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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit

Seit der vollstdndigen Entschliisselung des menschlichen Genoms im April 2003 hat fiir die Bio-
technologie unwiederbringlich eine neue Ara begonnen, die sogenannte Post-Genom-Ara [55].
Mit der DNA-Diagnostik in der Genom-Ara kann ein direkter Nachweis von Krankheitserregern
(Mikroorganismen oder Viren) erfolgen. Was eine Nachweiszeit von einigen Tagen benétigte,
kann auf wenige Stunden reduziert werden, was auch dadurch bedingt ist, dass Mikroorganismen
nicht mehr in Reinkulturen vermehrt werden miissen, sondern direkt anhand der spezifischen
Nukleinsduresequenz eines Krankheitserregers mit Hilfe einer Gensonde nachgewiesen werden
konnen. Grofle Vorteile ergeben sich gerade bei solchen Infektionskrankheiten, bei denen der
Nachweis iiber die Antikérperbildung bislang schwierig bzw. langwierig war, z.B. HIV (Aids),
Hepatitis-B-Viren (Leberentziindung), Mycobacterium tuberculosis (Tuberkulose) ebenso wie
Mycoplasma pneumoniae (Lungenentziindung) und andere Bakterien, welche tiber ihre DNA
bzw. RNA diagnostiziert werden (GeneChip-Systeme, Affimetrix [2]). Trotz dieser Erfolge auf
dem Gebiet der DNA-Diagnostik sind viele Nachweiskonzepte ungeeignet fiir eine analytische
Anwendung, da die industrielle Forschung im Vergleich zur medizinischen noch sehr teuer ist.
Oft fehlt es den Sensoren an der Selektivitit beziiglich der Oligonukleotiden mit Punktmu-
tationen, der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse und der Sensor-Arrays [21], [51]. Daher
spielen Forschungs- und Entwicklungsarbeiten auf dem Gebiet der DNA-Biosensorik trotz der
angebrochenen Post-Genom Ara weiterhin eine wichtige Rolle bei der analytischen Erfassung
von Nukleinsduresequenzen [42], wie aktuelle Forschungen auf dem Gebiet der parallelen mar-

kierungsfreien Punktmutationsdetektion [19], [75], [52] zeigen.



Immobilisierungs- | Nachweisassay Detektionsmethode
strategie
Polymer, Trégersub- | PCR, Hybridisie- | Optik, Lichtquelle,
strat, Zeit, Diffusion, | rungsdauer, Ionen- | Detektor, Elektrik,
Elektrostatik, Sterik, | stérke, Tempera- | Dispersion
Volumenreaktionen, tur,  Katalysatoren,
Dichte Sequenz, Léange,

elektrisches Potential

Tabelle 1.1: Einflussfaktoren auf die Eigenschaften eines Biosensors

1.2 Zielsetzung und Gliederung

Das Ziel des BMBF-Verbundprojekt Gensensorik war, den Nachweis von Sequenzen in eine
analytisch und industriell verwertbare Form zu bringen. Dabei sollte ein sogenannter Gen-
sensor fiir die Detektion pathogener Keime, Umweltanalytik und Forensik eingesetzt werden.
Grundlage des Gensensor-Chips sind low-density Mikroarrays, die nicht mehr als ca. 1000 Re-
zeptorsequenzen zur Analytik bereithalten. Hierbei gliederte sich das Gesamtprojekt in die
Bereiche Hardware, Software und Anwendung, wobei ein Schwerpunkt dieser Arbeit innerhalb
des Teilprojekt zur Verbesserung und Miniaturisierung der Detektionseinheit liegt. Ein zweiter
liegt im Verstédndnis der temperaturabhéngigen Signale der Detektionseinheit, welche die tem-
peraturabhéngigen Oligonukleotidwechselwirkungen beinhalten.

Die DNA-Biosensoren heben sich in drei Hauptcharakteristika voneinander ab: der Immobili-
sierungsstrategie, der Detektionsmethode und dem Nachweisassay (siche Tabelle 1.1). Das Ziel
der vorliegenden Arbeit ist es, die Informationstiefe eines Biosensor-Experimentes beziiglich der
genauen Charakterisierung einer biomolekularen Wechselwirkung mit einer hohen Parallelitéit
zu verbinden. Um dieses Ziel zu erreichen war es notwendig, alle Einzelkomponenten des Ge-
samtaufbaus zu analysieren (siehe Tab. [1.1)), um zu verstehen, welche Komponente zu welchem
Anteil die Signaltiefe beeinflusst. Da es den Biosensor-Messungen jedoch nicht an Informati-
onsgehalt, sondern vielmehr an Parallelitit fehlt, liegen die Schwerpunkte dieser Arbeit bei der
Immobilisierungsstrategie und der Detektionsmethode.

Oft wird bei den derzeit verwendeten parallelen Biosensoren im Bereich der Nachweisassays
die Signalverstirkung genutzt - sei es durch Probenvorbereitung (Polymerase Kettenreaktion,
engl. Polymerase Chain Reaction; PCR [24]) oder durch Markierung der Zielsequenzen. In die-
ser Arbeit war die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) als Detektionsmethode
Ausgangspunkt fiir die Sequenzuntersuchungen. Der Vorteil dieser direkt optischen Methode

liegt zum einen in der zeitaufgelosten Beobachtung einer biomolekularen Wechselwirkung (im



Vergleich zur statischen Endpunktbestimmmung z.B. von Fluoreszenzintensititen), zum ande-
ren in der Markierungsfreiheit; dadurch fallen Probenvorbereitung und Markierung weg. Da
sich RIfS fiir die parallel optische Detektion eignet, wie in fritheren Messungen gezeigt werden
konnte [39], ist diese Methode eine vielversprechende Wahl fiir die Entwicklung eines minia-
turisierten, parallel optischen Biosensors. Ein weiteres Argument fiir RIfS ist der Umstand,
dass es gegenwértig noch keinen markierungsfreien parallelen DNA-Sensor am Markt gibt. Das
kommerziell erhéltliche Gerédt mit dhnlicher Zielsetzung, wie das Biacore 3000 ist auf 8 Kanéle
beschréankt und das FLEX-CHIP-System von HTS Biosystems [8] kann keine Molekiile unter
8000 Dalton Molekulargewicht detektieren, womit die zeitaufgeloste Analyse von Sequenzdaten
erschwert wird, da bei langerkettigen Molekiilen elektrostatische Wechselwirkungen hinderlich
wirken konnen [51], [59]. Nach DANZER [16] ist Analytik ein Prozess, um Erkenntnisse und
Informationen aus Signalen zu gewinnen, die durch molekulare Wechselwirkungen entstehen.
Analytisch ist die vorliegende Arbeit in zweifacher Hinsicht.

Ziel der Arbeit war es zum einen, den analytischen Prozess (Prozess A) in einem Gerét zu
etablieren. Um jedoch diesen Prozess zu verstehen und effizient zu verbessern, ist es zum an-
deren notwendig, genau diesen ersten Prozess einem weiteren analytischen wissenschaftlichen
Prozess (Prozess W) zu unterziehen. Ein Grofteil dieser Arbeit wird sich mit dem Prozess W
beschéftigen, wobei diesem Dokument der Prozess A als Strukturelement dient. In den einzel-
nen Kapiteln nimmt — beziiglich der analytischen Erkenntnis — die Informationstiefe ab, da
wir aus rohen Daten (maximal enthaltene Information nach SHANNON [69]) zu Informationen
iiber die molekularen Interaktionen gelangen. Geordnet sind die Kapitel nach der abnehmenden

Informationstiefe, wie im Methodenteil 3.3/ beschrieben.



Kapitel 2

Theoretischer Teil

Theorien sind Netze, in denen wir fangen, was wir ,,die Welt“ nennen; mit ihnen
machen wir die Welt unserem Verstand zugénglich, erkldren und meistern sie. Dabei

bemiihen wir uns, die Maschen des Netzes kleiner und kleiner zu machen.

KARL R. POPPER

2.1 Biochemische Grundlagen

2.1.1 Desoxyribonukleinsiure (DNA)
2.1.1.1 Funktion der Desoxyribonukleinsiure

Chromosomen, die Trager des Erbguts, sind aus DNA aufgebaut bzw. enthalten DNA als we-
sentlichen Bestandteil (bei hoher entwickelten Lebewesen sind die Chromosomen etwas kom-
pliziertere Einheiten, die neben DNA noch spezifische Proteine enthalten). Die DNA besitzt
vor allem zwei Funktionen: erstens die Weitergabe der Erbanlagen auf die Nachkommen und
zweitens die Anweisung zur Biosynthese bestimmter Proteine. Die Basen-Sequenzen der DNA
beinhalten die Informationen fiir die Leistungen einer Zelle, welche iiber die Biosynthese der
Enzyme und anderer Proteine verwirklicht werden. Einzelne Abschnitte auf der DNA enthal-
ten die genetischen Informationen fiir die Ausbildung bestimmter Eigenschaften und Merkmale

eines Organismus. Diese Elementar-Einheiten werden Erbfaktoren oder Gene genannt.

2.1.1.2 Priméir- und Sekundéirstruktur der Desoxyribonukleinsiure

Bei der DNA sind jeweils zwei gegenlaufige, im Uhrzeigersinn schraubenartig umeinander ge-
schlungene Molekiile iiber Wasserstoftfbriicken-Bindungen der Basen zu einer Doppelspirale ver-

kniipft. Diese Doppelspiralen lassen sich in vier Klassen unterteilen. A-Form, B-DNA (WATSON-

4



HO
N
//P

A
\}V
Abbildung 2.1: Wasserstoftbriickenbindung zwischen Adenin und Thymin sowie Guanin und
Cytosin nach CRICK [77].

CRICK-DNA), Z-DNA und W-DNA [17]. Von diesen vier Konformationen hat die B-Form die
biologisch grofite Relevanz. Die Ausbildung der Wasserstoftbriicken-Bindungen ist moglich, da
die Purin- und Pyrimidin-Derivate der beiden DNA-Strange der Doppelhelix-Achse zugewandt
sind. Die Basen werden durch die hydrophilen Polyester-Strukturen, welche die gute Loslich-
keit bedingen, gegen das Losungsmittel abgeschirmt. Die Basenpaar-Bildung erfolgt spezifisch:
Wasserstoffbriicken-Bindungen entstehen jeweils nur zwischen Adenin und Thymin sowie zwi-
schen Guanin und Cytosin (Abbildung 2.1)). Fiir die Basenpaarung betragt AG zwischen Guanin
und Cytosin —10 k.J/mol, zwischen Adenin und Thymin —5 k.J/mol [1].

2.1.1.3 Denaturierung der Desoxyribonukleinsidure-Doppelhelix

Unter Denaturierung versteht man die Aufspaltung der relativ instabilen DNA in Einzelstringe.
Sie kann durch bestimmte Chemikalien oder durch Erwirmen der wéssrigen Losung erreicht
werden [47].

Trennung des DNA-Stranges durch Chemikalien

Hierzu eignen sich besonders Substanzen, die Wasserstoffbriicken-Bindungen l6sen, wie z.B.
Harnstoff (Wasserstoffbriickenakzeptor). Der strangtrennende Einfluss von Sduren beruht auf
einer Storung des Ladungszustandes der Makromolekiile, insbesondere ihrer Phosphorsédurere-
ste. Im sauren Medium werden die N-Funktionen der Basen protoniert.

Im alkalischen Medium (pH > 10) werden die normalerweise ungeladenen Basen von der Keto-

in die Enolform tiberfiithrt [26]. Durch die Deprotonierung liegen die Basenenolate in geladener
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Abbildung 2.2: DNA-Schmelzkurve zur Ermittlung des Temperatur-Bereichs der Denaturie-
rung.

Form vor. Die Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen ist nicht mehr moglich, die Helix-

struktur 16st sich durch Entwinden der Strange auf.

Trennung des DNA-Stranges durch Erwdrmen

Bei Erwarmung der DNA-Losung kommt es zu einem Zusammenbruch der Doppelhelix unter
Freisetzung der Einzelstriange. Da diese Denaturierung in einem relativ engen Temperaturbe-
reich erfolgt, bezeichnet man den Vorgang auch als ,,Schmelzen* der DNA. Durch die Aufhebung
der Basen-Paarung nimmt die UV-Absorbtion bei der Strangtrennung betréchtlich zu (Hyper-
chromie), so dass der Prozess spektrophotometrisch verfolgt werden kann. Abbildung 2.2 zeigt
eine typische DNA-Schmelzkurve, deren Wendepunkt die Schmelztemperatur 7;, markiert. Die
Schmelztemperatur hangt von allen Faktoren ab, welche die Stabilitiat der DNA-Doppelhelix
beeinflussen, wie z.B. pH-Wert und Ionen-Stérke der Lésungen, sowie vom Gehalt der betref-
fenden DNA an dem Basenpaar Guanin-Cytosin (Bindungstéirke Guanin-Cytosin ist grofier
als bei Adenin-Thymin). Bei Basenfehlstellen an einem der beiden Strénge dndert sich der
Schmelzpunkt der DNA. Man kann ohne weiteres Oligonukleotide mit einer Basenfehlstelle
durch ihr Hybridisierungsverhalten (Schmelzpunkt, Dissoziations- und Assoziationskonstante)

an das Féanger-Oligonukleotid voneinander unterscheiden.



Die einfachste Formel zur Berechnung des Schmelzpunktes ist nach RYCHLIK [65]

T = 4°C x (Anzahl der Guaninbasen und Cytosinbasen im Oligonukleotid)  (2.1)
+2 °C x (Anzahl der Adeninbasen und Thyminbasen im Oligonukleotid) .

Diese Formel ist giiltig fiir Oligomere mit weniger als 14 Basen und setzt voraus, dass die
Reaktion in Losungen mit 50 mM einwertigen Kationen durchgefiihrt wird. Fiir langere Oligo-

nukleotide gilt die Formel

T,, = 64.9°C+41 °C x (Anzahl der Guaninbasen und Cytosinbasen (2.2)
im Oligonukleotid — 16.4)/N

wobei N die Anzahl der Basen des Oligomers ist. Will man die Salzkonzentration in Losung
beriicksichtigen, so folgt nach RYCHLIK [65], SAMBROOK [66] und MUELLER [48]

T,, = 81.5 °C + 16.6 °C x log ([Na*] + [K*]) 4+ 0.41 °C x (%GC) — 675/N  (2.3)

wobei N die Zahl Nukleotide im Oligomer ist und %GC' den Prozent-Anteil der Guaninbasen
und Cytosinbasen im Oligonukleotid darstellt.

2.1.1.4 Darstellung der Desoxyribonukleinsiure

Durch Anwendung der sogenannten Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain re-
action; PCR) oder &hnlicher Verfahren kann die Detektierbarkeit eines Nukleinsdurestranges
deutlich gesteigert werden [24]. Hierbei dienen bekannte Nukleotidsequenzen doppelstriangi-
ger, mikrobieller Genome als Vorlage fiir sogenannte Primer (synthetische Oligonukleotide), die
sich nach Trennung der beiden DNA-Stréange durch Hitzedenaturierung an die komplementéiren
Basen der mikrobiellen DNA anlagern. Am 3’-Ende der Primer beginnt eine zugegebene hit-
zestabile DNA-Polymerase die Synthese weiterer komplementiarer DNA. Dieser Vorgang wird
nach einer vorgegebenen Zeit unterbrochen und die entstandenen doppelstrangigen Produkte
aus langer Original-DNA und neu synthetisiertem Bruchstiick werden erneut getrennt. Wieder-
um lagern sich die im Uberschufl vorhandenen Primer an die entsprechenden komplementéren
DNA-Sequenzen an, der Vorgang beginnt erneut, bis theoretisch etwa nach 20 Zyklen eine

millionenfache Vermehrung (Amplifikation) stattgefunden hat [30].
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Abbildung 2.3: Vorgénge der Affinitédtsreaktion an der Oberflache.

2.2 Biomolekulare Erkennung

2.2.1 Gleichgewicht und Kinetik

2.2.2 Affinitatsreaktionen an Grenzflichen

Die Affinitatsreaktion an einer Grenzflache kann als Folgereaktion betrachtet werden. Zuerst
findet die Diffusion zur Oberfliche statt, anschlieBend die Bindungsreaktion an den immobili-
sierten Liganden (Abbildung 2.3). Beide Schritte kénnen beobachtet werden, geschwindigkeits-
bestimmend ist der langsamere Schritt. Je nach Grenzfall misst man nur die Diffusion an die
Oberflache (1. Schritt in Abb. 2.3) oder nur die Bindung an den immobilisierten Bindungspart-
ner (2. Schritt in Abb. 2.3)):

e [m ersten Grenzfall, bei dem die diffusionslimitierte Bindung geschwindigkeitsbestimmend
ist, dient die Oberfliche mit immobilisiertem Rezeptor als Sonde zur Konzentrationsbe-

stimmung des Substrats.

e Fiir den zweiten Grenzfall gilt: Ist die Bindung an die auf der Oberfliche immobilisierten
Rezeptoren der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, so kann man die Kinetik dieser
Bindung messen. Aus dieser Messkurve lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten und

die Bindungskonstanten bestimmen.



2.2.2.1 Wechselwirkungskinetik an der Oberfliche

Ermittlung der Bindungskonstanten
Als Modell wird von einer Gleichgewichtsreaktion zwischen Substrat S und immobilisierten

Rezeptor Rimmob ausgegangen,

S + Rimmob kk\é SRimmob (24>
d

wobei die Bildungsgeschwindigkeit des Komplexes sich zusammensetzt aus folgenden Termen

d[SR] immob

I = ko[S][R)immob — ka|S Rimmob (2.5)

mit der Assoziationskonstanten k, und der Dissoziationskonstanten k,;. Daraus ergibt sich mit
[R]immob = {R]O,immob - [SR]immob

d[SR]immob o

dt ka[S] ([R]O,immob - [SR]immob) - k'd[SR]immOlh (26>

wobei [R]oimmob die Ausgangskonzentration an immobilisiertem Ligand zum Zeitpunkt ¢t = 0
darstellt. Das ermittelte Signal I der Oberflichenbeladung ist proportional zur Bildung des
Rezeptor-Ligand-Komplexes [SR];umep an der Oberfliche; das maximale Signal I,,, ist pro-
portional zur Oberflichenkonzentration an aktivem Ligand [R]o immo» auf der Oberflache. Die

Gleichung lasst sich also umwandeln zu

dr(t)

— = = kalSloLmas = (kalSo + ko) I'(8), (2.7)

wobei dI'/dt die Rate der Substrat-Rezeptor-Komplex-Bildung und [S]y die Konzentration der
Komponente im Volumen sind. Lost man Gleichung 2.7 unter der Annahme, dass die Konzen-

tration [S]o sich nicht dndert - also im Durchfluss oder Riihren - so ergibt sich eine Kinetik

pseudo-erster Ordnung mit der konzentrationsabhingigen Ratenkonstanten ks = k, [Slo + ka
I(t) = Ige (1— e Feort). (2.8)

Schreibt man Gleichung 2.8 mit dem Zusammenhang K = k,/ks um, so ergibt sich fiir die

Gleichgewichtsbeladung analog einer LANGMUIRschen Adsorptionsisothermen

I'oe =1 Kk

mer ] RSy (2.9)

!Die Definition von ks ergibt sich aus der Tatsache, dass dI'(t)/dt gegen I'(t) aufgetragen die Steigung kp.s
ergibt, wie Gleichung 2.7 zeigt.
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Abbildung 2.4: Funktionen, die experimentell ermittelte Bindungskurven der Oberflichenkine-
tik beschreiben.

Die Gleichgewichtsbeladung héngt also von der Bindungskonstanten K, der Konzentration [S]y
und der Bindungskapazitéit der Oberfliche I, ab.

Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten

Um Assoziations- und Dissoziationskonstanten der Oberflichenkinetik zu bestimmen, muss der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Bindung an die Oberfldche sein, d.h. entweder muss
geniigend Substrat vorliegen oder die Anzahl der Rezeptoren an der Oberfliche muss gering
sein, damit sich keine Reaktion durch einen Konzentrationsgradienten ergibt. Zur Auswertung
muss k, und k; aus der konzentrationsabhéngigen Ratenkonstanten k., bestimmt werden. Die
Konzentration des Rezeptors an der Oberfliche und die Konzentration des Substrats in Losung
gehen als Faktoren in die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation mit ein; es handelt sich also
um eine Kinetik zweiter Ordnung. Diese kann jedoch fiir Systeme unter Durchflussbedingungen
als Kinetik pseudo-erster Ordnung angenommen werden, da die Konzentration des Substrats als
konstant betrachtet wird. Durch Anpassen der exponentiellen Funktion der Kinetik nach Glei-
chung 2.8 pseudo-erster Ordnung an die experimentell ermittelte Kurve (Abbildung 2.4) erhalt
man die konzentrationsabhéngigen Ratenkonstanten kops. Nach kyps = kq[S]o + kg kann durch
Auftragung einzelner Konzentrationen gegen ks iiber lineare Regression die Steigung der Gera-

den (k,) und der Achsenabschnitt (k4) bestimmt werden. Die Konstanten ks und ' kénnen

10
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Abbildung 2.5: Auswertbarer Bereich der Assoziation bei einer Kinetikbindungskurve.

aus der Kurvenanpassung an die experimentellen Kurven ermittelt werden [54]. Nach HANEL
[32] ist die korrekte Auswahl des auswertbaren Bereiches bei der Anpassung entscheidend, denn
nicht der gesamte Bereich der Assoziation eignet sich fiir die Auswertung (Abbildung 2.5). Nur
der mittlere Abschnitt im experimentell ermittelten Graph ist sinnvoll auswertbar, da im An-
fangsbereich diffusionslimitierte Bindung vorherrscht, d.h. der Transport zur Oberfliche der
langsamste Schritt ist. Im hinteren Kurvenbereich zeigt die Kurve ein biexponentielles Verhal-
ten, das Substrat bindet hier sichtbar auch an schlechter zugéngliche Bindungsstellen und eine
andere Assoziationsratenkonstante iiberlagert die zu untersuchende. Die Dissoziationkonstante
kg ist aus der Assoziationsphase der Bindungskurve extrapolierbar, jedoch ist eine ermittelte

Konstante aus den Dissoziationskurven genauer. Nach Gleichung
I['(t) = Tgge *t (2.10)

ist im exponentiellen Abfall der Dissoziation nur noch eine Zeitkonstante ausschlaggebend. Zu
beachten ist jedoch, dass eine Riickbindung bereits dissoziierter Teilchen an die Oberfliche den
Wert verfalschen kann. Eine vollig korrekte Aussage kann {iber k; nur dann gemacht werden,

wenn die Riickbindung - zum Beispiel durch kompetitive Binder - vollstdndig verhindert wird.
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2.2.2.2 Diffusionslimitierte Bindung an die Oberfldche

Im Grenzfall der diffusionslimitierten Bindung von freiem Substrat mit dem immobilisierten

Rezeptor gilt bei einer geriihrten Losung oder im Fluss das 1. FicKsche Gesetz

dn dn Ccop—C
—=-D—=-D
dt dx 5o

(2.11)

welches besagt, dass der Massentransport dn/dt an die Oberfliche direkt dem Konzentrations-
gradienten dn/dx proportional ist, wenn von einer konstanten NERNSTschen Diffusionsschicht
0 ausgegangen wird. Geht man davon aus, dass das Substrat sofort mit der Oberfléche reagiert,
wenn es dort angelangt ist, dann gilt auch

ar'(ty D

——= = —[5)o. 2.12

2 = —[8]y (212)

Das bedeutet einen linearen Anstieg der Oberflichenbeladung, wobei die Steigung vom Diffusi-
onskoeffizienten und von der Dicke der Diffusionsschicht und damit von der Flussrate abhéngt.
Da die Hybridisierungsreaktion an einer Oberfliche stets schlechter ist als in Losung [59], ist
zu klaren, wie diese Signale verstirkt werden kénnen. Tabelle 1.1 zeigt diverse Einfliisse auf die

2 unterschiedlicher Bio-

Eigenschaften eines Sensor-Arrays. Betrachtet man Signaldynamiken
sensoren, so befinden sich diese im Bereich von 10° — 10%. Je nach Art der Markierung der zu
detektierenden Molekiile ist eine Signalverbesserung zwischen 10° — 10° méglich. Der Erfahrung
nach erbringt eine Verbesserung der Oberflachenchemie eine maximale Signalverstarkung zwi-
schen 10° —102%. Damit ist es logisch zuerst die entsprechende Methodik eines Sensors zu wiihlen
bzw. zu verbessern, bevor man versucht die messbaren Signale iiber Marker zu verstédrken und

schlie8lich iiber Oberflachenchemie zu erhohen.

