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Kurzfassung

Durch Integration zweier digitaler Kameras wurde eine optische Qualitatskontrolle in den hoch-parallelen
Microarray Printer ,, TopSpot® E“ realisiert. Die Integration einer ersten 1,3 Megapixel Webcam erlaubt die
Abbildung jedes gedruckten Tropfenarrays unmittelbar nach dem Drucken auf ein transparentes Substrat und
realisiert damit eine kontinuierliche Prozessiiberwachung. Eine hochleistungsféhige XGA CCD-Kamera ermdg-
licht stroboskopische Aufnahmen der fliegenden Tropfen und erlaubt somit die benutzerfreundliche Optimierung
der Printparameter. Beide Kameras sind vollstandig in das Gehause des TopSpot® E Printers integriert und
erganzen die Benutzerfreundlichkeit des bisherigen Gerétes erheblich.

1 Einleitung

Der pneumatische Druckpuls wird mittels eines
Die Einfiinrung der Microarray Technologie durch  Kolbenverdréngers innerhalb eines in Silizium-
Roger Ekins et al. im Jahr 1989 [1] hat die analyti-  /Glastechnologie gefertigten Druckkopfs generiert.
schen  Mdglichkeiten in  der Biotechnologie  Die im Druckkopf enthaltenen Flussigkeiten werden
entscheidend erganzt. Mit ihr wurden hochparallele  gleichzeitig durch das Dusenarray (siehe Bild 2) als
Testverfahren zu DNA-, Protein- und Zellanalytik in  freifliegende Tropfen ausgestoRen [3]. Die Qualitat
eine Vielzahl von Labors eingefthrt. Mit zunehmen- ~ des  Tropfenarrays ~ (Volumen: 1 nl;  RastermaR:
der Verbreitung dieser Technologie erlangen 500 um) héngt stark von den Ansteuerparametern des
preisgiinstige Produktionsmethoden fiir die Herstel-  Piezoaktors ab, weshalb eine Optimierung dieser
lung von Microarrays eine immer gréRere Bedeutung. Parameter auf die jeweiligen Druckmedien erforder-
Der kommerziell erhaltliche Microarray Printer  lich ist. Zu diesem Zweck wurde eine optische
TopSpot® E von BioFluidix (siehe Bild 1) basiert auf ~ Qualitatskontrolle entwickelt. Sie besteht aus zwei
der gleichnamigen TopSpot® Technologie [2]. Sie  digitalen Kameras. Die eine dient zur stroboskopi-
nutzt einen pneumatischen Druckimpuls zur Erzeu-  schen Detektion der Tropfen in der Flugphase
gung eines 24er bzw. 96er Tropfenarrays, welches in  wéhrend die andere ein Foto des gedruckten Microar-
einem Raster von 500 pum im non-contact Modus  rays vor dem Eintrocknen der Tropfen liefert. Beide
ublicherweise auf Glassubstrate gedruckt wird. Kameras sind in das Gehause des TopSpot® E Printers
integriert und erweitern die Benutzerfreundlichkeit
des bestehenden Systems.

Reservoir

Duisenarray

Bild 1 TopSpot® E-Vision Printer mit ausgefah- Bild2 TopSpot® Druckkopf mit 24 Kanéalen
renem Sildehalter
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2 Optische Qualitatskontrolle

Die kontinuierliche Prozesskontrolle wird durch eine
visuelle Uberwachung jedes gedruckten Arrays
realisiert. Diese Kontrolle wird im Folgenden als
»Spot Check* bezeichnet. Da bei der Produktion von
Microarrays unter anderem salzhaltige Pufferlésungen
(z.B. PBS) verwendet werden, besteht die Gefahr,
dass durch Kristallisation mit der Zeit einzelne Mikro-
kandle des Druckkopfes verstopfen, was zu
unregelmdgigen oder fehlerhaften Arrays fiihrt. Um in
diesem Falle frihzeitig eingreifen zu kdnnen ist eine
Kontrolle der gedruckten Arrays unabdingbar.

Die zweite optische Kontrollfunktion, ,,Drop Check*
genannt, erlaubt bei Bedarf die stroboskopische
Aufnahme der dispensierten Tropfen im Flug. Die
damit erzeugten Bilder geben wertvolle Hinweise zur
Einstellung der korrekten Antriebsparameter zur
Optimierung des Druckpulses im Druckkopf.

2.1  Realisierung des Spot Check

Das Anfahren einer Kontrollposition nach jedem
Druckvorgang ist aus verschiedenen Griinden nicht
praktikabel. Deshalb wurde zur Realisierung des Spot
Check zundchst ein visueller Zugang von unten durch
das Slide hindurch gewahlt. Hierfir mute zundchst
ein neuer Slidehalter entwickeln werden.