Affinitatstitration

Bestimmt man die Gleichgewichtskonzentration von Substrat und Rezeptor, so kann man in
fliissiger Phase die Affinitédtskonstante der Wechselwirkung ermitteln. Die Festphasendetektion
bietet die Moglichkeit, die spezifische Bindung einer der freien Komponenten an einer Ober-
fliche nachzuweisen. Detektiert man die Bindung des Substrats am immobilisierten Rezeptor,
lasst sich dadurch die Konzentration des freien Substrats bestimmen [22]. Der Affinitétstitrati-
on liegt ein sog. Bindungshemmtest zugrunde. Ist die Bindungsrate der Konzentration an freien
Substratmolekiilen direkt proportional, so sind die Bindungskurven linear und ihre Steigung ist

ein Maf fiir die Konzentration an Substrat (Abbildung 2.6). Aus dem Massenwirkungsgesetz

2Dynamischer Bereich des Signals. Bezogen auf den Detektor ist die Signaldynamik die Anzahl der unter-
scheidbaren Helligkeitsstufen, der Kontrast. In der Informationstechnologie wird die Signaldynamik in Dezibel
dB angegeben, z.B. hat ein Magnetband einen Dynamischen Bereich von 55 dB.

12
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Abbildung 2.6: Konzentration des freien Subtrats in Abhéngigkeit der Rezeptorkonzentration
bei verschiendenen Bindungskonstanten mit der Substratkonzentration [S]y = 1 ni.

der Gleichgewichtsreaktion

_ SR _ [SR]
= 1STIR] ~ ([Flo — SRSl — [SE) (2.13)

ergibt sich iiber eine quadratische Gleichung als einzig sinnvolle Losung fiir die Konzentration

an einwertigem Substrat mit freien Bindungstellen mit [S]yna = [R]o — [SR]

— [S]o[R]o- (2.14)

Sl — [Rlo— % \/ (I)o + [Blo + 2)°
4

Aus dieser Gleichung ergibt sich, dass die Konzentration an freiem Substrat nur von der Aus-

gangskonzentration [S]y und [R]y sowie von K abhéngt.

2.3 Modifizierung von Oberflichen

2.3.1 Methoden zur Oligonukleotid-Immobilisierung

Immobilisierungstrategien kann man prinzipiell in zwei Bereiche klassifizieren [6]. Einen, in dem
Oligonukleotide in situ immobilisiert und einen anderen in dem funktionalisierte Oligonukleoti-
de kovalent an die Oberfliche gebunden werden. Abbildung 2.7/ stellt die Klassifizierung grafisch

dar.
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Abbildung 2.7: Mogliche Strategien zur Immobilisierung von Oligonukleotiden [6].



2.3.1.1 Oligonukleotidsynthese in situ

Die Firma Affymetrix hat ein Verfahren entwickelt, mit dem man in situ Oligonukleotidsynthese
fiir high-density arrays [4] betreiben kann. Dazu nutzt sie lichtempfindliche Schutzgruppen bei
der Oligonukleotidsynthese. Diese werden selektiv entschiitzt, indem die zu schiitzenden Basen
mit einer photolithographisch erzeugten Maske belegt werden. Um jeweils bei allen Positionen
die Oligonukleotide um eine Base zu verldngern, werden vier Masken und entsprechend die

Umsetzung mit den vier jeweiligen Basen benétigt.

2.3.1.2 Immobilisierung von vorsynthetisierten Oligonukleotiden

In allen Féllen dieser Art der Immobilisierung werden Oligonukleotide mit Linkermolekiilen

versehen. Die géngigsten sind:
e Amino-, Carboxy-, oder Thiolgruppen.
e Kopplung des Oligonukleotides mit einem Silan [41].
e Biotin als Anker fiir immobilisiertes Streptavidin.
e Immobilisierung durch Copolymerisation [63].

Fiir diese Arbeit wurden zur kovalenten Immobilisierung ausschlieflich 5-Aminofunktional-
isierte Oligonukleotide benutzt. Diese reagierten mit entsprechend funktionalisierten, bereits
immobilisierten Polymeren [57]. Zur Immobilisierung eignen sich besonders Polymere, da sie
mit unterschiedlich funktionellen Gruppen darstellbar sind und sie die Glasoberfliche durch
ihre rdumliche Ausdehnung abschirmen. Dies verhindert unspezifische Wechselwirkungen mit
der Oberflache, z.B. durch Physisorption. Zur Anbindung des Polymers wird die Oberfliche
mit Silan umgesetzt. Die dort freien Epoxidgruppen reagieren dann mit freien Aminogruppen
des Polymers. Hauptséichlich werden zwei Polymere verwendet (Abbildung 2.8): Amino- oder

Carboxymethyl-Dextran und Polyethylenglykol:

e Dextran zeichnet sich durch eine besonders gute Abschirmung der Oberfliche und eine
hohe Polaritét durch Hydratgruppen aus. Mit ihm wird eine hohe Beladungsdichte durch

seine dreidimensionale komplexe Struktur erreicht.

e Polyethylenglykol weist geringere Beladungsdichten als Aminodextan auf, da es eine Mo-
nolage bildet, zeichnet sich jedoch im Vergleich zum Dextran durch eine bessere Abschir-
mung der Oberfliche aus. Die Oberfliche wird durch die senkrecht stehende Anordnung
des Polymers nahezu vollstandig abgeschirmt [58].
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Abbildung 2.8: Vergleich der Polymere Dextran und Polyethylenglycol auf einer Oberfléche.

2.4 Grundlagen der Optik

2.4.1 Optik diinner Schichten

Betrachtet man diinne, planparallele Schichten, so tritt iiber kurze Distanzen, d.h. innerhalb der
Kohérenzldnge auch kurzkohérenter Lichtquellen (thermische Strahler), Mehrfach-Reflexion auf
[11]. Die Uberlagerung zweier Wellen ergibt sich durch die vektorielle Addition der Feldstéirken.
Bei Strahlung mit wechselnder Phasenbeziehung oder unterschiedlicher Wellenlénge (inkohéren-
tem Licht) mitteln sich die Uberlagerungseffekte mit der Zeit, und es ergibt sich als Resultat
die Summe der Teilstrahlintensitdten. Haben die Wellen diesselbe Wellenldnge und eine feste
Phasenbeziehung, spricht man von kohédrentem Licht, und es ergeben sich Interferenzeffekte, die
auch im zeitlichen Mittel zu einer Intensitétsianderung fithren kénnen. Fiir die Reflexion an den
Grenzflachen hinreichend diinner Schichten heifit dies, dass die resultierenden Teilstrahlen inter-
ferieren. Die Reflexionsvorgéinge an einem einzelnen Film werden in Abbildung 2.9 schematisch
dargestellt. Im folgenden werden fiir die Transmissions- und Reflexionskoeffizienten der elektri-
schen Feldstdrken Kleinbuchstaben verwendet, wobei die Indizes jeweils die Koeffizienten der

Grenzflache zwischen den Medien beschreiben. Mathematisch wird dies beschrieben durch

123 = T12 + tlgewrggewtgl + tlgeiﬂrggewrggewtzl 4+ ... (215)
t1oTosto 2B
= Tt (2.16)
1 — rigrgze?®
tiatosta e
tiogs = ————— (2.17)

1 — rojroze?®

mit 93 fiir den Transmissionskoeffizienten der elektrischen Feldstérke und ;93 fiir den Feldstérke-

reflexionskoeffizient. Die Grofle § charakterisiert den Phasenunterschied, den die Welle beim
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Abbildung 2.9: Diinne Schicht auf halbunendlichem Substrat.

einmaligen Schichtdurchlauf gegeniiber ihrem Anfangswert erhélt

B = 2mwvdy/n3 — sin? p. (2.18)

Bei absorbierenden Medien ist sie komplex. Bei geringer Reflektivitéat der beiden Grenzflachen
vereinfacht sich die Beschreibung des Systems, da man fiir die Reflexion nur die ersten beiden
reflektierten Teilstrahlen verwenden kann. Damit folgt dann fiir die Reflexion mit den reflek-

tierten Intensitiaten I; und I,

4mnsd
Ir=1+ 1,4+ 21115 - cos < W;\w ) ) (2.19)

Zur Behandlung von Mehrschichtsystemen finden sich weitere Verfahren in ANDERS [3], HEA-
VENS [28], KrAUS [40] und STENZEL [72]. Das Interferenzspektrum einer diinnen Schicht setzt
sich zusammen aus der Interferenz der beiden Teilstrahlen, welche abwechselnd destruktiv und
konstruktiv interferieren. Ein typisches Spektrum (Abbildung 2.10) weist alternierende Maxima
und Minima auf. Fiir die Extremwerte im Interferenzspektrum gilt nach Gleichung 2.19, dass
die Phasenverschiebung ein ganzzahliges Vielfaches von 7 sein muss. Damit folgt, falls kein
Phasensprung auftritt, fiir das Auftreten eines Maximums

2
%i =1,2,3,... (2.20)
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Abbildung 2.10: Reflexionsspektrum eines diinnen Films.

bzw. eines Minimums
2nd

A
Bei einem Schichtsystem ohne Phasenspriinge ergibt sich also das erste Minimum bei einem
Wert des Quotienten von % Das Ergebnis des Quotienten wird auch als Ordnungszahl m be-

zeichnet.

N
Nt

e (2.21)

) Y

N[ —=

2.4.1.1 Bestimmung von Ordnungszahlen

Fiir benachbarte Extremwerte weist m einen Unterschied von % auf. Damit kann die Ordnungs-

zahl eines Extremwerts aus der Lage zweier Extremwerte und der Differenz ihrer Ordnungs-

zahlen berechnet werden. Mit der Lage der Extremwerte \; und Ay, sowie der Differenz der
Ordnungszahlen m; — mo = Am ergibt sich fiir my:

)\2 . Am

= - 2.22

mi N — A ( )

Tatséichlich gilt Gleichung 2.22/ nur fiir dispersionsfreie Systeme. Bei realen Systemen ist die

Anwendbarkeit durch die Dispersion — d. h. die Anderung von n mit A — eingeschrénkt.
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Abbildung 2.11: Beschreibung der allgemeinen Transportgleichung [78].

2.5 Grundlagen der Transporterscheinungen

2.5.1 Allgemeine Transportgleichung

Der Wirmetransport in Fliissigkeiten und Feststoffen spielt in dieser Arbeit eine grofie Rolle,
da sich die Temperatur im FlieBmittel und in den unterschiedlichen Materialien der Flusszelle
andert.

Allgemein beschreibt man einen Fluss in Richtung z des Gefélles von Transportgrofie I' durch
die Ebene bei zy (Abbildung 2.11) Seite [19) durch folgende Gleichung

- 1, dl’

Das Minuszeichen beriicksichtigt, dass der Fluss in Richtung des Gefilles von I' erfolgt. ' N ist
die Teilchenzahldichte , Ay, ist die mittlere freie Weglénge der Teilchen und v ist ihre mittlere
Geschwindigkeit.
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2.5.2 Wairmeleitfahigkeit von Gasen

Wenden wir die allgemeine Transportgleichung auf die mittlere, durch ein Teilchen transpor-

tierte Energie U an und ersetzen U = u/Ny, so erhilt man
- 1 1 [du

Jy=—=INvAy—— ] . 2.24

v 2 vAM NA (dz ) 20 ( )

Daraus erhilt man durch eine Einfiihrung einer auf das Volumen bezogenen Wiarmekapazitét
c
v

—

1, ., . (dT
Jo =5 1Coh (d_)zo : (2.25)

z

bzw. den Wirmeleitfahigkeitskoeffizienten
I, _

Demnach ist der Warmeleitfahigkeitskoeffizient direkt proportional zur Warmekapazitéit pro
Volumeneinheit, zur mittleren Teilchengeschwindigkeit 7 und zur mittleren freien Weglinge
[78].

2.5.3 Wairmeleitfahigkeit von Metallen

Behadelt man die Elektronen im Metall als freies Gas, so kann man fiir die Beschreibung
der Warmeleitfahigkeit von Metallen Gleichung 2.26 heranziehen. Nach klassischer Gastheorie
hétten die Elektronen eine molare Warmekapazitit von %R, d.h. 'C, hitte einen Wert von
%klN . Erweitert man nun Gleichung 2.26/ mit v und ersetzt Ay, mit der elektrischen Leitfahig-
keit, so erhélt man fiir die Warmeleitfahigkeit A der Metalle

A=———N. (2.27)

2.5.4 Temperaturabhingigkeit der Diffusion in Fliissigkeiten

In kondensierter Phase weist die Diffusion eine grofle Temperaturabhéngigkeit auf. Mafigebend
dafiir sind Platzwechselvorgénge. Sie erfordern eine Aktivierungsenergie, so dass sie durch eine

der ARRHENTUSschen Gleichung entsprechenden Beziehung
Eq
D = Doe™ #F (2.28)

beschrieben werden kann.
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2.5.5 Temperaturabhingigkeit der Viskositit in Fliissigkeiten

Einem Molekiil in Fliissigkeit muss eine bestimmte Aktivierungsenergie E,/N4 zugefiihrt wer-
den, damit es sich umgebende Molekiile abstolen kann. Aus einer speziellen Aussage des BOLTZ-
MANNschen e-Satzes ist bekannt [78], dass die Zahl der Molekiile, die eine Mindestenergie £, /N4
besitzen, proportional zu e~ ist. Deshalb ist die Fluiditit ebenfalls diesem Ausdruck propor-
tional. Der Viskositétskoeffizient ist der Kehrwert der Fluiditéat. Fiir die Viskositét ergibt sich
somit folgende Gleichung

n = Ae Rt (2.29)

2.5.6 Akustische Oberflaichenwellen
2.5.6.1 Prinzip

Bei akustischen Oberflachenwellen (OFW, surface acoustic waves, SAW) handelt es sich um
Schallwellen, die sich bevorzugt entlang von Festkorperoberflichen ausbreiten.

Fiir die Ausbreitung von akustischen Wellen in Festkorpern ist die Elastizitdt von entschei-
dender Bedeutung. Léuft eine akustische Welle durch einen Korper, so schwingt jeder Punkt
um seine Ruhelage, wobei die Auslenkung des Punktes durch einen Verschiebungsvektor ;
beschrieben werden kann. Durch die Bewegung der einzelnen Teilchen, die den Koérper aufbau-
en, wird eine Verformung hervorgerufen. Aus dieser Verformung und den daraus resultierenden
Riickstellkraften kann in Verbindung mit dem Verschiebungsvektor u; eine Wellendifferential-
gleichung aufgestellt werden. Unter Beriicksichtigung der Randbedingungen kann die Losung
dieser Wellengleichung die Ausbreitung einer akustischen Welle beschreiben.

Die Ausbildung von Oberflachenwellen beruht auf der Tatsache, dass Festkorper an ihrer Ober-
flache geringere Riickstellkrifte aufweisen als im Inneren. Somit ist die Schallgeschwindigkeit
an der Oberflache geringer als innerhalb des Festkorpers. Die akustische Welle wird an der
Oberflache gefiihrt. Die Eindringtiefe der Oberflichenwelle in das Material entspricht dabei
ungefahr ihrer Wellenldnge und nimmt nach Innen hin exponentiell ab. Abbildung 2.12/ zeigt

die Oberflachenverzerrung, die durch eine Oberflichenwelle hervorgerufen wird.

2.5.6.2 Erzeugung von Oberflichenwellen

Zur Erzeugung von Oberflichenwellen verwendet man iiblicherweise interdigitale Schallwandler
(interdigital transducer, IDT, Abbildung 2.12), die aus zwei kammartig ineinander greifenden
Metallelektroden bestehen. Diese Elektroden bestehen aus Aluminium oder Gold und werden
iiber photolithographische Verfahren auf piezoelektrische Substrate aufgetragen. Das Anlegen

eines elektrischen Wechselfeldes zwischen diesen Elektroden bewirkt eine Deformation des Kri-
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Abbildung 2.12: Oberflichenverzerrung einer sich in z-Richtung ausbreitenden Oberflichenwel-
le.

stalls unterhalb des IDT. Die Amplitude und Wellenlénge der OFW kann iiber die Transducer

genau gesteuert werden. Im Fall der Resonanzbedingung

Vs
f=3 (2.30)

iiberlagern sich diese Deformationen zu einer kohérenten Oberflachenwelle. v, ist die Schall-
geschwindigkeit eines bestimmten Kristallschnitts und A die Wellenlédnge, die durch die Pe-
riodizitat des IDT vorgegeben wird. Ein zweiter IDT kann die Oberflaichenwelle empfangen
und wieder in ein elektrisches Signal zuriickverwandeln. Diese Art von Signalverarbeitung im
Hochfrequenzbereich (G H z—Bereich) wird vielfiltig in der Kommunikationstechnik und in der

chemischen Sensorik verwendet [81].

2.6 Mathematische Grundlagen der Signalverarbeitung

2.6.1 Faltung kontinuierlicher Funktionen

Die Faltung zweier eindimensionaler, kontinuierlicher Signale wird mathematisch durch folgende
Definition beschrieben (siehe [12]):

y(t) = /_m o (r)h(t—7)dr = 2 (t) * b (¢) (2.31)

Die Funktion y(t) wird als Faltungsprodukt der Funktionen z(¢) und h(t) bezeichnet. Zur
graphischen Auswertung werden die Funktionen x($) und h($) aus z(¢) und h(t) gebildet,
indem die Variable ¢ durch $ ersetzt wird. Die graphische Bestimmung des Faltungsintergrals
wird durch folgende Schritte durchgefiihrt:

o Spiegelung: h(—$) erhdlt man durch Spiegeln von A($) beziiglich der Ordinatenachse.
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o Verschiebung: h(t — $) wird durch Verschieben von h(—$) um t gebildet.
o Multiplikation: Man multipliziert die Funktion z($) mit h(t — §).

e Integration: Die Flache unter dem Produkt x($)h(t — $) entspricht dem Faltungsintegral
zum Zeitpunkt t.

2.6.2 Korrelation kontinuierlicher Funktionen

Die Korrelation zweier eindimensionaler, kontinuierlicher Funktionen ist nach OPPENHEIM [12]

folgendermaflen definiert:

y(t) = /+ x(T)h(t+71)dr =2 (t)oh(t) (2.32)
Der Vergleich mit dem Faltungsintegral (Gleichung 2.31) zeigt, dass die beiden Ausdriicke in ei-
nem engen Zusammenhang zueinander stehen. Die graphische Auswertung der Faltung und der
Korrelation wird in Abbildung 2.13 gezeigt. Der Unterschied zwischen beiden Funktionen be-
steht lediglich darin, dass bei der Berechnung der Korrelation keine Spiegelung von h($) erfolgt.
Bild (a) zeigt die aus z(t) und h(t) gebildeten Funktionen z($) und A($). Die Multiplikation ist
im Bild (b) dargestellt, wobei die schraffierte Fliche dem Faltungs- bzw. Korrelationsintegral

zum Zeitpunkt ¢ entspricht. Unterschieden wird die Korrelation in die Begriffe

e Kreuzkorrelation: Korrelation zweier getrennter Signale (z.B. z(¢) und h(t)).” Die Werte

der Kreuzkorrelation steigen mit der linearen Abhéngigkeit der beiden Signale.

o Autokorrelation: Korrelation eines Signals mit sich selbst. Die Autokorrelation gibt ein

Ma# fiir den inneren Zusammenhang eines Signals an.

Bei der normierten Korrelationsfunktion

c(i) = 2(£)h(t) (2.33)

mit
E, =5 2%t

t=—00

By =35 _ht)

t=—00

wird um die Signalenergien FE,, Ej normiert, so dass die Korrelationsfunktion nur die Wer-

te zwischen —1 und +1 annehmen kann. Wird von beiden Signalen der jeweilige Mittelwert

3Auch KKF fiir Kreuzkorrelationsfunktion genannt.
4Abtasten entfillt, wenn das Signal bereits in digitaler Form vorliegt.
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Abbildung 2.13: Vergleich Faltung und Korrelation.

(oder Erwartungswert) subtrahiert, so fiithrt dies zu einer weiteren Normierung. Die aus die-

sen mittelwertfreien Signalen berechnete Korrelation wird auch Produktmomentenkorrelation

genannt.

2.6.3 Korrelation diskreter Funktionen

Sind Signale zeitlich begrenzt, so werden die Funktionen z(¢) und A(t) mit dem Intervall T’
abgetastet. Es wird angenommen, dass beide Abtastsignale periodisch sind mit der Periode V.

Die diskrete Korrelation ist nur fiir periodische Funktionen definiert [12]:

=z

2T) = S 2 T)h[(k + )T (2.34)

i

Il
o

Wenn die diskrete Korrelationsfunktion eine Approximation der kontinuierlichen Korrelations-
funktion liefern soll, muB die Periode N geniigend grof gewihlt werden, um den Uberlappungs-
effekt zu vermeiden. Die Wahl der Periode N mufl nach Gleichung 2.35/ erfolgen:

N>P+Q-1 (2.35)
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Abbildung 2.14: Vergleich von kontinuierlicher und diskreter Korrelation.

Abbildung 2.14 zeigt den Zusammenhang zwischen der kontinuierlichen und der diskreten Kor-
relation zweier zeitbegrenzter Signale. Der Uberlappungseffekt, hervorgerufen durch eine zu
kleine Periode N, ist in Bild (c) zu sehen. Fiir die Berechnung der normierten Kreuzkorrelatio-
nen aus diskreten Signalwerten, die mit jeweils T dquidistanten Messungen im Abstand N iiber
die Stichprobenlénge vorliegen, kann die Schiatzung nur an diskreten Stellen k& vorgenommen
werden und ist

1 n

—k
Can (k) = —— (1 — T)(hesr — h)
t=1

1

Sz Sh

(2.36)
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mit

&I

- % > ie1 Ti
%Z?:l hi
S5 = 2o (2 — %)
sh= ey (e — h?)

wobei Z, h der Mittelwert und s2, s? die Varianz der jeweiligen Messreihe ist.

h

2.6.4 Quanten- und Detektorrauschen

Systematisches und statistisches Rauschen. In jedem Signalniveau eines Detektors (un-
terhalb der Sdttigung) ist neben einem eventuellen systematischen vor allem ein statistisches
Rauschen vorhanden. Das statistische, auch fundamentales Rauschen genannt, rithrt von der
Partikelnatur von Licht und Materie her. Es kann, im Gegensatz zum systematischen Rauschen,
durch keinen zusétzlichen Messaufwand (z.B. Referenzmessungen) beseitigt werden. Beim syste-
matischen Rauschen ist im Gegensatz dazu das entsprechende Signalereignis mehr oder weniger
offensichtlich mit einem anderen, dufleren Ereignis zeitlich korreliert und kann durch Referen-

zierung reduziert werden.

Umwandlungsprozesse. In der Regel durchliuft das Signal mehrere materielle Formen (Licht-
quanten, elektrische Groen), bevor es beispielsweise durch einen AD-Wandler ausgewertet und
dann exakt weiterverarbeitet werden kann. Mit jedem Umwandlungsprozess, bei dem das Si-
gnal eine Grenzflache durchquert, wird sich das Signal um einen weiteren fundamentalen, d.h.
statistischen Rauschbeitrag verschlechtern [35]. Deshalb wird im folgenden versucht, die Zu-
sammenhéinge naher zu erlautern, die am Ein- und Ausgang eines Detektors typischerweise

auftreten.

2.6.4.1 Statistische Schwankungen am Detektoreingang

Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Photon ein willkiirlich herausgegriffenes Detektorelement
(realisiert z.B. durch die Pizel eines CCD-Detektors) in der Bildebene trifft, sei P. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass ¢ von insgesamt N Photonen das Detektorelement treffen, ergibt sich nach

der binomischen Formel zu:

N a.(1— N—QZL. q.(1 — pyN—«
Pq_<q)-P (1-P) (N = q)iq] P?-(1-P) i (2.37)
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Die Zahl der auftreffenden Photonen folgt also der Binomialverteilung mit dem Mittelwert g:

N
q=>» q-P,=N-P (2.38)
q=0
und der Varianz varq :
N
varg=» (-7 P, =7 (2.39)
q=0

Um die Wahrscheinlichkeit P zu bestimmen, mit der ein bestimmtes Detektorelement getroffen
wird, ist eine grofle Anzahl N von Photonen notig. Betrachtet man geniigend kleine Detekto-
relemente, so ist die Wahrscheinlichkeit P fiir einen Treffer auf dieses Element ebenfalls sehr
klein und die mittlere Anzahl § = N - P der auftreffenden Photonen strebt gegen einen end-
lichen Grenzwert”. Unter diesen Voraussetzungen kann die Wahrscheinlichkeit P, durch die
Poissonverteilung B

P, =~ Z—?eq
angendhert werden. Dieses Verhalten der Photonen wird auch als Photon-Shot-Noise bezeichnet
[60].

(2.40)

2.6.4.2 Statistische Schwankungen am Detektorausgang

In einem CCD-Halbleiterdetektor findet ein Umwandlungsprozess von einfallenden Photonen
in ausgeloste Elektron-Loch-Paare statt. Man kann nicht davon ausgehen, dass eine definierte
Anzahl Photonen ¢ in immer genau dieselbe Menge Elektronen s umgesetzt wird. Nur im Mittel
ist dieses Verhaltnis, die sog. Quantenausbeute QF = %, konstant. Daher ist nicht nur die Zahl
q der eintreffenden Photonen dem statistischen Rauschen unterworfen, sondern auch die Zahl
der ausgelosten Elektronen s. Im folgenden wird versucht, eine Relation zwischen den mittleren
Schwankungsamplituden von Ein- und Ausgang darzustellen.

Wenn die Zahl s der ausgelosten Ereignisse beim Auftreffen eines einzelnen Quants der
Wahrscheinlichkeitsverteilung w (s1) folgt, und mehrere Quanten statistisch unabhéngige Pro-
zesse auslosen (keine Totzeit- oder Sattigungseffekte), so gilt mit 57, der mittleren Zahl aus-
geloster Elektronen bei ¢ = 1 mit vernachlissigtem Untergrundsignal und der Varianz [31],
[43]:

5=351-q ; vars=(s—3) =gq-vars, + 5> varq (2.41)

51 kann dabei als mittlere Quantenausbeute interpretiert werden.

Die Verteilungsfunktion w; ist unter diesen Voraussetzungen kennzeichnend fiir den Detektor

®Das Detektorelement soll jedoch nicht zu klein sein, damit die mittlere Anzahl g = N - P > 1 bleibt.
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und beschreibt seine statistischen Eigenschaften vollstéindig. Zu deren Herleitung werden die
Wahrscheinlichkeit ¢ und zwei weitere Wahrscheinlichkeiten definiert: Die Wahrscheinlichkeit
P _1 =1 — ¢, mit der der Detektor das einfallende Quant registriert, und P,_o = &, mit der
der Detektor das Quant ,ignoriert“S. Der Index X — Y bezeichnet hierbei den Fall, dass X
Photonen auftreffen, die dabei Y Elektronen auslosen. Der allgemeine Ausdruck Pj_.o ergibt
sich aus der mehrfach wiederholten Ausfithrung von P;_g, also P_o = Plk_)o.

Gesucht ist die Wahrscheinlichkeit P#*, mit der dieser Detektor s Ausgangsereignisse anzeigt,
wenn er im Mittel von § Quanten getroffen wurde und die Verteilung der einfallenden Quanten
q durch die Poissonstatistik beschrieben wird. Zur Vereinfachung betrachten wir den Ansatz
fiir die Wahrscheinlichkeit P§**, mit der kein Ausgangssignal auftritt und P™®, mit der ein
Ausgangselektron auftritt. Analog wird mit P¢" die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreffen von
n Quanten beschrieben und analog mit P, .o die Wahrscheinlichkeit, dass keines der n Quanten
gezahlt wird. Betrachtet man die Wahrscheinlichkeit F§"*, dass also kein Signal registriert
wird, so werden die Einzelwahrscheinlichkeiten summiert, bei welcher {iberhaupt kein Photon
auftrifft (P¢™), bei welcher 1 Photon auftrifft (P{") multipliziert mit der Wahrscheinlichkeit
dass ein Photon kein Elektron auslost (P_o), bei welcher 2 Photonen auftreffen usw. Fiihrt
man diese Schritte analog fiir jede Zahl an Ausgangsereignissen s durch, so erhélt man die
diskrete Verteilung P&

%“=fﬂ+iﬁmmwzwuiﬁﬂfio
n=1

n=1

. > n ; _
P = P{™-Pia+ ) (O) I
n=2

: (2.42)
aus . n ein n—s S
P = Z s P PTG Py
(1-97)° o 0 (@""
_ . . 2.4
s! ‘ Z (n—k)! n! (243)

(A-99" ,a-en
s!
Vergleicht man dieses Ergebnis der Verteilung am Detektorausgang mit der Verteilung der

einfallenden Photonen am Detektoreingang in Gl. 2.40, so erhélt man wiederum eine Poisson-

6Die Fille, in denen ein Ereignis mehrfach gezahlt wird, also Pi_j mit k = 2,3, ---, kénnen aus Energieer-
haltungsgriinden aufler Betracht gelassen werden.
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verteilung mit Mittelwert und Varianz von Verteilung P mit

var q

s=(1—¢)g und vars=

(2.44)

_6'

Der Faktor (1 — ¢) kann im Vergleich mit Gl. 2.41] wiederum als die mittlere Einzelphotonen-

antwort (S7) interpretiert werden. Die Zahl der statistisch relevanten Ereignisse wird also um

den Faktor (1 —¢) reduziert, und das relative Rauschen am Ausgang wird um den Faktor l—ie

verstarkt.

Detection Quantum Efficiency (DQE). Wihrend bei der QE die Ein— und Ausgangssignale
in Relation gesetzt werden, werden bei der DQE die Schwankungen von Ein— und Ausgangssi-
gnal in Beziehung zueinander gesetzt.

Zunéchst fiihrt man das Signal-Rausch—Verhiltnis SNR;q = = = d(f,q fiir den Ausgang
eines idealen Detektors ein; fiir den realen Detektor gilt analog (bezogen auf den FEingang)

SNReq:ﬁzﬁy. q

sdvs®

Die DQE, definiert durch den Quotienten der beiden quadrierten Signal-Rausch—Verhéltnisse,
ergibt sich dann nach HERMANN [31]:

SNR? -1
DOE = 2o _ 2 VA4 (1 + Va_rsl) <1 (2.45)

SNR2, var s 512

Die DQE beschreibt die Abnahme der statistisch relevanten Ereignisse zwischen Ein— und
Ausgang eines Detektors und steht mit ¢ durch DQFE = 1 — ¢ in Beziehung. Aus GIl. 2.45
folgt, dass das Verhéltnis von Mittelwert und Schwankungsbreite der Einzelphotonenantwort
minimal sein soll. Bezieht man den Untergrund sp in vars = gvars; + 512var ¢ + var sg mit

ein, so erhilt man [31]:

-1
var sq var Sp
DOFE = 1+— (1 2.46
“ (( i ) ( +a(varsl+§2>)> (2.46)
-1
= DQEmax(1+ vatsp ))

g(var sy + 512

Kleine Eingangssignale von g fithren zu einem ungiinstig kleinen Wert der DQE, da sich dann
der relativ hohe Untergrund sz bemerkbar macht. Dies gilt ebenso fiir Signalwerte im Bereich
der Séttigung, da hier v gegen 0 geht.

Nur fiir den idealen Detektor gilt DQFE = 1. Fiir den realen Detektor liegt sie unter 1. Fiir

alle (Umwandlungs-) Prozesse, die einen fundamentales Rauschen beitragen, gelten die obigen
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Uberlegungen. Die gesamte DQF eines mehrstufigen Systems erhilt man mit:

N
DQE,.. = || DQEx (2.47)
k=1

2.6.4.3 Weitere Rauschbeitrige eines CCD—-Detektors.

Die oben angefiihrten Ausdriicke fiir die fundamentalen Schwankungen betreffen nur die Vorgénge
innerhalb des Halbleiterdetektor-Kristalls. Je nach Aufbau des CCD—-Detektors kommen noch

folgende statistische Beitrage zum Gesamtrauschen hinzu, siehe z.B. [15]:

e Ladungs-Transfer Rauschen. Dieses Rauschen tritt auf beim Ladungstransfer aus der
sensitiven Region in die Ausleseregister und ist stark von der jeweiligen Architektur des

Chips abhéngig.

ocre = V2 Nt - Neaker (2.48)

mit ner als Ladungstransfer—Effizienz.

e Trapping-Rauschen. Dieses Rauschen wird durch die Trapping Emissions an Grenz-
fliche und innerhalb des Festkorpers erzeugt und ist vom jeweiligen Leitungstransport

abhéngig.

or=+/M-k-T-Aq-Ngs-In2, (2.49)

wobei M die Gesamtzahl der Transferprozesse und Ngg die Gesamt-Zustandsdichte, ge-
mittelt durch Grenzfliche und Volumen, ist. A, ist die Pixelfléche.

e Rauschen des Dunkelstroms. Im Halbleiter tritt bei Temperaturen 7' > 0 K ein ther-
misch generierter Dunkelstrom auf. Dieser Strom schwankt fundamental um seinen Mit-

telwert mit:

b A
oy = et A (2.50)
e

Jg: Stromdichte des Dunkelstroms, ¢;: Integrationszeit und der Elementarladung g..

e Thermodynamisches Rauschen. Dieser Beitrag wird hervorgerufen durch die prinzi-
pielle Ungenauigkeit, mit der das Floating Gate wahrend des Umwandlungsvorgangs des
Ladungspakets in einen Spannungswert geladen ist. Dies kann durch besondere Techniken

7 reduziert werden.
k-T-Cy

OKTC — T (251)

"Durch Correlated Double Sampling [74] oder Probability Density Function [7].
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mit der Floating Gate—Kapazitat C.

e Verstiarkerrauschen des Verstarkers unmittelbar vor der Ausleseeinheit.

C? 8-kT-Af
= 4| =L 2 TS 2.52
7 Amp @ 3 9m (2:52)
mit der Eingangskapazitit Cp, der Bandbreite Af und des Eingangsleitwerts g,,.
e Quantisierungsrauschen.
L ~020-Q fallso>Y
OQuant = gﬁ Q 2 (253)

5 sonst.

mit der Grofle der Quantisierungsstufe @ [35].

2.6.4.4 Das Signal-Rausch—Verhéltnis im Gesamtsystem

Das Signal-Rausch—Verhéltnis (SNR) représentiert allgemein das Verhéltnis SNR = g von
Signal S und Rauschen o. Das gesamte statistische Rauschen errechnet sich fiir den Fall, dass

jeder Einzelbeitrag als normalverteilt angenommen werden kann, wie folgt:

ages:\/afjtag—l—ag—l—... (2.54)

Je nach Herkunft unterscheiden sich die Signal-Rauschverhéltnisse in ihren Charakteristiken
abhéngig von der Signalintensitit. Dabei unterscheidet man zwischen dem Poisson—, dem
Flicker—und dem Grund-Rauschen [35].

1. Das Poissonrauschen (auch fundamentales—, Schottky— oder Quanten—Rauschen) tritt im-
mer dann auf, wenn ein Strom durch eine Grenzfliche flieit oder an ihr entsteht (s. Abschn.
2.6.4) und ist ein Resultat der Teilchennatur von Licht und elektrischer Ladung; es zeigt das
Verhalten:

cx VS < SNRx VS (2.55)

2. Das Flicker—Rauschen (auch nicht—fundamentales Rauschen) wird nicht von fundamenta-
len Prinzipien abgeleitet, sondern kann nur empirisch festgestellt werden. Unter diesem Begriff

werden alle Schwankungserscheinungen zusammengefafit, die sich wie

ocx S < SNR = const (2.56)
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verhalten.
Typische Beispiele dafiir sind Fluktuationen in der Transmission eines Messobjektes, Inten-
sitdtsschwankungen einer Lampe durch elektrische Storungen oder mechanische Instabilitdten

in einem optischen Aufbau.

3. Das Grundrauschen ist immer mit gleicher Héhe unabhingig von der Signalintensitét

prasent (z.B. das Dunkelrauschen auf S. 30)
o =const < SNR x S (2.57)

Wiéhrend das Rauschen nach 1. durch keine Mafinahme als durch Erhohung der eingesetzten
Intensitét (leistungsstirkere Lichtquelle, Optik mit hoherem Licht—Durchsatz) reduziert werden
kann, kénnen die Rauschtypen nach 2. und 3. durch Gerdteoptimierungen reduziert werden.
Je nach Dominanz einer der Rauschtypen im Gesamtrauschen in Gleichung 2.54' unterscheidet
man zwischen einem poissonlimitierten oder nicht—poissonlimitierten System. Im poissonlimi-
tierten System sind die gerdtetechnischen Rauschquellen (Typen 2. und 3.) soweit reduziert,
dass sie sich nicht mehr oder kaum messbar auswirken gegeniiber dem Rauschen nach Typ 1.
In den in Abschnitt 2.6.4.3 auf Seite 30 aufgefithrten Rauschquellen sind all diejenigen von fun-
damentalem Charakter, in welchen unter der Wurzel ein dem FEndsignal proportionaler Faktor
auftritt: etwa das Npgrer in oorp; die iibrigen machen sich als Grundrauschen oder Flicker-
Rauschen bemerkbar. Das Rauschen eines Systems kann je nach Dominanz einer dieser Cha-
rakteristiken klassifiziert werden. Es wird allgemein bei der Entwicklung von Messystemen die

Poissonlimitierung angestrebt.
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Kapitel 3

Material, Gerate und Methoden

3.1

Ein schlechter Plan materialisiert sich selten, ein perfekter nie.

ANDRZEJ MAJEWSKI

Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Standard(bio)chemikalien stammten, sofern im folgenden nicht anders angegeben von Fa.
Fluka Neu-Ulm; Fa. Merck, Darmstadt oder Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen.

3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan (GOPTS) wurde von der Fa. Fluka, Neu-Ulm er-

worben.
Diisopropylcarbodiimid (DIC) wurde von der Fa. Fluka, Neu-Ulm erworben.

Aminodextran 260/10 (AMD), hergestellt nach PIEHLER [57], wurde von Herrn MEHNE
bereitgestellt.

Carboxymethyldextran (CMD), MW = 200000 Da und 1,4 Carboxyfunktionen / Dex-
tranbaustein, wurde von Analytik Jena AG bereitgestellt.

2-Chlor-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin-2-(6 “-amino)hexanséure (Atrazincapronsiure, ACA),

hergestellt nach WELLER [80], wurde von Herrn Dr. STEMMLER [71] iiberlassen.

Die Polyethylenglykole Diaminopolyethylenglykol DA-PEG und Dicarboxypolyethylen-
glykol DC-PEG wurden von der Firma Rapp Polymere, Tiibingen, bezogen.

(+)-Biotinhydrazid wurde von der Fa. Fluka, Neu-Ulm, bezogen.
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e Interferenzschichten, bedampft mit 9,8 nm Nb,O; und 330 nm SiO, auf Corningl737

Glassubstrat wurden von Fa. Unaxis Balzers Ltd., Liechtenstein erworben.

3.1.2 Losungen

e PBS = phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Kochsalzlosung: 8,76 ¢ (150 mmol)
NaClund 1,36 g (10 mmol) KH,PO, wurden mit bidestilliertem Wasser auf 1 | aufgefiillt
und mit 2 M KOH auf pH = 7,4 titriert.

e Piranha ist eine Mischung aus 60 Vol.-% H,SO, (96%ig) und 40 Vol.-% H,0, (30%ig).

e Hepes-Puffer besteht aus 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,005 Vol.-% Tween 20 eingestellt
auf pH =7, 4.

e Als Regenerationslosung wurde entweder eine HCl-Losung bei pH = 1,5 oder einem

modifizierten Hepes-Puffer, welcher auf pH = 1,5 eingestellt wurde.

3.2 Gerite

3.2.1 Aufbauten fiir Einzelplatz-Detektoren

e Kiivettenspektrometer Spekol 1100 (Analytik Jena AG), modifiziert nach SCHMITT [68]
mit Polymerlichtleiter (PMMA), 1 mm Durchmesser mit 1 auf 2 Faserkoppler von Mi-
croParts, Dortmund und 5 V/10 W Halogenlampe mit integriertem Reflektor (Oshino
Lamps, Niirnberg).

e Hamilton Dilutor Microlab 541C und Ventilsteuerung MVP mit 1 — 8-Wege-Ventil von
Hamilton Deutschland, Darmstadt.

e ASIA FTA und Autosampler von Ismatec, Wertheim-Mondfeld.

e ProLiquid RIfS-Temperaturregler der Firma ProLiquid, Uberlingen. Es enthiilt einen PID-
Temperaturregler Typ 2132 (K-Type). Das Heizelement besteht aus einem Heizleiter des
Materials INcAc05 mit dem AuBlendurchmesser 0.5mm. Das Stellglied ist ein Solid-State-
Relais RSDA mit Gleichspannungsansteuerung und einer Sprungantwort < 10 ms. Der
Heiztransformator hat folgende Parameter: Ringkern, 225 VA, 230 Volt, 2 x 18 Volt mit
6.25 A maximal. Der Aufbau ist Abbildung 3.5/ auf Seite 44 zu entnehmen. Um eine
korrekte Temperatur in der Messzelle zu gewéhrleisten, ist die Kallibration der Tabelle

3.2l auf Seite 44 zu beriicksichtigen.
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Abbildung 3.1: Unterseite der PDMS-Flufzelle.

e MMS-Diodenarray, Sonderserie mit Diodenarray von Hamamatsu 128 Pixel & 50 x2500 pm?,
Carl-Zeiss, Oberkochen.

3.2.2 Aufbauten fiir parallel miniaturisierte Detektoren
3.2.2.1 MiniRIfS (1. Generation)

e Siehe Diplomarbeit M. SAUER [67].

3.2.2.2 MiniRIfS (2. Generation)

e Siehe Dissertation A. JuNna [39].

e Das Filterrad hat eine minimale Umdrehungszeit von 17,72 U/s, was 2,53 s/ Filter ent-
spricht.

3.2.2.3 MiniRIfS (3. Generation)

e CCD-Kamera SensiCam, SuperVGA von der Firma PCO AG, Ser.Nr. 370 KL 1734 mit
Hardwareboard 520 KP 1758.

e Schmale Bandpass Interferenz-Filter NT43-1xx von Edmund Optics der Wellenldnge 620 nm,
656 nm, 694 nm, 730 nm, 760 nm, 800 nm, 852 nm.

e Optische Bénke, Linsen, Prismen usw. stammen von LINOS Photonics GmbH in Gottin-

gen.

e Als FluBkammer wurde aus Polydimethylsiloxan (PDMS) vom Bremer Institut fiir Ange-
wandte Strahlentechnik (BIAS) eine Zelle geformt [73]. Diese Zelle wurde im Rahmen des
BMBF-Projektes Gensensorik produziert und stand mit der Flu$kanaltiefe 100 pm bzw.
150 pm zur Verfiigung (siehe Abbildung 3.1).
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e Als Lichtquelle wurde das Standardmikroskoplampengehéduse HAL 100 mit Kollektorlinse
(Brennweite 23,2 mm), Riickspiegel, Lampenfassung und Wérmeschutzfilter (Best.-Nr.:
447217 0000 000) mit Beistellnetzteil 12 V- DC 100 W, stabilisiert (Best.-Nr.: 000000
1128 574) Halogenlampe 12 V 100 W [Sockelbezeichnung GY 6,35 bei Osram] (Best.-Nr.:
380079 9540 000) der Firma Zeiss AG in Gottingen genutzt.

e Unterschied zur 2. Generation:

— Verdrehte Spiegelachse des Referenzstrahlenganges durch Dove-Prisma (Best.-Nr.:
330045) behoben.

— Bei der 0°- (Interferenzspektrum mit einer SiO,-Dicke von 600 nm s. Abb. [3.2))
und 45°-Variante wurde der Referenzstrahlengang eliminiert. Schematisch ist der
Simplex-Aufbau in Abbildung 3.6 und der 45°-Aufbau in Abbildung 3.7 dargestellt.

— Das Filterrad ist vom Optischen Tragergeriist entkoppelt.

3.2.2.4 StereomikroskopRIfS (4. Generation)

o Als Basis dieses Gerites wurde ein Stereomikroskop (Schematischer Aufbau siehe Abbil-
dung 3.3; Quelle [13]) der Firma Leica Mikrosysteme GmbH genutzt:

— Optiktréager MZ 12,5 (Best.-Nr. 10 446 370)

Objektiv Planapochromat 0.63x (Best.-Nr. 10 447 051)
— Mikroskoptréger (Best.-Nr. 10 445 617)
— Fokussiertrieb grob/feinmanuell, Saule 300 mm (Best.-Nr. 10 447 106)
— Auflichtbasis (Best.-Nr. 10 445 631)
— Video-/Fototubus HU (Best.-Nr. 10 446 174)
— Video-/Fototubus A (Best.-Nr. 10 445 925)
— Video-/Fotoobjektiv 1.0x (Best.-Nr. 10 445 930)
— C-Mount-Adapter 1,0x (Best.-Nr. 11 541 006)
e Als Lichtquelle dienten Leuchtdioden und entsprechende Hochleistungsreflektoren der
Bauserie LXHL-Lxxx von Luxeon. Geordert wurden diese bei der Firma Diana Elec-
tronics in Waiblingen. Diese LEDs haben nach Herstellerangaben eine Breite von 15 nm.

Ermittelte Ansprechspannung und Integrationszeiten der LEDs sind in Tabelle 3.1/ ver-

merkt.
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BK7 / Nb205 10nm / SiO2 600nm / PBS - 0° MiniRIfS-Aufbau - Einzelpixel
1,6 - BK7 / Nb205 10nm / SiO2 600nm / Luft - gemessen mit Einzelplatzaufbau
4BK7 / Nb205 10nm / SiO2 600nm / Vacuum - berechnet

BK7 / Nb20O5 10nm / SiO2 600nm / PBS - berechnet

Intensitat
o
oo
1

3.5 2.5

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Wellenlange (nm)

Abbildung 3.2: Interferenzspektrum des 0° MiniRIfS-Systems der 3. Generation. Standardab-
weichung des Rauschens 4, 68 £ 1,16 %100%Signathub,1x1Pizel-
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Wellen- Leistung | Spann- Spann- Strom Integra-
linge (W] ung bei | ung [V] [mA] tionszeit
[nm] 10 mA [ms]

455 5 54V 6,8 600 6

470 5 51V 6,3 600 10

505 5 1,9V 3,5 600 13

530 5 4.4V 6,5 600 7

590 1 27V 3,3 350 52

625 1 1,7V 2,7 350 4

Tabelle 3.1: Ansprechspannung und Integrationszeit auf CCD-Chip der LEDs.

e Fiir die Lichteinkopplung wurde eine Sonderanfertigung der Firma Schott Glas (Abt.
Fibre Optics) genutzt. Es wurde direkt in einen Strahlengang des Mikroskops eingekoppelt
und kein optischer Koaxial-Anschlufl verwendet. Der genutzte Lichtleiter war ungemischt,

hatte einen Eingangsdurchmesser von 6 mm und einen Ausgangsdurchmesser von 15 mm.

e Im Vergleich zum Aufbau der 3.ten Generation wurde keine Monochromator verwendet,
weshalb die LEDs als sequentielle Lichtquelle dienten. Aus diesem Grund wurde zwischen
Lichtleitereinkopplung und LEDs ein Shutterrad angebracht, welches iiber eine Photodi-
ode die Triggerschaltung der CCD-Kamera steuert. Die Moglichkeit den Strom der LEDs
sequentiell zu schalten minimiert zwar den mechanischen Aufwand, sorgt aber optisch fiir
eine Rotverschiebung der LEDs im Laufe der Zeit. Dies liegt an der thermischen Gleichge-
wichtseinstellung der LEDs. Da eine spektrale Stabilitéit einer mechanischen vorzuziehen

ist, wurde das Shutterrad installiert.