2.1.1 Neuentwicklung Slidehalter

Ein XY-Achssystem im TopSpot® E Microarrayer
ermdglicht die exakte Positionierung der handelstbli-
chen Slides unterhalb des Druckkopfes und erlaubt
das Bedrucken der kompletten Slideflache. Da der
Druckkopf in einem Abstand von nur 500 um (ber
dem Slide positioniert ist und ein visueller Zugang

Slidebeleuchtung

Drop Check
Beleuchtung

Bild 3 Neuer Slidehalter mit visuellem Zugang
von unten und integrierter Slide- und
Drop Check Beleuchtung

von oben deshalb erheblich erschwert ist, wurde ein
Slidehalter realisiert, der die Aufnahme der gedruck-
ten Tropfen von der Rickseite durch das transparente
Slide hindurch erlaubt.

Durch eine Klemmung des Slides von der Seite und
geschickt abgeschragten Klemmbacken wird das Slide
unabhdngig von Dicke oder Breite in einem Abstand
von exakt 500 um zum Druckkopf positioniert (siehe
Bild 3). Die Illumination der Tropfen auf der Slideo-
berflache ist ebenfalls im Slidehalter integriert. Durch
das Einkoppeln von Licht in die Stirnseite des Slides
fungiert dieses als Lichtwellenleiter. Von der bedruck-
ten Seite bzw. der gegeniber liegenden Seite leuchtet
das Slide nur sehr schwach. Befinden sich nun Trop-
fen auf der Slideoberflache, so wird aufgrund der
ahnlichen Brechungsindices von Slide (z.B. Glas,
PMMA, n=15) und Flissigkeit (z.B. Wasser,
n=133; DMSO, n=148) Licht in den Tropfen
gebrochen. Durch Brechung und Mehrfachreflexionen
an der Tropfenoberflache beginnen diese zu leuchten.
So ist eine kontrastreiche Abbildung der Arrays im
dunklen Gerat und damit eine kontinuierliche Uber-
wachung der Produktion mdéglich.

Druckkopfposition

XY-
Achssystem

Slidehalter

Bild 4 Funktionsweise des Spot Check Kamera-
schlitten
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2.1.2 Spot Check

Durch den oben beschriebenen Slidehalters ist somit
ein visueller Zugang von der Unterseite des Slides
realisiert. Um weiterhin zu gewdhrleisten, dass die
gesamte Slideflache bedruckt, bzw. der Slidehalter
zum Be- und Entladen aus dem Gerét herausgefahren
werden kann, muss die Kamera beweglich integriert
werden. Hierzu wurde eine handelsiibliche Webcam
auf einem mobilen Schlitten integriert, der sich bei
Aufnahme von Bildern immer direkt unterhalb und
gegeniber des Dusenarrays positioniert ist. Wird die
Kamera nicht bendtigt, kann sie von dem Schlitten der
X-Achse, welche den Slidehalter bewegt mitgefiihrt
werden und behindert den Transport der Slides nicht.
Der Schlitten, welcher mittels Trockengleitlager (DU-
Buchse, Glacier) beliebig auf der X-Achse bewegt
werden kann wird durch Magnetkraft an den Schlitten
der X-Achse, bzw. am Anschlag unterhalb des Druck-
kopfes festgehalten (siehe Bild4). So wird der
Kameraschlitten vom Schlitten der X-Achse nach
vorne geschoben, wenn der Bereich unterhalb des
Druckkopfes (iberfahren wird. Die Magnete ermdgli-
chen die exakte Positionierung unterhalb des
Druckkopfes und das Mitnehmen des Kameraschlit-
tens in umgekehrter Richtung.

Als Kamera dient eine modifizierte 1,3 Megapixel
Webcam von Logitech® (QuickCam® fiir Notebooks
Pro). Um die gedruckten Arrays aus dem gegebenen
Abstand wéhrend des Druckvorgangs abbilden zu
kénnen, mulite der Fokus der Kamera modifiziert
werden.

2.2  Drop Check

Sowohl die Viskositéat als auch die Oberflachenener-
gie der zu druckenden Flussigkeiten haben direkten
Einfluss auf die Tropfengeneration des TopSpot®
Druckkopfes [3]. Die Tropfengeschwindigkeiten der
dispensierten Arrays beispielsweise variieren bei
verschiedenen Substanzen. Sollen nun unbekannte
Flussigkeiten gedruckt werden, so ist es essentiell die
idealen Druckparameter (Piezohub, Aktuations-
geschwindigkeit) zu evaluieren. Ein wichtiges
Aussagekriterium fir die Reproduzierbarkeit des
Druckvorgangs ist die Form und Fluggeschwindigkeit
der Tropfen. Ist diese bei allen Tropfen identisch, so
ist der Druckvorgang unter Kontrolle [4].