3.2.3 Laborgerite

e Verschiedene Kolbenhubpipetten von Eppendorf, Hamburg.

o pH-Meter CG 843 von Schott, Mainz.
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Stereomikroskops.
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Gemessen mit Spekol an Luft

—— Spekol (330)

----- Simulation (330)

—— Spekol (600)

fffff Simulation (600)
Stereomikroskop (600)

1,0

Intensitat

0,5 ‘
- \ PN
’ ' \ N ’
)

|
600
Wellenlange (nm)

Abbildung 3.4: Interferenzspektrum des Stereomikroskop-Systems der 4. Generation. Standard-
abweichung des Rauschens 1,84 % 1,10 %100%signathub,1x1Pizel-
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3.3 Methoden

3.3.1 Modifikation von Glastypoberflichen

In dieser Arbeit wurden Transducer mit AMD-, CMD-, DA-PEG- und CMD/DA-PEG-Schichten

sowie biotinylierte Varianten genutzt, welche nach folgenden Protokollen hergestellt wurden:
1. Reinigung und Aktivierung der SiO,-Oberfliche

e Die Transducer werden 1 min in 6 N NaOH (oder KOH) eingelegt und anschliefend
mit bidestilliertem Wasser abgespiilt.

e Die Transducerchips werden im Anschluss 15 min mit frisch hergestelltem Piranha
im Ultraschallbad behandelt, mit bidestilliertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff

trockengeblasen.
2. Silanisierung (wasserfrei)

e In einer leeren, trockenen Glaskammer werden auf einen mit Piranha aktivierten,
trockenen Transducer 15 uL, GOPTS pipettiert und mit einem zweiten Chip abge-
deckt (,,Sandwich—Technik”).

e Nach einer Stunde Inkubationszeit in verschlossener Kammer werden die Transdu-
cerchips gut mit trockenem Aceton (Wassergehalt < 0,1 %) abgespiilt, wobei auf
Riickstdande von GOPTS geachtet werden muss und wegen Luftfeuchtigkeit ziigig

weiterverarbeitet werden sollte.
3. Umsetzung mit Polymer

e AMD: Auf ein mit GOPTS silanisiertem Transducerchip werden 15 — 20 pl Ami-
nodextranlosung (10 mg AMD in 20 pl bidestilliertem Wasser) gegeben und wie bei
der Silanisierung mit einem zweiten Transducerchip abgedeckt. Nach stehenlassen
iitber Nacht in einer mit Wasserdampf geséttigtem Kammer werden die Transducer

griindlich mit bidestilliertem Wasser abgespiilt.

e CMD: Die Chips wurden mit unterschiedlich konzentrierten CMD-Losungen umge-
setzt. Die verwendeten Verdiinnungen entsprachen 1 : x mit x = 3, 5 und 10, d.h. 1
mg CMD in z pL bidestilliertem Wasser. Auf die silanisierten Transducer wurde 20
pL der jeweiligen CMD-Losung pipettiert und wie bei der Silanisierung mit einem
zweiten Chip abgedeckt. Nach Inkubationszeit von drei Stunden bzw. iiber Nacht in
einer mit Wasserdampf gesittigten Kammer wurden die Transducerchips griindlich

mit bidestilliertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff trockengeblasen.
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e DA-PEG: In einer offenen Schale wurde auf einen vorher mit GOPTS silanisierten
Chip 20 pL einer DA-PEG-Losung (4 mg DA-PEG in 1 mL Dichlormethan) pipet-
tiert und anschlieend in einen 70 °C warmen Ofen gegeben. Nach Inkubationszeit
iiber Nacht wurden die Transducer griindlich mit bidestilliertem Wasser abgespiilt

und mit Stickstoff getrocknet.
4. Umfunktionalisierung des Polymers

e Um aminofunktionalisierte Verbindungen zu immobilisieren, mufl man die Amino-
funktionen der Polymer-Schicht umfunktionalisieren. Dazu wird ein Transducerchip
mit einer GA-Losung (2 mg Glutarsdureanhydrid in 1 pl trockenem DMF) betropft,
ein zweites Plédttchen als Sandwich dazugegeben und mind. 6 A in einer mit DMF

gesittigtem Glaskammer stehen gelassen.

e Nach Spiilen der Plattchen mit DMF und bidestilliertem Wasser werden die trockenen
Transducer mit einer NHS/DIC- Losung (15 mg NHS in 100 pl trockenem DMF und
30 pl DIC) nach Sandwich-Verfahren umgesetzt.

e Nach mindestens 4 h in einer DMF-Dampf gesédttigten Kammer werden die Trans-
ducer mit trockenem DMF, trockenem Aceton abgespiilt, im N,-Strom getrocknet

und ziigig weiterverarbeitet, jedoch ohne DIC.
5. Oligonukleotid-Anbindung

e Zur Probenvorbereitung wird DNA (25mer) der Konzentration 2 mg/mL in Wasser
gelost. Mit Carboxyl-Funktionen versehene Oberflache ist zu diesem Zeitpunkt ak-
tiviert mit NHS/DIC. Eine Pipette ist gespiilt und sauber. Die Mikrodrop-Anlage
nach STEMMLER [71] hat eine eingestellte Temperatur von 40 °C. Das von ihm er-
stellte TestPoint-Programm wird gestartet und die Parameter x=-11000; y=-600
eingestellt, wobei bei den 13 x 13 mm? Transducern x=-10900, y=+400 eingestellt
wird. Die z-Achse wird manuell so weit bewegt, das die Pipette ca. 1 mm iiber dem
Glas schwebt (z ca. 3000). Fiir Mikroskop-Slides ist x=-17500, y=421000, z=3000

optimal, um dort einen Spot in die Mitte zu setzen.

e Zur Beschichten werden ca. 5 L in die Pipette aufgezogen und nach ccp-Form ge-

tropft.

e Zum Aufbewahren nach DNA-Beschichtung kénnen die Plattchen direkt eingefroren

werden, bis sie benttigt werden.

6. Biotinylierung
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e Aktivierung der Oberfliche: Auf einen Transducer mit carboxyfunktionalisier-
ter Oberflache wurden in einer mit DMF-Dampf geséttigten Kammer 10 pL einer
Losung von NHS/DIC in trockenem DMF (7,5 mg NHS und 12,6 pL DIC in 37,4 uL
DMF [Wassergehalt < 0,1 %]) pipettiert und ein zweiter Chip als Sandwich darauf-
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von mindestens vier Stunden wurden die Chips
mit trockenem DMF und trockenem Aceton gespiilt, mit Stickstoff trockengeblasen

und ziigig weiterverarbeitet.

e Umsetzung mit Biotinhydrazid: In einer mit DMSO-Dampf geséittigten Kam-
mer wurden 10 pL einer Biotinhydrazid/DMSO-Suspension (1 mg Biotinhydrazid
in 10 uL DMSO) auf einen aktivierten Transducer gegeben und mit einem weite-
ren abgedeckt. Nach Reaktion iiber Nacht folgte die Spiilung der Transducer mit

bidestilliertem Wasser und die Trocknung im Ny-Strom.
7. Schichtsystem DA-PEG/CMD

e Auf einen mit DA-PEG beschichteten Transducer wurden in einer mit Wasserdampf
gesattigten Kammer 15 pL einer CMD-Losung (Verdiinnungen 1:5) pipettiert und
anschliefend auf den Tropfen eine Spatelspitze EDC zur Aktivierung der Carboxyl-

funktionen des Dextrans gegeben.

e Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Transducer mit bidestilliertem Wasser ab-

gespiilt und mit Stickstoff trockengeblasen.

3.3.2 Reflektometrische Interferenzspektroskopie
3.3.2.1 Aufbau Einzelplatzgerit

Schematisch ist der Aufbau eines temperierten RIfS-Systems in Abbildung 3.5 dargestellt. Der
Temperaturfiithler misst die Temperatur der RIfS-Zelle an der Flufizellenriickwand, welche durch
die Heizspule auf Soll-Temperatur gebracht wird. Durch den bstand zwischen Flukanal und
Temperaturfiithler miissen die Temperaturwerte wie in Tabelle [3.2 entsprechend korrigiert wer-

den. Der weitere apparative Aufbau ist C. HANEL [33] zu entnehmen.

3.3.2.2 Aufbau paralleles Geriit

Der MiniRIfS-Aufbau (Simplex) ist schematisch in Abbildung/3.6/dargestellt. Bei dieser Appara-
tur wurde darauf geachtet, alle moglichen Storeinfliisse durch zusétzliche optische Komponenten
zu vermeiden, weshalb sie mit der minimal nétigen Anzahl optischer Bauteile realisiert wurde.

Deshalb war es notig, das RIfS-Schichtsystem unter dem Einfallswinkel von 0° zu nutzen, da
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Soll °C | Ist °C
30 30
40 40,7
20 51,2
60 61,5

Tabelle 3.2: Kalibration der zweiseitigen Peek-Zelle.

Lichtleiter

Durchflu3zelle — |

Temperaturfiihler

=
=

JD“{

[

Glycerin
Glastrager

Silikondichtung

RISS. Heizspule

Regler

Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau zur Durchfithrung von RIfS am Einzelplatz in einem
FluBsystem.
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Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau des Simplex-RIfS-Gerites (0°-MiniRIfS).
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Abbildung 3.7: Schematischer Aufbau des 45°-MiniRIfS-Gerétes.

ein anderer Einfallswinkel mindestens zwei Spiegel und ein Prisma mehr erfordern wiirde.

Der MiniRIfS-Aufbau der 3.ten Generation ist schematisch in Abbildung 3.7 dargestellt. Die
Unflexibilitit der Screening-Auswertesoftware erlaubte keine Anderung der Referenzbildan-
ordnung, weshalb eine korrekte Referenzierung nach Aufbau von Herrn JUNG eine Drehung des
Referenzbildes erforderte. Ohne diese fehlt eine Drehung im Referenzstrahlengang, weshalb ein
Dove-Prisma in den Strahlengang eingebracht wurde. Weitere Informationen zu den jeweiligen

Referenzierungsstrategien der MiniRIfS-Aufbauten sind dem Abschnitt 4.2.3/ zu entnehmen.
Die optischen Komponenten eines parallelen Aufbaus sind systematisch durch den Zusammen-

hang in Abbildung 3.8 verbunden. Eine genaue Erlduterung dieser Skizze folgt in Kapitel 4
(Seite 52)).
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Abbildung 3.8: Schematischer Zusammenhang zwischen Anteil der Nachweisgrenze der Messap-
paratur und der Datenverarbeitungsreihenfolge
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_____________________________

M

Abbildung 3.9: Teilstrahlen der Reflexion, welche das Interferenzspektrum erzeugen.

3.3.2.3 Messung

Zur Spektrenerfassung und zur Ansteuerung der FlieBinjektionsanalyse (FTA) bzw. des Dilutors
wurde das Programm Measure von KRAUS [4()] verwendet. Als iiblichen Zeitabstand zwischen
den MeBpunkten wurde 5 s, als Integrationszeit 90 % der Sattigung des Detektors gewahlt. Zur
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses wurden je nach Integrationszeit jeweils so viele

Spektren aufsummiert, wie in 90 % dieses Zeitintervalls moglich war.

3.3.2.4 Auswertung

Die Interferenzspektren (aufgenommen am Einzelplatz) Ik () wurden aus den Reflexionsspek-
tren I(\) (Abbildung3.9) durch Korrektur mit dem Dunkelsignal I (\) und dem Referenzsignal

Ir(\) ermittelt:
_ 1) = IV
~ Ir(N) = Iz(N)

Die korrigierten Spektren wurden mit dem Programm Ifz von BRECHT [11] und Kraus [40]

Ik(A) (3.1)

ausgewertet. Ifz fiihrt eine Parabelanpassung an ein ausgewéhltes Extremum durch. Bei allen
Einzelplatzmessungen wurde das Minimum der Ordnung m = 1.5 herangezogen und aus der
Lage dieses Extremums durch Multiplikation mit dem Faktor 0.75 aus Gleichung 2.21/ die op-
tische Schichtdicke der Interferenzschicht berechnet.

Bei Interferenzspektren (aufgenommen am miniaturisierten parallelen System) wird oft nur der
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Quotient gebildet:

_ I
~ Ir(N)
Grund dafiir ist der geringe Wert des Dunkelrauschen, der bei ca. 1 % der Kameradynamik liegt
(siehe auch Abb.4.3). Durch die Quotientenbildung entsteht dadurch ein relative Verschiebung

des Interferenzsignal um + 2 %. Da bei den zeitabhingigen Messungen jedoch der Fehler in der

Ik (X)

(3.2)

Zeitskala von entscheidender Bedeutung ist, spielt die Beriicksichtigung des Dunkelrauschens

eine untergeordnete Bedeutung bei der Interferenzspektrenberechnung.

3.3.3 Protokoll der Auswertung der Affinitidtskonstanten von Hy-

bridisierungsreaktionen

Zur Auswertung der Affinitédtskontanten benétigt man die Kriimmung der Assoziation- bzw.
Dissoziationskurve. Die Belegung ist von Transducer zu Transducer unterschiedlich und nimmt
nach der Regeneration mit HCl ab. Um die Kurven trotz verschiedener Belegung vergleichen

zu konnen, wurden die Spektren auf 100 % Belegung normiert.

1. Probenvorbereitung fiir Messung: Konzentrationsreihe erstellen durch Verdiinnung einer
Loésung von 10 pl/ml um ein zehnfaches bis zu einer Losung von 1 ng/ml. Zu jeder Probe
mit 250 pl muB eine Probe der Konzentration 10 pl/ml mit 250 ul vorhanden sein, damit
man die Schichtbelegungsabnahme herausreferenzieren kann. Als Nebeneffekt kann man

aus diesen Daten noch die zeitliche Abnahme der Belegung auswerten.
2. Messung und Erstellung des Diagramms 3.10.

3. Anpassung von Funktionen an Messkurven: k., und k; werden iiber Anpassungs-Funk-

tionen aus der Kriimmung der Assoziationskurven bestimmt.

4. Auftragung der Ergebnisse und Berechnung von K: Trégt man die Ratenkonstante gegen
die Konzentration auf nach k., = k,[S]o + k4, so erhélt man aus der Steigung k, und
aus dem Achsenabschnitt k; (2. Moglichkeit kg zu bestimmen, jedoch ungenauer, das
Achsenabschnitt stéirker schwankt als Steigung, also k,). Nun kann man mit K = k,/k,

die Affinitatskonstante ausrechnen.

3.3.4 Auswertealgorithmus der parallelen Bilddaten

Zur Datenverarbeitung der Bilddaten wurden diverse Java-Klassen genutzt (siche beigelegte
CD), die verschiedene Referenzierungsstategien und Datenformate (ASCII, JPG, BMP) ver-

arbeiten konnten. Im folgenden wird mit Java- und Pseudo-Code die Routine erlautert. Zur
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100% Schichtdickenbelegung

Schichtdickenanderung [nm]
o

o

|

Zeit [min]

Abbildung 3.10: Beispielhafte Bindungskurve auf 100 % Schichtdickenbelegung normiert.
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Datenauswertung der Interferenzspektren wurde die Schnittstelle JMatLink [38] verwendet, die
es ermoglicht mittels Java [36] auf MatLab [45] zuzugreifen. Die Bildauswertung ist analog nach
ROTHMUND ([64], Abschnitt 3.2.6.3, Seite 70) realisiert.

// Definition der Spot- und Referenz-Koordinaten,
// der Spotanzahl und der Spotgrofe

int x.spot;

int y.spot;

int x.referenz;

int y.referenz;

// Definition (der Anzahl) der Wellenl&ngen

int wellenléangen;

// Einlesen der Bilddaten in Java

spektren = load();

// Initialisierung der Matlab-Schnittstelle
int engineNumber = O;
JMatLink matlab = new JMatLink();

engineNumber = matlab.engOpenSingleUse();

for (int i=0; i<spotanzahl; i++){

for (int ii=0; ii<zeitpunkte; ii++){
spektrum = spektren[i] [ii];

// Ubergabe des ausgewdhlten Spektrums an Position i, ii

matlab.engPutArray(engineNumber, "spektrum", spektrum);

// Beschreibung des MatLab-Algorithmus im Pseudo-Code

ispektrum = InterpolationSpektrum(spektrum);

wspektrum = UmrechnungWellenzahl (ispektrum) ;

extrema = Polynomanpassung(wspektrum) ;

ordnung = BestimmungOrdnungCosFunktion(wspektrum) ;

// Ubergabe der Werte an Java durch Schnittstelle
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ordung = matlab.engGetScalar(engineNumber, "ordnung");

extrema = matlab.engGetScalar(engineNumber, "extrema");

// Ausgabe der Optischen Schichtdicken pro Zeitpunkt in Datei

save();
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Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

Der Mut, iiber Zusammenhénge zu reden, die man nicht vollstdndig kennt, {iber
Tatsachen zu berichten, die man nicht vollstdndig beobachtet hat, Vorgéinge zu
schildern, iiber die man nicht ganz Zuverléassiges wissen kann, kurz: Dinge zu sagen,
von denen sich hochstens beweisen lédsst, dass sie falsch sind - dieser Mut ist die

Voraussetzung aller Produktivitét ...
EGON FRIEDELL

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.2}, S. 2)) bereits erwéhnt, wird in dieser Arbeit versucht das ge-
samte parallele Detektionssystem zu analysieren. Die Systemeigenschaften werden durch signa-
lerzeugende, signalumwandelnde, signalmessende (siehe Kapitel [3.2) und durch signalverarbei-
tende (siehe Kapitel 3.3) Elemente bestimmt. Die folgenden Kapitel sind nach der analytischen
Erkenntnis geordnet, wie im Methodenteil (Kapitel 13.3.2.2, S. 43) beschrieben. Im folgenden
wird erlautert, welches Element der Detektionseinheit welche Informationstiefe beinhaltet. Als
Informationstriger dienen dem analytischen Signal die Sonden der spektroskopischen Metho-
de (Licht), die Elektronen (CCD, A/D-Wandler) und der daraus erzeugte Datenstrom (Bild-,
Spektren-, Affinitdtsinformationen).

Die wichtigste Information der molekularen Wechselwirkung steckt in der Wechselwirkung an
sich. Diese entzieht sich jedoch dem Auge des Betrachters, weshalb mit Hilfe des Detektionsy-
stems vielerlei Umwandlungen stattfinden, bis diese Wechselwirkung erfasst werden kann. Die
erste Detektion der Wechselwirkung findet durch die CCD-Kamera statt, weil diese die spek-
troskopischen Sonden erfasst. Insofern ist die CCD-Kamera unser erstes Fenster, das uns den
Blick auf die Wechselwirkung ermoglicht. In den erfassten Bilddaten der CCD-Kamera sind alle
Informationen der Wechselwirkung, der Lampe, der Optik, usw. enthalten (Abschnitt 4.1, S.
54). Nun gilt es aus diesen die relevanten Informationen herauszuarbeiten, um zu einer analy-

tischen Erkenntnis zu gelangen. Die Informationstiefe ist bei der CCD-Kamera am grofiten, da
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hier die Umwandlung aller Sonden- in Ladungsinformationen stattfindet.

Da die Sonden von der Lichtquelle (Abschnitt 4.2, S. 61) ausgesendet werden und die gan-
ze Detektionseinheit durchlaufen, hat die Lichtquelle einen nicht unerheblichen Einfluss an
der Gesamtinformation. Aus diesem Grund steht die Lampe an zweiter Stelle, denn wenn die
Lampeninformation nicht aus der Gesamtinformation entfernt wird, so verschwinden die Wech-
selwirkungsinformationen unter dem Lampensignal.

Drittens beeinflusst alles zwischen Lampe und Detektor das Gesamtsignal. In all diesen In-
formationen ist die Wechselwirkungsinformation enthalten. Wenn die Kamera- und die Lam-
peninformation aus der Gesamtinformation entfernt sind, ist die iibrige enthaltene Information
die des optischen Aufbaus inklusive der spektralen Information (Abschnitt 4.3, S. [71) und der
Auswertung (Abschnitt [4.3.3.3, S. 83)). Da das Informationspaket des optischen Aufbaus zum
Zeitpunkt dieser Arbeit den groBten EinfluB auf die Extraktion der Wechselwirkungsinforma-
tion hatte, sollte das wichtigste Anliegen zukiinftiger Arbeiten sein, genau diese Information
wissenschaftlich kritisch zu untersuchen.

Sind alle vorhergehenden Elemente aus der Gesamtinformation entfernt, so bleibt das iibrig
was das Ziel der gesamten Arbeit ist, ndmlich die Information tiber (bio)molekulare Wechsel-
wirkungen an sich (Abschnitt 4.4, S. [115)).
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4.1 Detektor

4.1.1 Kontrast vs. Detektivitit

Bei herkémmlichen CCD-Detektoren liegt die Aufmerksambkeit oft bei hoherer lateraler Auflosung.
Die Auflosung ist ein Maf fiir die vertikale und horizontale Dichte eines digitalen Bildes. Das
Maf wird in Bildpunkten bzw. Pixel angegeben. Je hoher die Auflésung fiir ein Bild ist, desto
besser ist dessen optischer Eindruck. Der Trend der CCD-Entwicklung ist Miniaturisierung und
Detektivitdtssteigerung, so dass sich einzelne Photonen nachweisen lassen, jedoch sinkt dadurch
der Kontrast der Kamera. Analog zum chemischen Photofilm geht mit steigender Empfindlich-
keit? die Auflssung des Films zuriick, da die lichtempfindlichen Kristalle immer grofer werden
und am Ende als sogenanntes Korn auch auf dem Foto sichtbar werden kénnen. Hoher emp-
findliche Filme haben eine schlechtere Farbtreue und Einbuflen beim Kontrastumfang. Fluores-
zenzbasierte Messmethoden haben den Vorteil, dass die Sensoren einee hohe Detektivitdt und
damit geringe Nachweisgrenze besitzen, was ihre Parallelisierung und Miniaturisierung [53] er-
laubt. Aus diesem Grund wird bei CCD-Herstellern und Biosensor-Anwendern bei CCDs nach
groflerer Detektivitit gestrebt.

Jedoch benoétigen gerade die markierungsfreien Methoden wie SPR oder RIfS nicht in erster
Linie eine geringe Photonen-Nachweisgrenze, sondern einen grofien dynamischen Bereich. Bis
zur 3. Generation des parallelen RIfS-Sensors wurde filschlicherweise davon ausgegangen, dass
mit der Verbesserung der CCD-Detektivitdt (nicht Empfindlichkeit) auch eine Verbesserung
der biomolekularen Nachweisgrenze (Empfindlichkeit) einhergeht. Wie bereits im theoretische
Teil dieser Arbeit (Abschnitt 2.6.4.4, S.31)) erldutert und im folgenden Abschnitt begriindet, ist
der CCD-Detektor poisson-limitiert, was zur Folge hat, dass der Kontrast einer CCD Kamera

von entscheidender Bedeutung fiir RIfS ist.

Fazit:

e Der Kontrast einer CCD-Kamera ist bei RIfS-Messungen von hoherer Bedeutung als die
Detektivitét.

4.1.2 Vergleich verschiedener CCD-Detektoren

Eine Analyse der Daten von CCD-Chips verschiedener Hersteller zeigt den linearen Zusam-

menhang zwischen der Elektronenkapazitit pro Pixel und der Pixelfliche (Abbildung 4.1). Er

INach der IUPAC ist die Detektivitit eines Sensors durch D = -SpektraleBmpfindlichkeit o6 pjert  Allgemein
normierte Rauschspannung

wird nach der ISO 12232 in der Photographie, also bei Photofilmen und CCD-Detektoren, aus historischen
Griinden aber von Empfindlichkeit gesprochen. Fiir die Empfindlichkeit eines Sensors gilt nach der IUPAC

jedoch E = Signaldnderung In dieser Arbeit werden die Definitionen der TUPAC genutzt.

Konzentrationsanderung ®
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Abbildung 4.1: Abhéangigkeit der Elektronenkapazitit eines Pixels von seiner physikalischen
Fléche.

liegt bei ca. 600 & 50 Elektronen/um?. Die maximal groBte Pixelfliche ist 26 x 26 um? auf
einem ,, Back Illuminated Chip“ der Firma Jobin-Yvon. Um so gréfler die Fldache eines Chips,
desto grofler die Elektronenkapazitiat. Im folgenden wurde eine Abschétzung gemacht, welche
CCD-Kamera am besten fiir das parallele RIfS-Setup geeignet ist. Vorab wurde in einem ein-
fachen Modell abgeschétzt, welche Verbesserung durch eine CCD-Kamera im Vergleich zur
vorliegenden CCD-Kamera erreicht werden kann, indem die Breite der Poisson-Verteilung der
Elektronen miteinander verglichen wurden. Dieser Wert ldsst sich aus der Full Well Capacity
des Einzelpixels eines CCD-Detektors berechnen. Diese Abschéitzung ist in Tabelle [4.1 darge-
stellt.

Die Poisson-Verteilung eines Signals ist unabhéngig von der Integrationszeit der CCD-Kamera

(Abbildung 4.2; die Erzeugung von Elektronen durch Photonen im Pixel ist ein Zufallsprozess).
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FullWellCapacity | FramesPerSecond

1 10 100 625 1000 10000 100000

10000 | - 1 2 6 7 22 71
20000 | - 1 3 8 10 32 100
30000 | - 1 4 10 12 39 122
40000 | - I 4 11 14 45 141
50000 | 7 2 5 13 16 50 158
60000 | 1 2 5 1 17 55 173
70000 | 1 2 6 15 19 59 187
80000 | 1 2 6 16 20 63 200
90000 | 1 2 7 17 21 67 212
100000 | 1 2 7 18 22 71 224
150000 | 17 3 9 22 27 87 274
200000 | 1 & 10 25 32 100 316
250000 |1 4 11 28 35 112 354
300000 |1 4 12 31 39 122 387
350000 | 1 4 18 33 42 132 418
400000 | 1 4 14 35 45 141 447
450000 | 2 5 15 38 A7 150 474
500000 | 2 5 16 40 50 158 500
550000 | 2 5 17 41 52 166 524
600000 | 2 5 17 43 55 173 548
650000 | 2 6 18 45 57 180 570
700000 | 2 6 19 47 59 187 592

Tabelle 4.1: Verbesserung der Poisson-Verteilung durch CCD-Chips im Vergleich zur SVGA
PCO Kamera ( 25000 FWC; 8 FPS). Technisch existierende CCDs sind kursiv dargestellt.
Getestete CCDs sind fett gedruckt.
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Der kleine Anteil des Flicker-Rauschens kann nicht von fundamentalen Prinzipien abgeleitet
werden, sondern nur empirisch festgestellt werden. Typische Beispiele dafiir sind Fluktuationen
in der Transmission eines Messobjektes, Intensitatsschwankungen einer Lampe durch elektrische

Storungen oder mechanische Instabilitéiten eines optischen Aufbaus, d.h. nur durch Referenzie-
1
29
so kann dies z.B. auf zu geringe Dynamik der Kamera [bit] zuriickgefithrt werden [ROTHMUND
[64], S. 133]. Dies ist bei der PCO-Kamera nicht der Fall. Dezibel® gibt das Verhéltnis zweier

GroBen logarithmiert in einer uneigentlichen Einheit an. Eine Aufsummierung von Pixeln in

rung kann dieser kleine Anteil eliminiert werden. Liegen die ermittelten Daten iiber m =

einem Bild bringt zwar eine statistische Verbesserung, limitiert jedoch die ¢rtliche Auflésung.
Eine Aufsummierung von Einzelpixeln iiber mehrere Bilder (siche Spalten der Tabelle 4.1)
bringt des Weiteren eine statistische Verbesserung, limitiert jedoch die zeitliche Auflésung mit
der dynamische Phénomene beobachtet werden konnen. Technisch ist diese Verbesserung durch
die Framerate der CCD-Kamera beschréankt. In Tabelle 4.1/ liegt der nicht-kursive Bereich jen-
seits des technischen Horizonts von CCDs. Momentan existieren nach aktuellen Datanbléttern
nur Kameras oberhalb dieses Bereiches.

Zu Vergleichsmessungen wurden zwei am Markt erhiéltliche Detektoren getestet, die jeweils in
einem Kriterium iiber hervorragende Spezifikationen verfiigen. Die Gerédte wurden freundlicher-
weise von dem Firmen L.O.T.-Oriel GmbH & Co. KG, Darmstadt und ProPhysics AG, Oerlikon
zur Verfiigung gestellt:

e Spektrograph von LOT; gekoppelt mit einem 2-dimensionalen Diodenarray
(Spezifikation Datenpunkte und FWC): Die Dioden hatten eine Full Well Capacity
von 700.000 Elektronen und es konnten pro Arrayzeile 100 Wellenldngen aufgenommen
werden. Diese Dioden sollte aufgrund der hohen FWC ein geringeres Poisson-Rauschen er-
zeugen und auflerdem sollten die Interferenzspektren mit 100 Dioden genauer auswertbar
sein als beim Standardaufbau mit 7 Filtern (= 7 Wellenldngen) pro Interferenzspektrum
(Faktor 6; siche Tabelle 4.1} unten links).

e HiSpeed-CCD-Kamera von ProPhysics (Spezifikation Geschwindigkeitsfaktor):.
Sie konnte 2.000 Bilder pro Sekunde aufnehmen und ihre Full Well Capacity betrug
80.000 Elektronen. Durch die Aufsummierung von 2000 Frames (Messzeit eine Sekun-
de) sollte eine signifikante Reduzierung des Poisson- Rauschen moglich sein (Faktor 20),
da durch die Summe der Bilder einen schérferer Mittelwert erhéltlich ist (siche Tabelle
4.1; Mitte rechts).

2Das Dezibel (Einheitenzeichen: dB) ist der zehnte Teil eines Bels (benannt nach Alexander Graham Bell).
Es findet Verwendung in der Akustik (z.B.: Schalldruckpegel), der Hochfrequenztechnik als Teil der Nachrichten-
technik, der Nachrichtentechnik (z.B.: SN R) und der Automatisierungstechnik. Mit ihm lassen sich Signalpegel,
Verstéarkungen, Dampfungen, ... vergleichen.
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Beide Gerate erreichten nicht die erwarteten theoretischen Grenzen:

e Beim LOT-Spektrographen hatte das Signal trotz maximaler FWC ein Spektrenrauschen
von fast einem Prozent (der Poisson-Anteil betrug nur 0, 12 %). Daraus 1a3t sich schliefen,
dass bei diesem Gerét nicht das Quantenrauschen, sondern andere Rausch-Faktoren, wie.

z.B. Dunkelrauschen dominierend und damit limitierend sind.

e Die HCC-Kamera von ProPhysics kann zwar sehr viele Bilder pro Zeiteinheit aufneh-
men (2000 Bilder pro Sekunde mit 256 x 1024 Pizel Auflésung entsprachen 512 M B
Daten pro Sekunde), war jedoch durch den schnellen A/D-Wandler auf 8 bit Dyna-
mik beschriankt. Daraus 148t sich schliefen, dass das Quantisierungsrauschen des A/D-
Wandlers allein 0,4 % zum Signalrauschen beitragt. Wird das Intensitidtsrauschen der
aufgenommenen Bilder in Abhéngigkeit der Kantenlénge eines Auswertefeldes (Spot) dar-
gestellt (siehe im Vgl. Abbildung 4.13, S.66)), so erreicht diese Kamera minimal ein Inten-
sitatsrauschen von 0,02 %. Dies entspricht nur annéhernd den theoretischen Erwartungen
aus Tabelle 4.1, Trotz der Verbesserung um den Faktor 2 im Vergleich zur PCO-Kamera,
ist diese Kamera aber ungeeignet, da sie fiir eine Sekunde Messzeit anschlielend trotz
modernster Ubertragungstechnik (FireWire) zehn Minuten Dateniibertragungszeit zum
PC benotigt und die Auswertung dieser Datenmenge ebenfalls betréchtlich mehr Zeit in

Anspruch nimmt.

Abgesehen von den hier erwdhnten High-End-Detektoren wurden noch eine WebCam von Phi-
lips, eine Digitalkamera der universitdren Medienabteilung und die bei ROTHMUND erwahnt
8-bit Dalsa-Kamera vermessen. Die erhaltenen Ergebnisse erlauben es jedoch bei weitem nicht,

diese CCDs fiir eine analytische Anwendung zu nutzen. Sie werden daher nicht weiter erlautert.

Wie in Abbildung 4.3/ und 4.4 dargestellt, betragt das Dunkelrauschen der SuperVGA-Kamera
von PCO nur 0,05 % (2-3 Counts). Da das Quantenrauschen der PCO einen errechneten Wert
von 0,63 % hat, liegt des Dunkelrauschen eine Grofienordnung unter dem Quantenrauschen,
wodurch das Dunkelrauschen keinen Einflul auf das Signalrauschen beitrigt. Rechnerisch 148t
sich das thermale Dunkelrauschen durch ZMUIDZINAS [85] beschreiben.
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Fazit:
e Entscheidend fiir eine CCD-Kamera, die fiir RIfS geeignet ist, ist die Elektronenkapazitét

(FWC), die Bildmessrate (F'PS) und die Dynamik (bit) der Kamera. Je hoher diese
Werte, desto besser der Detektor.

Sowohl die HCC-Kamera, als auch der Spektrograph versprechen theoretisch eine geringe-
res Rauschen. Die in einem Fall praktisch erzielte Verbesserung rechtfertigt jedoch nicht

die zusatzlichen Kosten.

Die PCO Kamera hat ein Dunkelrauschen, das eine Groflienordnung unter dem Quanten-
rauschen liegt. Fiir ungekiihlte System, wie z.B. den Spektrograph, kann das Dunkelrau-

schen hoher sein.

Das Quantenrauschen ist limitierend fiir alle CCD-Detektoren. Verbesserungen sind ma-
ximal noch iiber Laser MARTE [44] moglich. Sowohl das Quantenrauschen [35], als auch

das Dunkelstromrauschen [85] lassen sich theoretisch berechnen.
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4.2 Lichtquelle

4.2.1 Helligkeit

Wie bereits in Kapitel 4.1.2/ erwéhnt ist die Poisson-Verteilung eines Pixels unabhingig von
der Intensitét, also der Helligkeit einer Lampe. Werden die Kamerabilder bei unterschiedlicher
Lampenbhelligkeit dargestellt, bis die volle Kameraynamik erreicht ist, so ist kein Unterschied in
den Kamerafehlern (Abbildung 4.5) ersichtlich. Da die Bildausleuchtung fiir dieses Experiment
so gewdhlt wurde, dass in der Mitte die Kamera voll ausgeleuchtet wird und im Randbereich
keine Photonen auf den Detektor fallen, hat der Fehler die Verteilung. Der in Abbildung 4.5
aufgetragene Bildfehler ist fiir alle Helligkeiten identisch. Daraus folgt, dass die Lampe ihre
Charakteristik nicht nennenswert dndert in Abhéngigkeit des Stroms. Es ist keine Kreuzkorre-
lation messbar, da das Bild um Null schwankt, wie Abbildung 4.6 zeigt. Dazu wurden jeweils
zwei nebeneinanderliegende Pixel des Bildes ausgew#hlt und diese zeitlich beobachtet. SAUER
zog in seiner Diplomarbeit den Schluss, dass eine 1 % Intensitatsschwankung normal und limi-
tierend fiir eine Halogenlampe sei. Unter Beriicksichtigung der Quantenlimitierung und einem
Detektor mit einer FWC von ca. 10000 errechnet sich ein Fehler von 1 %. Es deutet alles dar-
auf hin, dass der Fehler allein durch die CCD verursacht wird, da sich der Fehler weder durch
die Lampenintensitit, noch durch verschiedene Lampen verdndert. Alternativ wurde an das
parallele System eine Lampe des Spekol-Systems angebracht und diverse Lampen von Osram
getestet (50-100 W, matt-klar).

Fazit:

e Die Lampenhelligkeit hat keinen Einflufl auf das Bildrauschen. Es ist keine Korrelation

zwischen Lampenhelligkeit und Bildrauschen messbar.

4.2.2 Zeitliche und Ortliche Schwankungen
4.2.2.1 Zeitliche Schwankung

Zeitliche Faktoren kénnen Netzfrequenzen, thermische Schwankungen der Lampe oder der
CCD-Kamera, und &hnliches sein. Bestimmt wird dieser Faktor durch die sogenannte Kreuzkor-
relation (siehe Abschnitt 2.6.2, S.23), welche die Gemeinsamkeiten in der Zeit von zwei ortlich
getrennten Pixeln ermittelt. Korrelieren z.B. zwei nebeneinander liegende Pixel miteinander,
so ergibt dies einen positiven Betrag. Je hoher der Betrag, desto hoher die Korrelation, wie
im folgenden am Beispiel einer Alufolie (Abb. 4.7) und eines Papiers (Abb. [4.8) gezeigt wird.
Ist die Kreuzkorrelation um Null verteilt, so wird klar, dass keinerlei Abhéngigkeiten existie-

ren zwischen Pixel und Nebenpixel. Daraus folgt, dass das optische System zeitlich stabil ist.
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Abbildung 4.5: Standardabweichung
des Bildes bei voller Ausnutzung der
Dynamik.
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Abbildung 4.7: Starke Kreuzkor-
relation nebeneinanderliegender
Pixel (Streuung durch Alufolie)
eines Aufnahmebildes der SVGA
PCO-Kamera.

Abbildung  4.6:  Kreuzkorrelation
nebeneinanderliegender Pixel eines

Aufnahmebildes der SVGA PCO-

Kamera.

5000

Abbildung 4.8: Schwache Kreuzkor-
relation nebeneinanderliegender Pi-
xel (Streuung durch Papier) eines
Aufnahmebildes der SVGA PCO-

Kamera.
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Zusitzlich ist in Abbildung 4.5 die Standardabweichung des Intensitétssignals aufgetragen [in
Counts], welche zeigen soll, dass ein Fehler im Signal vorhanden ist, diese Fehler aber nicht
korrelieren. Das schlieit jeglichen zeitlichen systematischen Fehler aus, der durch das optische

System auftreten konnte, da sonst Korrelationen sichtbar wéren.

Fazit:

e Im Messbild (unreferenziert) sind keine zeitlichen Schwankungen messbar, woraus ge-
schlossen werden muf}, dass weder die Lampe, noch das optische System, noch der Detek-

tor einen systematischen Fehler aufweisen.

4.2.2.2 Ortliche Schwankung

Um zu verstehen, wie sich das Rauschen des Kamerasignals auf die Interferenzspektren und da-
mit auf die Schichtdicke auswirken wird, wurde ein Simulationsprogramm geschrieben. Mit ihm
lasst sich mit Hilfe weniger Parameter die inhomogene Ausleuchtung durch die Glithwendel, ein-
zelne Staubflusen, die bei dem offenen optischen Aufbau unvermeidlich sind, und das Rauschen
der Pixelwerte simulieren. Die Darstellung (Abbildung [4.9; links) zeigt beispielhaft ein simu-
liertes Kamerabild in 3D, daneben ist der Mittelwert iiber 21 Bilder gezeigt. Wie theoretisch
erwartet nimmt die Standardabweichung in erster Naherung mit der Wurzel der Signalintensitét
zu. Die Abbildung 4.14 zeigt die Standardabweichung der Mittelwerte unterschiedlich grofler
MefBflecken (Spots). Laut Theorie sollte sie mit dem Kehrwert der Wurzel aus der Pixelanzahl
abnehmen. Die durchgezogene Linie gibt diesen Verlauf wieder. Auf Grund der 6rtlichen In-
homogenitiaten im Intensitdtssignal weichen die simulierten Ergebnisse vom Idealen Bild ab,
am stirksten, wie zu erwarten war, die Werte ohne Referenzierung (Rauten), dann die Werte
mit einer festen Referenz, mit der alle Zeitpunkte verrechnet wurden (Quadrate, Offline) und
schlieBllich am néchsten zur theoretischen Kurve die Werte, bei denen die Referenz vom gleichen
Zeitpunkt stammt, wie die ,,Mess“-werte (Dreiecke, Online). Zur Definition der Online- und
Offline-Strategien siehe Kapitel 4.2.3. Echte Messwerte zeigen genau das gleiche Verhalten: die
relativen Standardabweichungen der Mittelwerte verschieden grofler Mefiflecken ohne Referenz
(O) oder die Referenzwerte selbst (2), liegen deutlich iiber den Werten, die sich bei Verrechnung
mit der Referenz (0) ergeben. Aus der Gegeniiberstellung dieser relativen Standardabweichun-
gen (% Rauschen, Abb. 4.13) und den berechneten Standardabweichungen der Schichtdicken
(Abb. 4.12) ergibt sich der Zusammenhang 2562 ius (Definition in Abschnitt [4.3.3.1) Schicht-
dickenrauschen pro Prozent Messwertrauschen (Messung gegen Luft). Es ergibt sich, dass sich
ab 20 x 20 Pixeln das MeBsignal bei 0,1 % Rauschen einpendelt. Dieser Wert konnte durch

statistische Mafinahmen nicht verringert werden, so dass er dem Flicker-Rauschen (Abbildung
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Abbildung 4.11: Standardabweichung eines simulierten normalverauschten Bild einer 12-bit
Kamera. Zum Vergleich mit einem experimentell ermittelten Bild siehe Abbildung 4.5.
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Abbildung 4.12: Optischen Schichtdickenrauschen in Abhéngigkeit der Kantenlédnge eines Spots.

4.13) zugeordnet werden kann. Wie Abschnitt 2.6.4.4] erlautert kann die Intensitatsschwankung
der Lampe durch Flicker-Rauschen beschrieben werden. Wie in Abbildung 4.2/ sichtbar, wurde
ein gewisser (wenn auch nicht groBer) Anteil Flicker-Rauschen gemessen, wodurch das 0,1 %ige
Intensitétsrauschen diesem zugeordnet werden kann. D.h. nun lasst sich quantifiziert ermitteln,
zu wieviel Prozent die Intensitdt schwankt und wie grofl der Umrechnungsfaktor von Inten-
sitdtsrauschen zu optischem Schichtdickenrauschen ist.

Unsere Lampe schwankt mit ca. 0,1 %; Wir stellten keine Kreuzkorrelation mit der SVGA-
Kamera von PCO fest, also keine zeitliche Schwankung, weil das Flickerrauschen im Verhéltnis

zum Quantenrauschen zu gering ist.
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Fazit:

e Durch eine theoretische Abschéatzung konnen sowohl zeitliche, als auch 6rtliche Schwan-
kungen eines Bildes erfasst und verstanden werden. Diese Abschétzung stimmt mit realen

Messungen iiberein.

e Verschiedene Referenzierungsmoglichkeiten konnen quantitativ und qualitativ verstanden

und evaluiert werden.

e Trotz der in Abschnitt 4.2.2.1/ nicht gemessenen zeitlichen Schwankung, zeigt sich durch
ein referenzierendes Messprinzip, dass die Lampe eine zeitliche Schwankung mit 0,1 %

der Kameradynamik verursacht.

4.2.3 Referenzierung

Nach ROTHMUND [64] haben die eingesetzten Referenzierungsmethoden zwei Ziele: Erstens das
durch Gerdte— und Lampencharakteristiken verzerrte Reflexionsspektrum zu korrigieren und
damit so nahe wie moglich an das wirkliche Reflexionsspektrum anzundhern und zweitens die
laufenden Schwankungen des Signals zu korrigieren. Die fiir das parallele Detektionssystem in
Frage kommenden Methoden zur Gewinnung eines Referenzsignals (d.h. Referenzbild) neben
dem MefBsignal sind in Abbildung 4.15 schematisch dargestellt. Allen Methoden ist gemeinsam,
dass versucht wird, moglichst alle Stationen des Gerétes zu durchlaufen. Umso mehr Statio-
nen durchlaufen werden, umso besser die Referenzierung. Gemeinsam ist auch die Auswertung

(Quotientenbildung von dunkelkorrigierten Mef3— und Referenzbildern).

Methode A: Dies ist die einfachste und am schnellsten zu realisierende Methode. Hier wird
im zeitlichen Wechsel ein Referenzbild und ein Mefbild aufgenommen, entweder abwechselnd
Referenz- und Mef3bild oder einmalig Referenz- und kontinuierliche Mefibilder. Sowohl Referenz-
als auch Mef3bild werden iiber den gleichen Weg von der Lichtquelle zur Kamera gefiihrt. Diese

Methode wird als Offline-Referenzierung bezeichnet.

Methode B: Diese Zweibild—Referenzierung (Online-Referenzierung) ist in der Lage, sowohl
zeitliche Fluktuationen als auch spektrale Verzerrungen zu korrigieren. Wird eine pixelgenaue
Zuordnung von MeB— und Referenzbild erreicht, erhélt man eine exakt orts— und zeitgleiche
Referenzierung, unter Verlust der Hélfte der MefBflache. Dies fiihrt theoretisch zu einem um
den Faktor v/2 erhohten Schichtdickenrauschen gegeniiber dem unreferenzierten Bild, da die
Hilfte aller Pixel des CCD-Chips fiir das Referenzbild zur Verfiigung gestellt werden miissen.
Allerdings refererenziert diese Methode zeitliche Schwankungen heraus, die durch Methode A
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Abbildung 4.15: Verschiedene Referenzierungsmethoden schematisch im Vergleich. M (schwar-
zer Pfeil) und R (grauer Pfeil) stehen fiir Mefi— und Referenzsignal. S ist das Gesamtsignal,
erzeugt durch Quotientenbildung.
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nicht erfasst werden konnen.

Methode C: Diese Methode niitzt den zwischen den Wells liegenden Dichtungsbereich als
Referenzierungsfliche. Damit ist eine fast ortsgenaue Referenzierung und eine exakt zeitgleiche

Referenzierung moglich.

Durch zeitliche und o6rtliche Schwankungen ist eine Referenzierung unumgénglich, weshalb das
Versténdnis aus Abschnitt 4.2.2/ einen tieferen Einblick in Referenzierungstrategien liefert. Dar-

aus folgt:

Fazit:

e Prinzipiell ist jede Art der Referenzierung hilfreich, um das Mefbild zu verbessern. Dazu
ist es nicht notwendig sdmtliche optischen Komponenten des Mefigerétes zu durchlaufen,

jedoch steigt die Giite der Referenzierung mit der Anzahl der durchlaufenen Stationen.

e Die zweitbeste Moglichkeit der Referenzierung ist die Offline-Referenzierung. Durch sie
werden zwar Ortliche Effekte referenziert, aber zeitliche Effekte nur begrenzt beriicksich-
tigt. Wie auch ROTHMUND [64] feststellte, liegt die Grenze der statistischen Verbesserung
bei ca. 20 x 20 Pixeln (sieche Abb. 4.14). Die Ursache dieser Grenze liegt in der zeitlichen
Schwankung der Lampe begriindet (sieche Abschnitt [4.2).

e Die beste Moglichkeit der Referenzierung ist die Methode B (Abb. 4.15)), da sie auch
die zeitlichen Schwankungen eines Mefbildes referenzieren kann. Durch sie folgen gréfier
werdende Bildflachen der erwarteten statistischen Verbesserung bis zu einer Grenze bei
50 x 50 Pixel. Diese Grenze ist durch die technische Grenze der CCD-Herstellung und
die mefitechnische Realisierung einer optischen Apparatur bedingt. Um wirklich parallele
Bilddaten zu erhalten, mit mindestens 400 Messpunkten pro Mefbild, existiert momentan
keine CCD-Kamera die mehr als 50 x 50 Pizel pro Messpunkt zur Verfiigung stellen
kann. Als technischen Horizont wird eine Grenze von 0,02 %y Intensitéitsrauschen bei
50 x 50 Pizel gemessen (siche Abbildung 4.13).
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4.3 Optischer Aufbau

4.3.1 Abbildungsmafistab

Nach BIRKERT ([9], S. 77) und A. JUNG [39] sollte eine Miniaturisierung zu einer Verbesserung
eines parallelelen RIfS-Systems fithren, da sich das Pixel:Well-Verhiltnis verbessert. Dies trifft
jedoch nur bei einem reproduzierbaren Signal der Oberflichenbeladung pro Well zu (siehe Glg.
2.8, S.19). Umso inhomogener die Glasoberfliche mit Polymer beladen ist, desto grofier ist die
Abweichung der Beladung. Wird auf den gleichen CCD-Detektor eine kleinere Glasfliche abge-
bildet, so steigt pro Kamerabild die Homogenitét, wodurch das Signal der maximalen Beladung
pro Well reproduzierbarer wird. Diese Verbesserung ist also nur chemisch bedingt. Da aber das
Quantenrauschen des Einzelpixels den CCD-Detektor limitiert und das Bild unterschiedlich ho-
mogen ausgeleuchtet ist, mufl untersucht werden, ob eine Anderung des AbbildungsmaBstabes
den optischen Fehler verbessert. Aus diesem Grund wurde im MiniRIfS-System der 3.ten Gene-
ration der Abbildungsmafistab variiert. Eine scharfe Abbildung wurde durch die Verschiebung
der CCD-Kamera und des letzten Achromats im Strahlengang realisiert. Gemessen wurden
anschliefend pro Bild das Intensitétsrauschen verschieden grofier Bildflachen. Werden diese
Rausch-Werte analog Abbildung 4.13 aufgetragen, so folgen diese dem Verlauf der Funktion
a/v/ Pixel  Pizel. Zur Vereinfachung der Angabe wird die Einheit PPS (pizel per spot) defi-
niert. Die Funktion ist somit a/v/PPS. Wird aus diesem Datensatz pro AbbildungsmaBstab der
Faktor a ermittelt, so wird ein kameraunabhéngiges Maf} (unabhéngig der Poisson-Limitierung)
fiir das Bildrauschen erhalten. Wird dieser Hyperbelfaktor a in Abhéngigkeit des Abbildungs-
mafstabes (Pizel/mm?) aufgetragen, ergibt sich kein nennenswerter Zusammenhang, woraus
sich eine Unabhéngigkeit des Rauschens vom Abbildungsmafstab ergibt (sieche Abbildung/4.16)).
Der Faktor a aller AbbildungsmafBstibe (normiert auf Signalprozent) liegt bei 0,93 + 0, 12 %.
Da dieser konstant ist, sagt dies zwei Dinge aus: Erstens ist der Abbildungsmafistab unwichtig
fiir das grundlegende Rauschen, und zweitens ist die Ausleutung hinreichend gut, da der a-Wert

sich nicht im Mafle der Abbildung dndert (keine Proportionalitéit), sondern immer gleich bleibt.

Fazit:
e Das Detektorrauschen ist unabhéngig vom Abbildungsmafstab.

e Die Reproduzierbarkeit des Signals der maximalen Beladung ist abhédngig vom Abbil-

dungsmafstab.
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Abbildung 4.16: Kameraunabhingiger Hyperbelfaktor a (normiert auf Signalprozent) in
Abhéngigkeit des Abbildungsmafistabes.
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4.3.2 Mechanik
4.3.2.1 Interferenzfilter

JUNG [39] vermutete, daf die Limitierung des parallelen Systems (3. Generation) durch die me-
chanische Kopplung des Filterrades an die optische Bank hervorgerufen wird. Er postulierte,
dass durch die Start- und Stop-Vorgénge des Schrittmotors des Filterrades die optische Bank zu
Vibrationen angeregt wird, so dass eventuell Resonanzen entstehen. Um dies zu priifen wurde
das Filterrad entkoppelt. Dabei stellte sich heraus, dass kein Einfluss auf das Signalrauschen
durch die Entkopplung auftrat. Allerdings wird durch eine leichte Verkippung der Filter im
Filterrad der Strahlengang verzerrt. Dadurch variiert die Bildpositionen von Filter zu Filter,
was bedingt, dass pro Spektrum nicht der gleiche 6rtliche Messfleck abgebildet wird, und somit

ein Fehler in der Referenzierung auftritt.