Aus diesem Grund ist das stroboskopische Abbilden
der Tropfen wéhrend der Flugphase winschenswert.
Hierflr wird wie zuvor ein beweglicher Kameraschlit-
ten eingesetzt, auf welchen die Kamera fir das
Fotografieren der Tropfen im Flug montiert ist. Bei
Bedarf kann diese Drop Check Kamera vom Schlitten
der X-Achse abgeholt werden, wobei eine mechani-
sche Verriegelung (&hnlich einer Turfalle) gelst wird.
Der Kameraschlitten wird mittels Magneten von dem
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Schlitten der X-Achse gezogen und an einem An-
schlag in der Bodenplatte im korrekten fokalen
Abstand fixiert. Die dispensierten Flissigkeiten fiir
die Drop Check Funktion werden in einem speziellen
Auffangbehalter im hinteren Bereich des Slidehalters
aufgefangen. Um ein gutes Kontrastverhaltnis zwi-
schen fliegender Tropfen und Umgebung zu
realisieren werden die Tropfen im Gegenlicht abge-
bildet. Ein LED-Array und ein lichtleitendes PMMA-
Stuck sorgen fir eine homogen leuchtende Fl&che
hinter den Tropfen (vgl. Bild 3). Als Kamera fiir den
Drop Check wird eine industrielle CCD-Kamera mit
einer Auflésung von 1024 x 768 Pixel (XGA) ver-
wendet. Die UI-2230 von IDS verfugt Ober die
Madglichkeit mittels eines externen Triggers Aufnah-
men mit einer VerschluBRzeit von 66 us zu realisieren.
Als optische Einheit wird hier ein handelsibliches C-
Mount Objektiv von Pentax (C2514-M(KP)) mit
10 mm Distanzhulse verwendet.

Slidehalter Kamera

Druckkopfposition

Ll

Magnet

Bild5 Funktionsweise des Drop Check Kamera-
schlitten
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3 Experimentelle Ergebnisse

3.1  Auflésung der

Spot Check Kamera

Mit oben genanntem Aufbau der Spot Check Funktion
14Bt sich eine Flache von 1 mm?2 mit 38 x 38 Pixel
abbilden. Ein Pixel entspricht so einer Distanz von
26 um. Aufgrund der Tatsache, dass der CMOS-
Sensor der Logitech® QuickCam® kein binéres Signal
ausgibt (z.B. ein 8-bit Graustufensignal beinhaltet 256
verschiedene Zustdnde) konnen Objekte von einer
GroRe deutlich unter 20 um detektiert werden. Dies
ermoglicht eine ausreichende Prozessiiberwachung
der gedruckten Arrays wéhrend der Microarray
Produktion. Ein einzelner Arraytropfen besitzt auf
dem Slide einen Durchmesser von rund 200 um und
besteht somit im Durchmesser aus ca. 8 Pixeln.
Fehlende Tropfen im Array, eventuell auftretende
Satteliten von mehr als 1/100 des Tropfenvolumens
und Positionsabweichungen von 20pm kénnen
garantiert detektiert werden. Somit sorgt die Spot
Check Funktion fur eine héhere Produktionssicher-
heit, da auftretende Fehler frihzeitig erkannt werden.
Bild 6 zeigt ein mit der TopSpot® E-Vision Spot
Check Kamera aufgenommenes Array.

3.2  Auflésung der

Drop Check Kamera

Die UI-2230 von IDS ist mit dem Pentaxobjektiv
C2514-M(KP) (+10 mm Distanzhilse) in der Lage
Objekte in einem Abstand zwischen 38 mm und
50 mm scharf abzubilden. Ein einzelner Tropfen im
Flug (Durchmesser ~ 100 pm) wird mit mehr als 50
Pixeln wiedergegeben. Mit Hilfe der Drop Check
Funktion kdnnen die Ansteuerparameter des Piezoak-
tuators perfekt angepasst werden. Die Tropfen eines
solchen gedruckten Arrays haben alle die selbe
Geschwindigkeit, was sich darin zeigt, dass die
Tropfen in einer Ebene fliegen (siehe Bild 7).

4 Fazit

Durch die Integration einer optischen Qualitatskon-
trolle im hoch parallelen Microarray Printer
TopSpot® E von BioFluidix eréffnen sich neue Még-
lichkeiten der High-Qualitiy Microarray Produktion
im kleinen Mal3stab fur den Forschungs- und Labor-
bedarf. Zum einen erlaubt die integrierte 1,3
Megapixel Kamera eine kontinuierliche Produktions-
Uberwachung, wodurch ein hoher Qualitatsstandard
gesichert werden kann. Zum anderen wird durch die
stroboskopische Kontrolleinheit das Ermitteln der
optimalen Printparameter zum prézisen Drucken
unbekannter Flussigkeiten erleichtert.
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Bild 6 Arrayaufnahme Spot Check;

Skala entspricht 500 um

Disenfenster

% % % AN
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Bild 7 Arrayaufnahme Drop Check
mit idealen Printparametern (oben)
mit falschen Printparametern (unten);
Skala entspricht 500 pm
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