ROTHMUND ([64]; S. 110) stellte am Interferenzfilter der Wellenldnge 672 nm ein RMS-Rauschen
von 13 pm fest, wobei unklar bleibt, wie er bei einem quantenlimitierten Detektor, einer schwan-
kenden Lichtquelle diese geringe Anderung genau dem Filter zuordnen konnte. Da Interferenz-
filter typischerweise eine Breite von 10 nm besitzen, ist dieser Fehler sehr klein. Aus diesem
Grund wurde eine theoretische Abschétzung berechnet, die den Fehler in der Wellenlédngenskala
eines Interferenzspektrum mit dem Rauschen der optischen Schichtdicke korreliert (Abbildung
4.18). Natiirlich kann ein CCD-Detektor nur in der Intensitiatsskala detektieren. Angenommen
wurde daher ein linearer Zusammenhang des Fehlers in Abszissen- und Ordinaten-Abschnitt.
Um dies zu erreichen wurde eine normalverteilte Rauschfunktion in VirtuRIfS implementiert,
welche in der horizontalen Ebene des Interferenzspektrum variabel den Rauschanteil erh6hen
kann (Abbildung [4.17). Daraus ergab sich ein Faktor von 0,02546 iu,/pm bei der Annahme

gleichverteilten Rauschens.

Fazit:

e Das optische Schichtdickenrauschen wird nicht durch mechanische Kopplung des Filter-

rades an die optische Bank verursacht.

e Das optische Schichtdickenrauschen pro Wellenléngenrauschen im Interferenzspektrum
betrégt 0,02546 iu, /pm.
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Abbildung 4.17: Wellenldngenverrauschtes Interferenzspektrum.
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Abbildung 4.19: Spektrales Intensitédtsmuster der LED der technisch angegebenen Wellenlédnge
455 nm.

4.3.2.2 Leuchtdioden

Die Leuchtdioden von Luxeon haben im Gegensatz zu den Interferenzfiltern eine grofiere spek-
trale Breite zwischen 10 — 15 nm. Fiir die Diode mit 455 nm ermittelt sich die Breite von
11,1 £ 0,1 nm (Abbildung [4.19).

4.3.2.3 Stereomikroskop-Aufbau

4.3.2.3.1 Verbesserung im Vergleich zum MiniRIfS-System der 3. Generation

Ein quantitatives Maf} fiir das parallele System, unabhéngig der Pixelanzahl, der Elektro-
nenkapazitét (der CCD) und der Lampe (der Referenzierung) liefern die in Tabelle 4.5, S.
102 ermittelten Werte. Waren diese Faktoren unverédnderlich und limitierend fiir ein paralleles

RIfS-System, so konnte es nur noch durch statistische Aufsummierung der Intensitéiten in der
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Zeitskala verbessert werden. Dies ist einer der Griinde, warum der LED-Ansatz fiir ein neues
paralleles System gew#hlt wurde. Das MiniRIfS-System der 3. Generation benotigt mindestens
18 s fiir eine Filterradumdrehung, wenn keine zeitliche Verzégerung zwischen den Filterposi-
tionen vorliegt. Wird ein zeitliches Ausschwingen fiir jede Filterposition beriicksichtigt, dauert
die Umdrehung ca. 20 — 30 s. Fiir biomolekulare Messungen ist dies durchaus noch akzeptabel,
da diese bis zur Gleichgwichtseinstellung im Bereich von 10 — 30 min liegen.

Mit Hilfe der LEDs ist es jedoch méglich ein Spektrum mit sechs Wellenléngen innerhalb einer
Sekunde aufzunehmen. Wie in Tabelle 3.1 (S. 138) beschrieben, liegen die Integrationszeiten der
SVGA-Kamera von PCO zwischen 4 — 60 ms pro Leuchtdiode. Prinzipiell wére es also sogar
moglich innerhalb einer Sekunde 2-10 Spektren aufzunehmen, wenn eine Kamera diese schnel-
len Bildaufnahmen erlaubt. Die SVGA-Kamera von PCO kann maximal 8 F'PS aufnehmen,
weshalb nur die Aufnahme eines Spektrums pro Sekunde moglich ist. Eine Ausnutzung dieses
Geschwindigkeitsvorteil sollte das Systemrauschen {iiber zeitliche Mittelwertbildung um dem
Faktor /30 = 5,5 verbessern.

Jedoch wurde der Stereomikroskop-Ansatz noch aus einem zweiten Grund gewéhlt: Die Optik
des Mikroskopes wurde speziell fiir ein Auflichtsystem gerechnet und die Linsen wurden ex-
akt fiir dieses System geschliffen. In jedem anderen optischen Aufbau wiirden die Linsen einen
optischen Fehler erzeugen, da sie nicht auf das Zentrum hin optimiert wurden, sondern auf
zwei nichtzentrische Strahlengéinge. Hinzu kommt die geschlossene kompakte Anodnung der
optischen Komponenten. Das optische System ist — im Gegensatz zum offenen Linos-Aufbau
— keinen weiteren Storeinfliissen ausgesetzt wie Fehlstrahlung, Staubpartikeln, usw. Die Bild-
ausleuchtung des Stereomikroskops ist sehr homogen, was ein weiteres Mafl fiir die optische
Verbesserung darstellt. Aus diesem Grund ist auch der systemspezifische Faktor in Tabelle [4.5

um einen Faktor 5 besser als der des 0°-RIfS-Aufbaus der 3.ten Generation.

Fazit:

e Der MiniRIfS-Aufbau der 4. Generation (mit Stereomikroskop) liefert zeitlich eine Ver-
besserung um den Faktor 5,5 und optisch eine Verbesserung um den Faktor 5, d.h. dieses

System liefert eine Verbesserung um den Faktor 25.

4.3.2.3.2 Experimentelle Daten

Aufgenommen wurden pro LED jeweils 100 CCD-Bilder, wobei das CCD-Bild zur einen Half-
te aus Mess- und zur anderen Hilfte aus Referenzfeld bestand. AnschlieBend wurde aus dem
ersten Bild pro LED ein Spektrum ermittelt, bis 100 Spektren pro Messpunkt erhalten wur-
den. Diese wurden MatLab zur Berechnung des Extremums iibergeben. Hierdurch konnte dann

von diesen 100 Zeitpunkten das Rauschen der Optischen Schichtdicke der Extremas berechnet
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Abbildung 4.20: Optisches Schichtdickenrauschen in Abhéngigkeit der Wurzel der Pixel pro
Spot.

werden (siehe Abbildung [4.20). Ermittelt wurde der Faktor 772 + 79 iu./%, indem der jeweili-
ge Schichtdickenfehler mit dem ensprechenden Wert +/ PPS multipliziert wurde und dann der
Mittelwert all dieser Werte gebildet wurde.

Fazit:

e Das Optische Schichtdickenrauschen pro Intensitétsrauschen betragt 772 £79 iu. /%, wo-
bei als Superstrat Luft vorherrschte, d.h. bei Messungen in Losung verdoppelt sich dieser
Faktor.
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4.3.3 Interferenzschicht
4.3.3.1 Interferenzeinheit

Durch eine Vielzahl von Diskussionen mit Kollegen und Besuchern in der Arbeitsgruppe GAUG-
LITZ stellte sich immer wieder Verwirrung ein, bei der Erkldrung, was die optische Schichtdicke
ist und welche Einheit sie besitzt. Der Punkt war, dass die Optische Schichtdickeneinheit nm
oder pm keine absolute Einheit ist und sehr wenig mit einer physikalischen Langeneinheit zu tun
hat. Nach NAuM [50] entspricht die Optische Schichtdicke per Definition fiir ein Einschichtsy-
stem dem Produkt n x d. Fiir diesen Spezialfall stimmt die Bezeichnung einer Mafleinheit, wenn
durch den Brechungsindex der Schicht dividiert wird (nxd/n = d). Wie auch im Anhang (Siehe
Kapitel [6.1.1) beschrieben, gelten fiir die RIfS-Theorie spezielle Randbedingungen. Desweite-
ren ist in dem Definitionsmodell von RIfS die Dispersion der Einzelmedien nicht beriicksichtigt
(siche Glg. 2.22, S. [18). Aus diesem Grund ist es selbst bei einfacheren Mehrschichtsystemen
nicht mehr sinnvoll eine Léngeneinheit in m anzugeben. Es ist sowohl irrefiihrend, als auch
falsch. Die optische Schichtdicke ist zwar eine Einheit, die mit einer physikalischen Léngen-
grofe korreliert werden kann (fiir kleine Schichtdickenénderungen), aber nicht korrelieren musf.
Eine Begriindung stellt z.B. folgende physikalische Schichtdickendnderung des Polymers AMD
in Abbildung4.21] dar, da eine lineare Korrelation nur begrenzt gegeben ist. In folgender Abbil-
dung wurden verschiedene Schichtsysteme simuliert, bei denen die Polymerschicht von 0—90 nm
variiert wurde.

Daraus 148t sich schlieffen, das eine Korrelation der Optischen Schicktdicke mit physikalischen
Schichtdaten wie Brechungsindex bzw. Schichtdicke nur durch theoretische Abschétzung oder

ellipsometrische Messdaten erlaubt ist.

Im vorhergehenden Abschnitt wurde die Absolutheit der Optischen Schichtdicke in Frage ge-
stellt. Im folgenden wenden wir uns der Relativitdt der Einheit zu. Die Frage ist ob zwei
Systeme mit unterschiedlichem Schichtaufbau oder Einstrahlwinkel untereinander vergleichbar
sind. Deshalb wurden unterschiedliche Systeme simuliert und das Interferenzspektrum unter-
schiedlich verrauscht. Diese Simulation gibt zwar keine Auskunft iiber die relative Anderung
der Optischen Schichtdicke pro physikalischer Schichtdickendnderung, liefert dafiir aber den
Einfluss des Rauschens auf Interferenzspektren. Dadurch kann z.B. das Detektorrauschen eines
RIfS-Aufbaus mit dem eines anderen RIfS-Aufbaus verglichen werden (siehe Abbildung 4.23).
In Tabelle 4.2/ werden die in der Arbeitsgruppe GAUGLITZ bekannten parallelen RIfS-Systeme
zusammengefasst. Durch die in Tabelle 4.3 (S. 84) ermittelten iu-Umrechnungsfaktoren, wird
das relative pm-Rauschen der verschiedenen Systeme auf das Schichtsystem a mit dem Einheit

1u, normiert. Daraus wird ersichtlich, dass sich alle Fehlerwerte der Optischen Schichtdicke in
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Abbildung 4.21: Anderung der Op-

tische Schichtdicke in Abhéngigkeit Abbildung 4.22: Interferenzspektren
der Poylmerschichtdicke (AMD). An- mit einer AMD-Dicke von 30, 60, 200,
fangssteigung 222 iu/nm. 1000, 2000 nm.

der gleichen Groéflenordnung wiederfinden. Die Optische Schichtdicke des am Einzelplatz ge-
messenen Schichtsystems « 148t sich mit der urspriinglichen Einheit {iber iu, = 1000 - nm

umrechnen.

Fazit:

e Die optische Schichtdickenénderung héngt von sehr vielen Parametern ab, weshalb eine
relative Einheit iu eingefithrt wurde, die keine Verwechslung mit einer wirklichen phy-
sikalischen Grofle (wie Langeneinheit pm) zuldsst. Die optische Schichticke ist abhéngig

VOI1l:

— dem Einstrahlwinkel des Lichtes in das Schichtsystem

— dem Brechungsindex und der Schichtdicke jeder einzelnen Teilschicht inklusive Sub-

und Superstrat
— der Beladung der Oberfliche mit aktiven Bindungstellen
— dem Polymer auf der Oberfliache

— dem zu untersuchenden Molekiil und dem Puffer, da bei einer biomolekularen Wech-
selwirkung nicht immer exakt erklarbar ist, wann eine Polymerschicht anschwillt
und wie sich der Brechungsindex dieser Schicht bei Einlagerung der bindenden Mo-
lekiile verédndert. Es ist durchaus moglich, dass trotz molekularer Wechselwirkung

eine negative Bindungskurve oder keine Bindungskurve auftritt (siche HAAKE [27]).
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— 330 0 15 180 13,49 1 7
124 e 600 0 2.5 180 21,81 1.62 /7
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7
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Abbildung 4.23: Optisches Schichtdickenrauschen in Abhéngigkeit vom Interferenzspektrumrau-
schen. Das Schichtsystem mit dem Einstrahlwinkel 30° wurde nicht im Diagramm aufgetragen
(none).
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e Werden diese Parameter fiir ein RIfS-System bei einer Messung oder Simulation nicht
angegeben, sind die Messwerte wissenschaftlich nicht vergleichbar mit anderen RIfS-
Systemen. Um verschieden Systeme untereinander vergleichen zu koénnen ist die Kor-
relation zwischen den Einzelsystemen zu ermitteln, da sonst ein Vergleich nicht méglich

ist.

4.3.3.2 Interferenzsysteme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Interferenzschichtsysteme analysiert und ge-
nutzt. Durch die grosse Vielzahl der eingehenden Variablen in ein Schichtsystem wurde eine
Klassifizierung genutzt, um schnell das entsprechende System anzugeben (Tabelle 4.3). Die
neu eingefithrte Optische Schichtdickeneinheit iu, tragt aus diesem Grund im Index immer
das entsprechende Schichtsystem um die Interferenzeinheit dem Schichtsystem zuordnen zu
konnen. Wie bereits im vorherigen Abschnitt [4.3.3.1 erldutert, ist die Optische Schichtdicken-
einheit stets relativ, weshalb zusétzlich zur Schichtsystemklassifizierung in Tabelle 4.3 die Um-
rechnungsfaktoren fiir das Schichtdickenrauschen und die Signale der Gleichgewichtsbeladung

zusammengefasst sind, die in diversen Kapiteln dieser Arbeit abgeleitet wurden.

4.3.3.3 Interferenzspektrum

4.3.3.3.1 Ordnung

Nach KrAus [40] wird die Ordnung eines Extremwerts eines Interferenzspektrums wie in Kapi-
tel 2.4.1.1 bestimmt. Der Nachteil dieser Methode ist, dass die Wellenldngen zweier benachbarter
Extremas benotigt werden, um die Ordnung eines Extremums zu bestimmen. Um die Ordnung
aus nur einem Extremum zu bestimmen, ist entweder eine detailgetreue Schichtsimulation oder
ein hinreichend genaues Modell erforderlich. Im Folgenden wird eine vom Einschichtsystem ab-
geleitete C'osinus-Anpassungsfunktion (Abbildung [4.24) dargestellt, welche hinreichend genau

die entsprechende Ordnung eines Extremums liefert.
y = Axcos((zExtremaxmx2xm)/x)+yOf fset

Die Parameter der Funktion werden so lange variiert, bis sich die Ordnung m mit halbzah-
ligen Werten einstellt. Durch die Dispersion der Teilschichten treten Verzerrungen im Inter-
ferenzspektrum auf. Da die cos-Funktion eine idealisierte Funktion ist, passt sich diese nicht
exakt an reale Interferenzspektren an. Aus diesem Grund wurde ein Algorithmus entworfen,
der alle Extrema eines Interferenzspektrums findet und die cos-Funktion mit einer einhiillenden

Glattungsfunktion modifiziert (4.25). So kann im Gegensatz zum Algorithmus von KRAUS auch
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Abbildung 4.24: Interferenzspektrum eines Einzelplatzgerites und des MiniRIfS-Aufbaus der 3.
Generation mit angepasster Funktion.
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Abbildung 4.25: Durch Dispersion verzerrte Interferenzspektren und darauf abgebildete cos-
Anpassungsfunktionen.

die Ordnung von Extremas in dispersionsverzerrten Interferenzmustern bestimmt werden, ohne
daB ein zweites Extremum bekannt sein muf.

Es ist entscheidend, die Ordnung bei der Berechnung der Optischen Schichtdicke zu kennen,
wobei die Opt. Schichtdicke nach KRAUS per Definition unabhéngig der Ordnung sein sollte.
Durch die Dispersion der Teilschichten weicht die Realitét jedoch vom Idealmodell ab. Aus die-
sem Grund sind ausgewertete Optische Schichtdicken bei unterschiedlichen Ordnungen nicht
identisch (Abbildung [4.27). Die Steigung pro Ordnung nach linearer Anpassung in Abbildung
4.26 hat den Wert 0,26445 Aiu,/Ordnung. Als Schichtsystem wurde BK7-Glas mit 10 nm
Ta,O5 und 330 nm SiO, angenommen, wobei auf diesem Schichtsystem die Polymerdicke von
6 — 20 nm AMD variiert wurde. Als Superstrat wurde PBS angenommen. Die lineare Anpas-

sung ist sicherlich eine Néherung, da durch die Dispersion ein evtl. periodisches Muster in
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Abbildung 4.26: Steigung der Optischen Schichtdicke bei verschiedenen Ordungen.
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Abbildung 4.27: Optische Schichtdickendnderung bei unterschiedlichen Ordnungen.

Abhéngigkeit der Ordnung moglich ist. Diese Ndherung geniigt aber als schnelle Abschiatzung

fiir die Umrechnung bereits gemessener Optischer Schichtdicken.

Fazit:

e Durch eine modifizierte cos-Anpassungsfunktion ist es moglich, von Extrema mit und

ohne Nachbarextremum die Ordnung zu bestimmen.

e Durch ein Variation der cos-Funktion mit einer Spline-Glattungsfunktion ist es moglich,

dispersionsverzerrte Interferenzspektren anzupassen.

e Die Steigung der Optischen Schichtdicke pro Ordnung betrégt 0, 26445 Aiu,/Ordnung.
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4.3.3.3.2 Glattung

Der groflere Fehler der optischen Schichtdicke bei parallelen RIfS-Messungen im Vergleich zu
Einzelplatzgeriten ist unter anderem durch die geringe Anzahl der zur Verfiigung stehenden
Wellenlédngen zur Interferenzspektrenbeschreibung zu erklaren. Ein Ansatz um diese statistische
Verschlechterung zu verbessern, ist die Glattung des Interferenzspektrums mittels Glattungs-
algorithmen. Als Glattungsfunktionen wurde Spline und B-Spline verwendet. Ein Spline ist ein
Begriff aus der numerischen Mathematik und bezeichnet ein stiickweises Polynom, das stetig
ist. Sind die einzelnen Polynome alle linear, so nennt man den Spline linear, analog gibt es
quadratische, kubische usw. Splines®. Wie auch der Raum der Polynome ist der Raum der
stiickweisen Polynome ein Vektorraum und hat eine Basis. Im Kontext numerischer Verfahren,
wo Splines hiufig eingesetzt werden, ist die Wahl der Basis entscheidend fiir eventuelle Run-
dungsfehler und damit fiir die praktische Einsetzbarkeit. Eine bestimmte Basis hat sich hier
als am besten geeignet herausgestellt: sie ist numerisch stabil und erlaubt die Berechnung von
Werten der Spline-Funktion mittels einer Drei-Term-Rekursion. Splines, die in dieser Basis dar-
gestellt werden, nennt man B-Splines. Sie werden vor allem zur Interpolation von Funktionen
benutzt [18], [10]. Da bei der Optischen Schichtdickenberechnung in erster Linie eine spektrale
Anderung verfolgt wird, sollte der Fehler durch eine Polynomanpassung an die Datenpunkte
minimiert werden. Diese Verbesserung liegt zwischen 4 — 6%.

Die stetigen Eigenschaften der Spline-Funktionen erlauben es auch, Ableitungen der Interferenz-
spektren zu bilden (implementiert in VirtuRIfS), wodurch z.B. die Randpunkte der auszuwer-
tenden Extremas durch die Wendepunkte der Interferenzspektren angegeben werden konnen.
Wiirde die Auswertung auf die Wendepunkte des Interferezspektrums normiert werden, so hétte
dies den Vorteil, dass im Spektrum selbst eine konstante Grofie enthalten wire, welche die ver-

schiedenen Auswertestrategien vereinheitlicht.

Fazit:

e Eine B-Spline Glattungsfunktion verbessert die Auswertung eines Interferenzspektrums

mit 7 Datenpunkten um maximal 4 — 6 %.

e Die Wendepunkte links und rechts eines Extremums dienen als implizite Grofle eines In-
terferenzspektrums. Die Wendepunkte miissen nicht die beste Wahl beziiglich der Auswer-
testrategie sein, sind jedoch ein absoluter Bezugspunkt, der zur Normierung herangezogen

werden kann.

3Der Begriff stammt aus dem Schiffbau: eine lange diinne Latte, die an einzelnen Punkten durch Nigel fixiert
wird, biegt sich genau wie ein kubischer Spline.
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Abbildung 4.28: Verschiedene Gliattungsfunktionen angewendet auf ein Interferenzspektrum.
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Abbildung 4.29: Vergleich der Auswertung von Interferenzspektren mittels Screening und
VirtuRIfS.

4.3.3.3.3 Vergleich zu anderen Auswertungen

Durch das BMBF-Projekt Librarian wurde der Gruppe GAUGLITZ die Steuer- und Auswertesoft-
ware Screening zur Verfiigung gestellt. Der Vorteil dieser Software ist die Echtzeitauswertung
paralleler Reflexionsspektren (nicht Interferenzspektren). Der Nachteil ist, dass weder die Refe-
renzbildanordnung, die Ansteuerung des Filterrades, noch die Rohdatenauswertung veréndert
werden kann, da die Quelldateien nicht zur Verfiigung stehen. Auch ist eine Extraktion der
Rohdaten nicht méglich, wodurch eine Analyse der Mefldaten und eine Modifikation des Mef3-
systems entfillt. Aus diesem Grund wurde die Auswertung von Screening-Messdaten (referen-
ziert; keine Rohdaten) mit dem Programm VirtuRIfS realisiert. Ein Vorteil der VirtuRIfS-
Software ist auch der Vergleich mit gleichen Auswertealgorithmen wie sie in der Ifz-Software
von KRAUS implementiert sind. Da die Auswertung unter anderem von der Anzahl der Daten-

punkte und der Anpassungsfunktion abhéngt, sind die beiden Auswerteprogramme im Rahmen
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Abbildung 4.30: Vergleich der Auswertung von Interferenzspektren mittels Ifz und VirtuRI£S.

dieser Abhéngigkeiten vergleichbar.

Dasselbe gilt fiir den Vergleich der VirtuRIfS- zur Screening-Software (Abbildung 4.29)*.
Der Unterschied im Offset der beiden Programme liegt an einem internen Skalierungsfaktor der
Screening-Software. Normiert man beide Signal, so sind sie deckungsgleich.

Die Ergebnisse von VirtuRIfS sind mit der Auswertesoftware Ifz vergleichbar, wie der Ab-
bildung 14.30/ entnommen werden kann. Der Rauschunterschied der Optischen Schichtdicke bei
gleicher Anpassungsfunktion liegt in der Bestimmung der Randwerte der Anpassungsfunktion
begriindet. Bei Ifz werden die Rédnder manuell gesetzt, bei VirtuRIfS automatisch bestimmt.

Weitere Informationen zu den Anpassungsfunktionen sind Abschnitt 4.3.3.4/ zu entnehmen.

4 Abbildung [4.29 nutzt einen Datensatz von Herrn JUNG [39].
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Abbildung 4.32: Berechnete Interfe-

Abbildung 4.31: Reflexionsspektren renzspektren eines Schichtsystems mit
eines Schichtsystems mit NbyOs. Nb,O5.
Fazit:

e Sowohl die Auswertesoftware Screening, als auch Ifz konnen durch die Software VirtuRIfS

ersetzt werden.

4.3.3.3.4 Signalhub
Bis zum Jahr 2001 wurde das Interferenzglas (BK7 / Ta,O5 / SiO,) von der Firma Schott bezo-
gen. Schott stellte die Produktion ein, weshalb ein anderer Produzent fiir Interferenzschichten
gesucht werden musste, der hochkompakte Beschichtungen realisieren konnte. Die Firma Unaxis
Balzers Ltd. konnte anstatt Ta,O5 nur Nb,O; als hochbrechende Schicht realisieren, weshalb die
Interferenzschichtsysteme von Schott und Unaxis zuerst miteinander verglichen werden mus-
sten.

Da das Ergebnis der Auswertung eines Interferenzspektrum durch die Detektionseinheit limi-
tiert wird, ist ein gemessenes Interferenzmuster mit kleinerem Signalhub schlechter durch eine
Polynomfunktion anzupassen als eine mit groflerem Signalhub. Daraus folgt fiir ein Schicht-
system mit kleinerem Signalhub eine Erhchung des optischen Schichtdickenrauschens. Durch
Simulation errechnet sich der Unterschied der Nb,O,-Schicht zu 4,5 % schlechterem Signalhub
im Vergleich zu Ta,O;-Schicht (siehe Abb. 4.32). Bei beiden wurde eine daraufliegende SiO,-

Schicht von 330 nm und ein dariiber wassriges Medium angenommen.

Durch Simulation 148t sich ein linearer Zusammenhang zwischen dem Signalhub und dem

Rauschen der Optischen Schichtdicke berechnen (Abbildung 4.33). Angenommen wurde ein
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Intensititsrauschen von 1 % und ein 14 bit-Detektor”. Daraus ergibt sich eine Verbesserung des
Optischen Schichtdickenrauschens mit zunehmendem Signalhub von 43-iu, — 0,145-iu, /% bei
einem Interferenzspektrenrauschen von 1 %y;. Bei einem kleineren Hubunterschied von 4,5 %
wéare der Fehler der Optischen Schichtdicke um 0, 6525 7u, schlechter. Gemessene Spektren
eines Einzelplatzsystems mit quantenlimitiertem Detektor besitzen nach MEHLMANN [46] ein
Rauschen von 0,08 bis 1,3 %. Gemessen wurde an verschiedenen RIfS-Einzelplatzgeriten eine
Optische Schichtdickendifferenz der beiden Schichttypen zwischen 0,21 und 0, 77 iu,, was mit
dem Fehler von 0,0522 bis 0, 848 7u, genau der Theorie entspricht.

Nach BRECHT ist der Signalhub die Differenz der Intensitédten zwischen zwei Extrema. Er
ging von Spektren ohne Dispersion aus. Dadurch war es nicht notwendig fiir den Hub die bei-
den Extrema anzugeben. Durch die Dispersion der Einzelschichten ist das Interferenzspektrum
intensitétsverzerrt, weshalb eine genaue Angabe der Extrema (oder der Ordnungen des Schicht-

systems) notwendig ist.

Fazit:

e Das Schichtsystem (BK7 / Ta,O5 / SiO,) von Schott ist im Vergleich zum System (Cor-
ning 1737 / Nb,O, / SiO,) von Unaxis 4,5 % besser im Interferenzsignalhub und somit
0,6 % besser im Optischen Schichtdickenrauschen.

e Um so kleiner der Signalhub eines Interferenspektrum, desto grofler ist das optische
Schichtdickenrauschen. Aus theoretischen Abschétzungen ergibt sich eine Korrelation von
43 -iu, — 0,145 - iug /Yoyt

® Angabe notwendig, da VirtuRIfS Intensititswerte in Abhingigkeit der Kamera-bit quantisieren kann (siehe
Abschnitt 6.1.2.2, S. [162]).
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Abbildung 4.33: Optisches Schichtdickenrauschen in Abhéngigkeit vom Interferenzsignalhub.
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4.3.3.4 Wellenlidngenabhingige RIfS

4.3.3.4.1 Gleichgewichtsbeladung

Wie in Abschnitt 4.3.3.1 beschrieben ist die Optische Schichtdicke eine relative Einheit, die fiir
jedes Schicht- und Messystem variiert. Dies betrifft nicht nur das Schichtdickenrauschen, son-
dern auch die Bindungskurven von molekularen Wechselwirkungen an der Oberflache. Um einen
Einblick in die Bindungscharakteristik von Oligonukleotid-Wechselwirkungen in unterschiedli-
chen RIfS-Systemen zu erhalten, wurde die Bindung von Oligonukleotiden an die Oberflache si-
muliert, woraus versténdlich wird, wie diese Systeme miteinander korrelieren (Abbildung 4.34).
Um diesen Vorgang quantitativ nachvollziehen, wurde je ein Schichtsystem «, § und ~ deklariert,
auf denen mit Hilfe des Modells nach SIGMUNDSSON [70] eine Oligonukleotidwechselwirkung
simuliert wurde. Aus dieser folgt, das beim MiniRIfS-Systems der 3.ten Generation und 0° Ein-
strahlwinkel bei gleicher physikalischer Schichtdnderung (d.h. gleicher Oberflichenbeladung)
das Signal der Gleichgewichtsbeladung hoher erscheint. Bei 45° niedriger.

Fazit:

e Durch Simulation ist eine Beschreibung der Signale der Gleichgewichtsbeladung von bio-
molekularen Wechselwirkungen méglich. Dazu ist jedoch die Kenntnis aller Parameter

notwendig, die eine theoretische Beschreibung der Oberflichenbeladung ermdoglichen.

e Das RIfS-System 0 mit einem Einstrahlwinkel von 45° hat ein schlechteres Signal bei
Gleichgewichtsbeladung im Vergleich zum Einzelplatzsystem. Erschwerend kommt hinzu,
daB bei diesem auch die Rauschwerte fast 10x hoher sind (siehe Tabelle 4.3), wodurch

das Aufnehmen einer Wechselwirkungskurve bei kleinen Molekiilen schwierig wird.
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Abbildung 4.34: Schichtsimulation einer molekularen Bindung bei Einstrahlwinkel 0° und einer
phys. Schichtdicke von SiO, 330 nm (O); 0°, 600 nm (O); 45° , 600 nm (A). Die Interferenz-
spektren rauschen gleichverteilt mit 1 %.
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4.3.3.4.2 Theoretische Nachweisgrenze

Detektor
Zur theoretischen Abschéitzung, wo die Grenzen der RIfS-Methodik liegen, wurden die Eckda-
ten verschiedener CCD-Detektoren, wie Bildaufnahmerate F'PS, Poisson-Verteilung der In-
tensititswerte v FWC, und Pixelanzahl pro Spot PPS verrechnet. Um die so erhaltenen
Rauschwerte der Interferenzspektren in Rauschen der Optischen Schichtdicke umzurechnen,
wurde ein experimentell ermittelter Faktor des 0°-Systems der 3. Generation (Abbildung 4.12,
S. [65) verwendet. Diese Abschitzungen sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Da bei einer Online-
Referenzierung die Bildfliche des Detektors halbiert werden muss, ist das effektive Messfeld nur
halb so grofl wie die CCD-Gesamtfliche. Durch die Angabe der benétigten Messpunkte (Spots)
wird ausgerechnet, wie viele Pixel pro Messpunkt zur Verfiigung stehen. Ist die Elektronen-
kapazitéit eines Pixels bekannt, ldsst sich {iber die Poisson-Verteilung des Pixelrauschens das
Rauschen fiir den Messpunkt berechnen. Dieses Intensitétsrauschen kann durch den Umrech-
nungsfaktor auf ein Optisches Schichtdickenrauschen umgerechnet werden. Daraus ergibt sich
ein Rauschen der Optischen Schichtdicke von 40-70 iu/Spot. Eine Bestitigung der Richtigkeit
dieser Rechnung ist die Rauschgrenze von 2 iu, des Spekol-Detektors. HAAKE [27] wies in seiner
Arbeit dem Detektor die Limitierung der RIfS-Technologie zu, konnte jedoch keine zufrieden-
stellende Begriindung fiir diese Limitierung geben. Die Beschreibung der Quantenlimitierung
durch die Poisson-Verteilung liefert eine hinreichend genau Beschreibung der Detektorgrenze.
Ein weiterer wissenschaftlicher Beweis ist durch die gute Ubereinstimmung der Bilddaten mit
der Bildsimulation (Abschnitt [4.2.2) gegeben.

Beachtet werden sollte, dass zu dem an Luft gemessenen Umrechnungsfaktor iu/% einen Fak-
tor 2 multipliziert werden muf3, um eine Beschreibung der Limitierung in Losung zu erhalten.
Die Verschlechterung der Nachweisgrenze wird durch den Brechungsindexunterschied des Su-
perstrats von 1,0 (Luft) nach 1,33 (wéssrige Losung) verursacht. Die in Abbildung 4.35 unterste
Kurve ist durch die Annahme eines normalverteilten Rauschens auf dem Interferenzspektrum
des Systems § berechnet worden. Die zweitunterste Kurve ist durch die Abschétzung nach der
Parabelfunktion in Abbildung 4.36 berechnet. Diese Abschéitzung ist das berechnete ,, worst case
scenario®, da sich ein normalverteiltes Rauschen auf dem Interferenzspektrum wieder mittelt.
Ein Vergleich diese beiden Modelle zeigt, dafl das ,,worst case scenarion“ um einen Faktor 5
schlechter ist als eine realistische Annahme. Wird die in Abschnitt [4.3.3.4/ (S. [102) hergeleitete
Néherungsfunktion genutzt und werden die in Abschnitt 3.2l ermittelten Rauschfaktoren pro Si-
gnaldynamik der Mef3geréte beriicksichtigt, so lassen sich die Umrechnungsfaktoren berechnen.
Aus diesen Abschiitzungen ergibt sich fiir das MiniRIfS-Gerét der 3. Generation bei Annahme
des ,,worst case“ ein Rauschen von Adus - 4,68 & 1,16 % = 5870 % 1450 ius. Fiir das Gerét der
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Abbildung 4.35: Umrechnungsfaktoren zwischen der Optischen Schichtdicke und dem Bildrau-
schen. Die beiden unteren Kurven sind simulativ, die oberen zwei experimentell ermittelt.
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4.ten Generation ein Rauschen von Adu,-1,84£1,1 % = 2760 &= 1650 iu.. Ein Vergleich dieser
Faktoren mit den experimentell Bestimmten in Abbildung 4.35/ ergibt eine gute Ubereinstim-
mung der Ndherungsfunktion mit experimentell bestimmten Daten. Eine Vorhersage, welches
Rauschen der Optischen Schichtdicke durch das Rauschen im Interferenzspektrum hervorgeru-

fen wird, ist moglich.

Fazit:

e Durch Quantenrauschen des Einzelpixels eines CCD-Detektors ist die Limitierung fiir die
RIfS durch eine CCD-Kamera quantitativ beschreibbar.

e Eine Abweichung von der Theorie liegt nicht an der Poisson-Statistik (wellenldngen-
unabhéngig), sondern ist durch Effekte wie Dispersion, Absorption und Signaldynamik
begriindet.

e Der Umrechungsfaktor iu/% liefert ein empirisches Maf fiir die Abweichung vom theo-
retischen Limit wie in Abbildung 4.35 gezeigt. Der Vorteil dieses Faktors ist seine Un-
abhéngigkeit vom Detektor, der Lampe und der Spotgrofle. Er ist ein absolutes Maf fiir

das Rauschen pro Kamera bzw. Signaldynamik bzw. den Auswertealgorithmus.

e Anhand des einfachen Naherungsmodell einer Parabelfunktion 148t sich vorhersagen,
dass pro Prozent Rauschen in Bezug auf die Signalsynamik der Umrechnungsfaktor um

1000iu/% steigt. Dieser Faktor ist prinzipiell 5x schlechter als eine exakte Simulation.

e Fiir das 0°-Gerét der 3.ten Generation ergibt sich ein Bereich des Umrechnungsfaktors
von 5870 =% 1450 ius. Fiir das der 4.ten Generation ein Bereich von 2760 + 1650 ..

e Die Berechnung des Bereichs der moglichen Umrechnungsfaktoren der experimentellen
Signaldynamiken (siehe Abbildung 3.2 und 3.4 ) mit Hilfe des ,,worst case scenarion‘-
Modells 148t eine gute Ubereinstimmung mit real gemessenen Faktoren erkennen. Daraus
muf} geschlossen werden, dass bei maximaler Verbesserung der Signaldynamik auf 100 %
Kameradynamik hochstens eine Verbesserung um den Faktor 5 eintritt. Dies ist jedoch
physikalisch nicht realisierbar, weshalb eine maximale Verbesserung um den Faktor 3 bei
gleichem prozentualen Signaldynamikrauschen erreicht werden kann, da die real gemes-

sene Signaldynamik im Vergleich zur theoretischen immer unter 60 % liegt.
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0°-3.Gen. (B) Spekol (A) 9°-4.Gen. (C)
FWC 25000  4,00E + 08 25000
FPS 1 50 1
Ermittelter ~ Um- 6700 iug/% 1000 iug /% 1600 iu. /%
rechnungsfaktor
Gerechnet auf iu, 750 iug /% 1000 iug /% -

Tabelle 4.5: Einteilung der Detektoren in Klassen.

Detektorklassifizierung

Analog dem Abschnitt [4.3.3.2 sind nicht nur die Interferenzschichtsysteme, sondern auch die
Detektoren bei der Optischen Schichtdickeneinheit mit anzugeben, damit die Ergebnisse repro-
duzierbar zuriickverfolgt werden kénnen. Aus diesem Grund werden in diesem Abschnitt die
Detektoren in Klassen eingeteilt mit deren charakteristischen Parametern (siehe Tabelle [4.5).
Damit diese Angabe (vor allem bei 2-dimensionalen Detektoren) korrekt ist, ist die Angabe
der Pixel/Spot (PPS) und der Frames/Seccond (F PS) notwendig. Eine vollstindige Angabe
der Optischen Schichtdicke wird dann wie folgt angegeben: iu, 4(1,50), wobei A das Messgerit
angibt und die Faktoren 1,50 die PPS und die F'/PS. In dieser Arbeit wurden die Schichtsy-
stem «, § grundsétzlich mit dem System A(1.50) vermessen, weshalb die Optische Schichtdicke
immer nur mit iu, bzw. tug bezeichnet wird. Die Schichtsysteme 6 und 7 wurden mit dem
Messgerat B(1,1) vermessen, wodurch deren Angabe der Optischen Schichtdicke mit ius bzw.

iu. indexiert wird. Fiir e-Schichten wurde das Gerét C(1,1) genutzt.

Anpassungsfunktion

In dem Programm VirtuRIfS wurden drei verschiedene Anpassungsfunktionen realisiert, eine
zweiten, eine dritten und eine vierten Grades. Um jedoch die Funktion an das Interferenzspek-
trum anzupassen, ist der Bereich festzulegen, indem die Funktion angepasst werden soll. Dazu
wurden vier verschiedene Algorithmen zur Randwertbestimmung implementiert, die im Anhang
beschrieben sind. Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss der Fehler der Meflwerte
in der Intensitéitsskala auf die Position der Extrema in der Wellenldngenskala hat. Aus diesem
Grund wurde anhand einer einfachen Parabelfunktion eine Funktion abgeleitet, die ein Maf}
dafiir liefert. Die Funktion ergibt aus Abbildung [4.36/ zu m(p, h,b) = pb/2h. Sie gilt fur den
Fall, daf§ fiir die Anpassung nur Mefiwerte bis zum halben Signalhub (h) beriicksichtigt werden.
Dadurch wird gleichzeitig die Breite des auszuwertenden Bereichs () festgelegt. Diese Funktion

beriichsichtigt nicht den unterschiedlichen Versatz im Scheitelpunkt bei h £ §. Angenommen
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Abbildung 4.36: Abschétzung des Feh- Abbildung 4.37:
lers durch die parabelférmige Anpas- Anpassungsfunktionen verschie-
sungsfunktion. denener Parabeln an Extrema.

wurde, dass der Versatz F7 ist, was jedoch nur eine Ndherung ist. Aus diesem Grund gilt diese
Gleichung nur fiir A >> p. Hat ein Interferenzspektrum mit 100 % Signalhub ein Rauschen
p = 1%, so ist die Hohe h = 50 %. Die Breite von RIfS-Spektren des Schichtsystems « liegt
zwischen b = 90 — 130 nm . Nimmt man fiir b = 100 nm an, so ist der Fehler m = 1000 pm.
Wird dieser anschlieBend mit der entsprechenden Ordnung nach Gleichung 2.20 bzw. 2.21] (S.
17) verrechnet, wird der Fehler der Optischen Schichtdicke in 7w durch den Fehler p in Prozent
erhalten.

Desweiteren sollte untersucht werden, wie die Breite b einer Parabelfunktion den Fehler der An-
passung beeinflusst. Aus diesem Grund wurden Schichtsysteme mit 120, 300, 480 und 600 nm
der SiO,-Schichtdicke (Abbildung 4.37) durchgerechnet. An diese Interferenzspektren wurde
anschliefend die parabelférmige bzw. kubische Funktion angelegt, um deren Korrelationsko-
effizienten zu bestimmen (Abbildung 4.39). Eine Analyse des Ergebnisses dieser Abschéitzung
ergibt keinen Zusammenhang zwischen der Breite einer Parabel und dem Korrelationkoefizien-

ten der Anpassung.
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Abbildung 4.38: Spreizungskoeffizient Abbildung 4.39:
der parabelférmigen Anpassungsfunk- Korrelationskoeffizient verschiede-
tion in Abhéngigkeit der physikali- ner Anpassungsfunktionen an das
schen SiO,-Schicht. Interferenzspektrum.
Fazit:

e Polynomanpassungen hoheren Grandes liefern kleinere Fehler der Optischen Schichtdicke.

e Die Parabelbreite hat keinen ersichtlichen Einflul auf die Giite der Anpassung, so lange die
Quantisierung des Detektors (Kameradynamik) vernachlissigt werden kann. Vermutlich

liegt die Streuung an der zunehmenden Anzahl der Datenpunkte pro Parabelbreite.

e Die einfache Naherungsformel m(p, h,b) = pb/2h erlaubt fiir p << h eine Abschétzung
des Fehlers durch die Anpassungsalgorithmen. Nach dieser Formel sollte bei gleicher Hohe,

gleichem Fehler mit zunehmender Breite der Fehler direkt proportional sein.

4.3.3.5 Winkelabhingige RIfS

Ein alternative Moglichkeit um ein Diinnschichtsystem zeitlich zu beobachten ist, neben der
spektralen, die winkelabhidngige Beobachtung. Der Vorteil des Lasers als Lichtquelle ist die
schmalere Quantenverteilung nach Lorentz im Wellenldngenbereich. Ein Laser ist eine stabile
und exakte Lichtquelle im Vergleich zu einer Weifllichtquelle. Ein Nachteil fiir die Messun-
gen ist der hohere optische Aufwand der Justage. Fiir die folgende theoretische Abschéatzung
wurde ein Schichtsystem aus 10 nm NbyO5; und 600 nm SiO, + 30 nm AMD zugrundege-
legt. Die zeitliche Anderung der AMD-Schicktdicke wurde mit 430 nm in phosphatgepufferter
Kochsalzlosung angenommen. Ein Laser der Me3wellenlédnge 615 nm, ein gleichverteiltes Spek-

trenrauschen von 5 % bei einer Signaldynamik von 14 bit und einem Winkelbereich von 0 — 50°
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094 615 nm; AMD von 30-60nm, 5% Rauschen bei 14bit
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Abbildung 4.40: Interferenzspektren in Abhéngigkeit des Einstrahlwinkels.
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Abbildung 4.41: Anderung der relativen optischen Schichtdicke (4 in %) in Abhéingigkeit von
der AMD-Schichtdicke.

(Abbildung 4.40)). Alle physikalischen Eigenschaften der Teilschichten sind im Kapitel 6.1.2.2
aufgefiithrt. Im Modell wurde fiir alle Teilschichten ein konstanter Brechungsindex angenommen.
Wie bereits in Kapitel 4.3.3.4 erldutert, ist die RIfS-Signalh6he abhéngig vom Einfallswinkel des
Lichts in das Schichtsystem und vom Schichtsystem selbst. Strahlt man in dieses Schichtsystem
bei 0° ein, betrigt die Anderung 222 iu, pro nm AMD-Quellung (siche auch Abbildung 4.21],
S. B0). Bei 45° ist sie 533 ius/nm, d.h. die Dynamik des Signals der Optischen Schichtdicke
einer gleichen bindenden Wechselwirkung wiirde 3x kleiner als am Einzelplatzgerdt erschei-
nen. Bei einer Winkelabhéngigen RIfS-Messung mit Licht der Wellenlénge 615 nm verschiebt
sich der Extremwert um 3, 5° bei einer Schichtdnderung von 30 nm. Um die verchiedenen Si-

gnaldnderungen miteinander vergleichen zu konnen, wurde sie auf 100 % normiert. Der Fehler
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der einzelnen Anderungen wird durch die Standardabweichung der linearen Regression angege-
ben (siehe Abbildung 4.41)). Daraus ergibt sich, dass eine winkelabhéngige Messung im Vergleich
zur wellenldngenabhingigen eine geringere Nachweisgrenze hat, da das Rauschen bei gleicher

physikalischer Schichténderung um mehr als 25 % grofer ist.

Fazit:

e Ein winkelabhéngigs RIfS-System bringt keine Verbesserung im Vergleich zu einem Wel-

lenldngenabhéngigen.

e Wie in Kapitel 6.1.2.2 bereits erwéahnt sind Mess- oder Simulationskurven nicht vergleich-
bar ohne Angabe aller notwendigen optischen und schichtspezifischen Eigenschaften und

einer entsprechenden Korrelationsfunktion.

4.3.3.6 Temperaturabhingige RIfS

Da je nach Messgerit und Assay die Referenzierungsstrategie gewéhlt werden muf, ist zu ermit-
teln, welchen Einfluf} die Referenzierungstrategie bei temperaturabhéngigen RIfS-Messungen
auf die Signale der Optischen Schichtdicke hat. Dazu wurde ermittelt ob sich ein gemesse-
nes Referenzspektrum auf Referenzspektren verschienener Temperaturen beziehen lasst. HANS-
MARTIN HAAKE untersuchte in seiner Dissertation ([27]; Seite 95) die limitierenden Parameter
des Einzelplatzsystems A. Zum einen ermittelte er fiir das Diodenzeilenspektrometer einen kon-
zertierten® Drift, welcher keinen EinfluB auf das RIfS-Signal hat. Er wies die Limitierung des
Detektors dem Dunkelstromrauschen zu. Zum anderen detektierte er eine spektrale Anderung
im Laufe der Zeit, welche er der Lampe zuwies. In dieser Arbeit wurden diese Thesen gepriift und
werden im folgenden weiter erliutert. HAAKE detektierte eine Anderung der Referenzspektren
in Abhéngigkeit der Zeit (analog Abbildung 4.42)). Jedoch wies er diesen Effekt der Lichtquelle
zu. Er vermutete einen spektralen Drift fiir Lichtquellen (jeweils Abnahme in Abhéngigkeit der
Zeit und der Wellenlénge). Als einfaches Modell addierte er auf Referenzspektren eine Gerade
mit temperaturabhéngiger Steigung, wodurch er eine Verschiebung des Minimums nach klei-
nen Wellenldngen (Blauverschiebung) wahrnahm (siche Abbildung 4.44). Die in dieser Arbeit
gemessenen in Abbildung 4.42] dargestellten Spektren sind jedoch nicht durch einen Lampen-
drift, sondern durch eine Temperaturdnderung entstanden. Ermittelt man die Steigung der
Kurven und skaliert so ein einziges Spektrum mit dieser Geradengleichung als ,, Multiplikati-
onsfaktor®, so ergeben sich in Abbildung 4.43 dargestellte Interferenzspektren. Diese nach Ifz

mit einer Parabelfunktion ausgewertet, zeigen eine Abnahme der optischen Schichtdicke mit der

SEine konzertierte Aktion ist eine aufeinander abgestimmte Aktion zur Zusammenarbeit bei entgegengesetz-
ten Interessen [76], d.h. die Dioden zeigen unabhéngig voneinander alle den gleichen Drift
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Abbildung 4.42: RIfS-Referenzspektren bei verschiedenen Temperaturen bezogen auf das Refe-
renzspektrum bei 30 °C.
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Abbildung 4.43: Intensitétskorrigiertes Interferenzspektrum durch Temperatureffekt.
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Abbildung 4.44: Anderung der optischen Schichtdicke in Abhéingigkeit der Temperatur.

Temperatur. Diese Abnahme liegt genau in demselben Bereich, wie die zuvor postulierte opti-
sche Schichtdickenabnahme mit dem Polymer, d.h. die Aussage in der Diplomarbeit WEGNER
[79], dass die optische Schichtdicke mit der Temperatur sinkt, ist nicht auf einen Brechungs-
indexeffekt oder eine Anderung der physikalische Schichtdicke des Polymers zuriickzufithren.
Diese Abnahme beruht auf der Intensitéitsverdnderung des Interferenzspektrums. Errechnet
man das Interferenzmuster mit sich d&nderndem Brechungsindex des Superstrats, so folgt ei-
ne zunehmende Reflektivitdt mit der Temperatur analog der Abbildung [4.42. Daraus folgt,
dass die Intensitdtszunahme des Spektrums durch den abnehmenden Brechungsindex des Su-
perstrats hervorgerufen wird. Durch die theoretische Beschreibung der temperaturabhéngigen
Brechungsindexabnahme nach CHo [14] 148t sich die optische Schichtdicke mit dem absoluten
Brechungsindex des Superstrats korrelieren (siche Abbildung 4.45). Erhitzt man die FluBzelle
des RIfS-Systems «, so folgen die Optischen Schichtdicken dem in Abbildung4.46/ dargestellten

Verlauf. Es gibt einen abnehmenden und einen zunehmenden Anteil in der Optischen Dicke. Of-
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Abbildung 4.45: Temperaturabhéngiger Brechungsindex des Superstrats.
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Abbildung 4.46: Schichtdickenénderung eines Amino-PEG-Transducers bei verschiedenen Tem-
peraturdnderungen.
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Abbildung 4.47: Temperaturabhingiger Brechungsindex von Glas nach WRAY [83].

fensichtlich liegt der anfanglich schnell abnehmende Anteil in der Brechungsindexénderung des
Superstrats begriindet. Jedoch miissen noch die Faktoren gefunden werden, die den Anstieg der
Optischen Schichtdicke in Abhéngigkeit der Temperatur erkléren. Eine Erklarung ist vermut-
lich eine langsam zunehmende Brechungsindexdnderung und Ausdehnung des Glas-Transducers
bzw. eine Dampfungsinderung des Lichtleiters. Die Anderung des Brechungsindexes ist in Ab-

bildung 4.47/ dargestellt.
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Fazit:

e Der konzertierte Drift der Diodenzeile kann auf einen ansteigenden Dunkelstrom zuriick-
gefithrt werden. Dieser hat keinen Einflufl auf den Signaldrift der Optischen Schichtdicke.

e Das Diodenzeilenspektrometer wird nicht durch das Dunkelstromrauschen, sondern durch

das Poisson-Rauschen limitiert.

e Die spektrale Anderung der Interferenzspektren, welche einen Signaldrift in der Optischen
Schichtdicke verursacht, wird nicht durch eine spektrale Anderung der Lichtquelle verur-
sacht. Die spektrale Anderung wird durch eine Brechungsindexéinderung des Superstrats
hervorgerufen. Diese Anderung wird durch eine Temperaturinderung induziert. HAAKE
detektierte keine spektrale Anderung der Lichtquelle, sondern eine Temperaturerhthung

in der Mefizelle iiber mehrere Stunden.

e Die optische Schichtdicke nimmt schnell mit Zunahme der Temperatur ab. Als Ursache
konnte eine Intensitdtszunahme im Interferenzspektrum festgestellt werden, welche durch

den abnehmenden Brechungsindex des Superstrats hervorgerufen wird.

e Die langsame Zunahme der Optischen Schichtdicke wird vermutlich hauptséchlich durch
die Dampfung des Lichtleiters verursacht. Ein weiterer Faktor ist die Brechungsindexzu-

nahme und die Ausdehnung des Glas-Transducers.
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4.4 Polymer- und Bioschicht

4.4.1 Polymer
4.4.1.1 Reproduzierbarkeit

In den vorherigen Kapiteln wurde die Optische Schichtdickeneinheit (und damit die Interferenz-
schichten) derart definiert, dass die Randparameter fiir wiederholbare Messungen angegeben
sind (Abschnitt 4.3.3.2). Anschlieflend wurden die Optischen Mefigerdte benannt um gleiches
zu gewahrleisten (Abschnitt 4.3.3.4).

Im folgenden wird versucht, charakteristische Variablen fiir Polymerflichen anzugeben, damit

mit diesen reproduzierbare, d.h. wiederholbare Messungen durchgefiihrt werden koénnen.

e Homogenitit: Von einer homogen beschichteten Oberflache (zweidimensional) spricht

man, wenn keine Inselbildung durch statische Effekte oder Polarisationseffekte auftritt.

e Unspezifitdt: An einen mit einem spezifischen Rezeptor belegten Biosensor sollte im
Idealfall aus einem Ligandgemisch nur der dazugehorige spezifische Ligand binden. Ist dies

der Fall, so spricht man von spezifischer Wechselwirkung, ansonsten von unspezifischer.

e Beladungsdichte: Die Anzahl der Rezeptoren pro Oberfliche wird als Beladungsdichte

bezeichnet. Dieser Faktor hiangt offensichtlich mit der Homogenitit zusammen.

e Maximalbeladung: Die Maximalbeladung gibt an, wie viele Liganden maximal an die
Oberflachenrezeptoren anbinden kénnen. Man spricht hier auch von der Anzahl der akti-

ven Bindungstellen, die einen Beitrag zur Maximalbeladung leisten.

e Stabilitit gegeniiber pH-Wert, Salzkonzentrationen, Losungsmitteln: Da ein
Biosensor per Definition mehrere Messungen durchfiihren muss, ist es notwendig die Sta-

bilitdt des Sensors gegeniiber Umwelteinfliissen zu kennen.

Im folgenden wurde versucht, mit RIfS ein paar der oben genannten Faktoren zu ermitteln,
damit die zu beschichtenden Transducer in Zukunft” reproduzierbare Messergebnisse liefern
konnen, wenn ein und dieselbe molekulare Wechselwirkung vorherrscht. Aus diesem Grund
wurde ein Autosampler derart modifiziert, dass er Dutzende von Transducer automatisch ver-
messen kann (Abbildung 4.48). Anstatt den Autosampler zur Probenzufuhr fiir die Messung

zu verwenden, wurden die Probenhalter fiir die Eppendorf-Cups durch RIfS-Messzellen ersetzt.

Tyon Transduktion (engl. Ubersetzung), wodurch molekulare Informationen in elektronische iibersetzt wer-

den.
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Der Arm zur Probenaufnahme wurde durch einen gefederten Lichtleiterarm ersetzt.
Vermessen wurden mit PEG und AMD beschichtete Glas-Transducer an Luft und in Puf-

ferlosung. Je nach Art der Messung wurden verschiedene Zellen genutzt.

4.4.1.2 Aminodextran (AMD)

Zur Untersuchung der Polymerdicke von beschichteten Transducern wurden 20 Transducer vor
und nach der Polymerbeschichtung vermessen. Beschichtet wurde nach dem Protokoll in Ab-
schnitt 3.3l Die Werte der Optischen Schichtdicke vor der Beschichtung wurden gleich Null
gesetzt. Nach der Polymerbeschichtung wurden die Transducer mit bidestilliertem Wasser ab-
gespiilt bzw. im Ultraschallbad gereinigt. Fin Teil der Transducer wurde nachtréglich im Ofen
bei 70 °C getrocknet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.49 dargestellt.

Nach der Korrelation von physikalischer und optischer Schichtdicke (oD) durch den Faktor
222 iu,/nm (Abbildung 4.21) und der gemessenen oD-Anderung von 4000 — 8000 4u, errech-
net sich eine physikalische Dicke der AMD-Schicht von 18 — 36 nm in Losung. Nach HEHL [29)
haben AMD-Schichten eine Dicke von 35,92 + 6,22 nm. Der Nachteil von RIfS ist momentan
der Fehler der Optischen Schichtdicke von 1000 7u,, der durch die Matching-Fliissigkeit Gly-
cerin verursacht wird. Die absolute Optische Schichtdicke kann nicht reproduzierbar erhalten
werden, da vermutlich durch Ein- und Ausbau der Transducer in die Zelle die Matching-Fliissig-
keit unterschiedliche Dicken erzeugt. Jedoch koénnte auch eine Verkippung ein und desselben
Transducers beim wiederholten Ein- und Ausbauen eine Ursachen sein. Doch unabhéngig von
der Ursache ist dieser Effekt mit diesem groflen Fehler reproduzierbar. Dadurch ist eine repro-
duzierbare Detektion absoluter Optischer Schichtdicken von unspezifischen Wechselwirkungen
von Ovalbumin mit dem Polymer nicht méglich, da dieses Signal immer < 1000 du,, ist.

Nach Polymerbeschichtung des Transducers wurde auf der Oberfliche Biotin immobilisiert.
An dieses wurde anschlieend Streptavidin angebunden. In Abbildung 4.50 wurde die Korrela-
tion zwischen AMD-Dicke und der Maximalbeladung der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung
dargestellt. Aus dieser lafit sich ermitteln, dass die Optische Schichtdicke iuq strepavidin =
A+ B -iuqg apmp. Der Faktor A =5,52+1,0 ist, Faktor B = 0,68 £0, 28. Uber diese Gleichung
148t sich anhand der experimentell bestimmten Polymerdicke extrapolieren, wie hoch der Anteil

an aktiven Rezeptoren ist.
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Abbildung 4.48: Skizzierte Darstellung des automatisierten Schichtvermessungssystems.
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Abbildung 4.49: Optische Schichtdickenéinderung durch Polymerbeschichtung von Glas mit
AMD.
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Fazit:

e Die physikalische Schichtdicke des Polymers AMD a8t sich durch die Optische Schicht-
dickenédnderung ermitteln. Die Polmerdicke zwischen 18 — 36 nm wird durch Ellipsome-

triedaten bestatigt.

e Um so hoher die Polymerdicke von AMD (in Losung), desto grofier die Maximalbela-
dung der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung. Die Korrelation ist beschreibbar durch die

Geradengleichung it sirepavidin = 9,92 + 0,68 - it anp-

e Matching-Fliissigkeit bzw. Glasverkippung liefert einen Fehler in der absoluten Optischen
Schichtdicke von 41000 7u,. Aus diesem Grund ist es nicht moglich die unspezifische
Bindung von Ovalbumin an Polymer zu detektieren, da der Fehler durch wiederholtes

Ein- und Ausbauen grofler ist als das Bindungsignal von Ovalbumin.

4.4.1.3 Polyethylenglykol (PEG)

Analog dem vorherigen Abschnitt wurden Transducer mit PEG belegt. Die Dicke der PEG-
Schicht errechnet sich zu 9 — 27 nm. Nach MUTSCHLER [49] haben PEG-Schichten eine Dicke
von zy £ zy nm. Die Untersuchungen sind in Abbildung 4.51 und 4.52 dargestellt. Aus dieser
1488t sich ermitteln, das die Optische Schichtdicke tuq, strepavidin = A — B - iuq, prg. Der Faktor
A =2 66+0,27 ist, Faktor B = 0,39 + 1,0.

Im Gegensatz zum AMD, nimmt die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung mit zunehmender
PEG-Beladung des Transducers ab. Bindet man an biotinyliertes PEG Anti-Biotin-Antikérper
bzw. Streptavidin, so erkennt man bei beiden Wechselwirkungen eine Korrelation untereinander.
Diese 1&8t sich beschreiben durch die Gleichung iua, anti— Biotin = A+ B iUa, Streptavidin- Der Faktor
A=1,740,45 ist, Faktor B =1,19 40, 27.

Fazit:

e Die physikalische Schichtdicke des Polymers PEG 1&t sich durch die Optische Schicht-
dickenédnderung ermitteln. Die Polymerdicke zwischen 9 — 27 nm wird durch Ellipsome-

triedaten bestétigt.

e Je hoher die Polymerdicke von PEG (in Losung), desto geringer die Maximalbeladung
der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung. Die Korrelation ist beschreibbar durch die Ge-

radengleichung i, strepavidin = 2,66 + 0,39 - ity prg-

e Die Anti-Biotin-Bindung 148t sich beschreiben durch die Gleichung g anti—Biotin = 1, 7+

1, 19 - iuoa,Streptavidin~
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122



optische Schichtdickendifferenz (Anti-Biotin) [kiu ]

o
o

45 . =
5 4
|
| |
m ==
4,0-
] [ |
3,5 4
Ny
]
]
|
]
3.0 Y=A+B*X
,
. Parameter Wert  Fehler
A 169757 0.4538
E | B 1.18528 0.2734
|
25 L R s N P
) 0.72462 0.46099 19 44951264
L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L)
| |

| | | | | | | | | |
06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
optische Schichtdickendifferenz (Streptavidin) [kiu ]

Abbildung 4.53: oD-Signal Anti-Biotin in Abh. vom Streptavidin-Signal.
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Abbildung 4.54: Prinzipieller Ablauf einer Messung mit zwei Zyklen.

4.4.1.4 Carboxymethyldextran (CMD)

4.4.1.4.1 Unsperzifitiat

Die Unspezifitat der mit CMD modifizierten Oberflichen wurde mittels RIfS iiber die Gleich-
gewichtsbeladung bei Adsorption des Proteins Ovalbumin (OVA; 1 mg/mL) gemessen. Die
Messungen liefen in zwei Zyklen ab, bestehend aus Adsorption des Proteins mit anschlieender
Regeneration je Zyklus. Da die Oberfldche erst nach dem ersten Regenerationsschritt sauber
und frei von anderen eventuell adsorbierten Molekiilen war, wurde die zweite Bindungskur-
ve fiir die Auswertung herangezogen. Der prinzipielle Ablauf einer Messung ist in Abbildung
4.54] gezeigt. Es sollten unterschiedliche CMD—-Schichttypen untersucht werden, die sich in ihrer

Praparation durch Variierung folgender Parameter unterschieden:
e Reaktionszeit der Polymerlosung mit der silanisierten Oberfléiche

e Konzentration der Polymerlésung
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Verdiinnung | Mittelwert [ius150]

CMD 1:10 52 £ 45
CMD 1:5 101 £ 43
CMD 1:3 86 £ 64

Tabelle 4.6: Mittelwerte der unspezifischen Bindung der verschiedenen Verdiinnungen bei Re-
aktionszeit von drei Stunden.

e Durchmischung der Polymerlosung wihrend der Inkubation

Es wurden Reaktionszeiten von drei Stunden und iiber Nacht (~ 18 Stunden), sowie Polymer-
verdiinnungen 1 : x mit x = 3, 5, und 10 (1 mg CMD in x uL bidestilliertem Wasser) untersucht.
Die Parameter fiir die Durchmischung sind in Tabelle 4.8 wiedergegeben.

Die beschichteten, trockenen Transducer wurden in das RIfS—Gerét eingebaut und vor jeder
Messung mindestens 10 min mit Puffer gespiilt, um eine Equilibrierung der Schicht im PBS-
Medium zu bewirken. Anschlieend wurde das jeweilige Charakterisierungsprogramm iiber die

Software Measure ausgefiihrt.

Konzentration und Reaktionszeit

Durch Variation der Konzentration und Reaktionszeit bei der Préaparation der Transducer soll-
te ein optimales Protokoll fiir die Beschichtung erstellt werden. Dabei sollten die Oberflichen
moglichst geringe unspezifische Adsorption von OVA sowie eine gute Reproduzierbarkeit zei-
gen. Hierfiir wurde eine kurze Reaktionszeit von drei Stunden einer langen gegeniibergestellt,
und durch die drei Verdiinnungen der beiden Inkubationszeiten die Unspezifitit gepriift. Fiir
jeden Oberflichentyp wurden acht Transducer der Gréfle 1,2 x 1,2 x 0,1 em? pripariert und

vermessen.

Inkubation iiber 3 Stunden

Die geringste unspezifische Adsorption von OVA zeigte sich fiir die Verdiinnung 1:10, die grofite
fiir die Verdiinnung 1:5. Die Reproduzierbarkeit der Oberflaichen war relativ schlecht, erkenn-
bar an den hohen Standardabweichungen. Anhand dieser hohen Fehlerbreiten war keine Ge-
setzméaBigkeit in der Qualitdt der Beschichtungen erkennbar. Tabelle 4.6 zeigt die Zahlenwerte

der unspezifischen Adsorption.

Inkubation iiber Nacht
Die iiber Nacht hergestellten CMD-Schichten zeigten eine signifikante Verbesserung der Unspe-
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Verdiinnung | Mittelwert [ius150]

CMD 1:10 43 £ 29
CMD 1:5 44 £+ 16
CMD 1:3 44 £ 34

Tabelle 4.7: Mittelwert der verschiedenen Verdiinnungen bei Reaktionszeit iiber Nacht.

zifitdt und der Reproduzierbarkeit. Deutlich erkennbar ist die fast gleiche, geringe Unspezifitéit
von weniger als 50 pm fiir alle drei Verdiinnungen. Die Konzentrationsunterschiede in den un-
tersuchten Verdiinnungen bewirkten somit kaum einen Effekt auf die Adsorption von OVA.
Gegentiiber einer Reaktionszeit von drei Stunden zeigten diese Schichten eine Verbesserung um
den Faktor 1,5 fiir die Unspezifitéit, eine Verbesserung um den Faktor zwei fiir die Reproduzier-
barkeit. Fiir die Beschichtung der Transducer schien die Verdiinnung 1:5 am besten geeignet
zu sein, da sie sich von den anderen beiden in einer deutlich besseren Standardabweichung

unterschied.

Mischung wihrend Inkubation

Bei den bisher hergestellten CMD-Oberflichen befand sich die Polymerlosung wihrend der Re-
aktion mit der silanisierten Oberfldche in Ruhe. Hierbei gelangten die Polymermolekiile in der
Losung nur durch Diffusion an die Oberflache, um dort mit den Epoxy-Funktionen des Silans
zu reagieren. Wie sich gezeigt hatte, sollte die Reaktion mindestens iiber Nacht verlaufen, da
die Oberflichen sonst durch das Polymer nicht ausreichend genug abgeschirmt werden.

Mit Hilfe des ArrayBoosters™ sollte untersucht werden, ob sich durch Mischen der Poly-
merlosung die Inkubationszeit ohne Verschlechterung der Unspezifitéit herabsetzen liel. Es wur-
den ausschliefllich Polymerlésungen mit der Verdiinnung 1:5 verwendet. Der ArrayBooster™

ldsst sich in folgenden Parametern variieren:

e Dauer der Inkubation

Temperatur in der Inkubationszelle

Schwingungsfrequenzen der Transducer—Elektroden

Schwichung der Schwingungsamplitude, d. h. die Stiarke der Durchmischung

Misch- und Ruheintervalle innerhalb der Inkubationszeit

In Tabelle 4.8 sind die Parameter der jeweiligen Beschichtungsreihen angegeben.
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t [h] | Att [db] | m [s] | r [s]
R1
Silanisierung 1 8 30 0
Umsetzung mit Polymer 2 8 30 0
R2
Silanisierung 1 3 30 0
Umsetzung mit Polymer 1 3 30 0
R3
Silanisierung 1 3 20 10
Umsetzung mit Polymer 1 3 20 10

Tabelle 4.8: Parameter der Beschichtungsreihen.

t ist hierbei die Dauer der Inkubation, Att die Schwichung der Schwingungsamplitude, m die

Dauer des Mischintervalls und r die Dauer des Ruheintervalls. Die Schwingungsfrequenzen der
beiden Transducer— Elektroden (rv; = 146 M Hz, vs = 157 M Hz) und die Temperatur in der
Zelle (T = 25 °C') wurden nicht variiert.

Da die Transducer der Groe 1,2 x 1,2 x 0,1 em?® mit dem ArrayBooster™ nicht kompatibel
waren, wurden je Beschichtungsreihe vier Transducer mit jeweiliger Gréfle von 7,5 x 2,5 x 0,1
cm? verarbeitet. Um eine Bewertung der so hergestellten Slides vornehmen zu kénnen, wurden
diese mit manuell beschichteten Slides derselben Grofie beziiglich ihrer Unspezifitét verglichen.
Die manuell angefertigten Oberflichen wurden nach dem Protokoll aus Abschnitt 3.3 herge-
stellt, die Inkubationszeit betrug jedoch bei der Umsetzung mit Polymer nur eine Stunde.

Mit dem ArrayBooster™ lieB sich die Inkubationszeit der Polymerlésung herabsetzen, ohne
daB eine erhohte unspezifische Adsorption beobachtet wurde. Eine Verringerung der Amplitu-
denschwéchung von 8 dB auf 3 dB, d. h. eine stédrkere Mischung der Polymerlosung, bewirkte
eine Verbesserung der Unspezifitit um den Faktor vier. Ein Wechsel zwischen Misch- und
Ruhe-Intervallen wiahrend der Inkubation war sowohl fiir die Unspezifitiat als auch fiir die Re-
produzierbarkeit der Schichten férderlich (Tabelle 4.9).
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Reihe | Mittelwert [iuss0]
M 412 4+ 168
R1 97 £ 31
R2 23 + 37
R3 17 £ 19

Tabelle 4.9: Mittelwerte der unspezifischen Bindungen der im ArrayBooster™ hergestellten
CMD-Schichten.

Fazit:

e Bei Reaktionszeiten von drei Stunden wiesen die CMD—-Schichten schlechte Unspezifitdten

auf.

e Bei Reaktionszeiten iiber Nacht erhielt man fiir alle drei Konzentrationen gute Unspezi-
fitdten, desweiteren zeigte die Verdiinnung von 1 mg CMD in 5 pL eine um den Faktor

zwei bessere Reproduzierbarkeit gegeniiber den anderen beiden Verdiinnungen.

e Eine Erhohung der Inkubationszeit wirkte sich positiv auf die Unspezifitdt der Schichten

aus.

e Das Protokoll der Wahl fiir CMD-Beschichtungen sind eine Reaktionszeit iiber Nacht und
eine Verdiinnung von 1 mg CMD in 5 ul .

e Bei der Verwendung des ArrayBoosters™ bewirkten sowohl eine Erhohung der Schwin-
gungsamplitude als auch ein Wechsel zwischen Misch- und Ruhelntervallen eine Verbes-

serung der Unspezifitdt der Oberflichen im Vergleich zu manuell gefertigten Schichten.

4.4.1.4.2 Maximalbeladung der CMD-Oberflichen

Die Maximalbeladung, und damit ein Maf} fiir die Anzahl an aktiven Bindungsstellen, wurde
iiber das System Biotin/Streptavidin ermittelt. Hierfir wurden die CMD-Oberfldchen (Verdiinnung
1:5) biotinyliert. Die Transducer wurden wihrend einer Messung zuerst mit Regenerationslésung
gespiilt, dann mit OVA (¢ = 1 mg/mL) auf Unspezifitat gepriift und anschliefend mit Strep-
tavidin (¢ = 50 pg/mL) die Maximalbeladung getestet. Es wurden acht Transducer vermessen.

Ein prinzipieller Ablauf ist in Abbildung 4.55/ gezeigt.
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Abbildung 4.55: Prinzipieller Ablauf einer Messung auf Maximalbeladung.
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Abbildung 4.56: Unspezifitdt der biotinylierten CMD-Oberflachen.

Unspezifitit der biotinylierten Oberflichen

Die CMD-Oberflichen zeigten nach der Umsetzung mit Biotinhydrazid eine erhéhte unspezi-
fische Bindung gegeniiber den nicht-biotinylierten Schichten. Dies kann bei hohem Funktio-
nalisierungsgrad der Oberflache vorkommen. Dabei geht das Protein entweder unspezifische
Wechselwirkungen mit der Biotin—Gruppe ein, die umgesetzten Carboxylgruppen stoflen durch
die verlorengegangenen negativen Ladungen die Protein-Molekiile weniger ab, oder die Anord-
nung des Polymers auf der Oberfliche hat sich mit dem Reaktionsschritt verédndert, wodurch
das Substrat wieder in Kontakt mit der OVA-Losung treten konnte [56]. Die Bindungskurven
von 1 mg/mL OVA sind in Abbildung 4.56 gezeigt. Fiir die unspezifische Bindung von OVA er-
gab sich ein Mittelwert von 158 4+ 90 pm. Im Vergleich zu den nicht-biotinylierten Oberflichen

bedeutete dies eine um den Faktor drei hohere unspezifische Bindung.
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Abbildung 4.57: Maximalbeladung der CMD-Oberfléchen.

Maximalbeladung der biotinylierten Oberflaichen

Die Bindungskurven von 50 pg/mlL Streptavidin an das biotinylierte CMD sind in Abbildung
4.57 dargestellt. Der Mittelwert fiir die spezifische Bindung betrug 2649 + 218 pm. Im Ver-
gleich hierzu zeigten biotinylierte Aminodextran(AMD)-Schichten bei spezifischer Bindung von
50 ug/mL Streptavidin eine Schichtdickenzunahme von 12 bis 18 nm [9)].

Durchmischung

Die mit dem ArrayBooster™ hergestellten CMD-Schichten wurden ebenfalls auf Maximalbe-
ladung gepriift. Nach Biotinylierung iiber das Protokoll aus Abschnitt 3.3 wurde wieder mit
1 mg/mL OVA die unspezifische, mit 50 pg/mL Streptavidin die spezifische Bindung gemes-
sen. Aus diesen Abbildungen und der Tabelle [4.10 ist ersichtlich, dass die manuell gefertigten

Schichten eine grofle unspezifische Adsorption, aber auch ein hohes Gleichgewichtssignal fiir
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Reihe | Unspezifitit [iusi50] | GG-Beladung [ius 5]

Manuell 419 + 17 3177 £ 92
R2 66 £+ 2 2817 + 43
R3 118 + 91 2533 + 386

Tabelle 4.10: Mittelwerte der unspezifischen und spezifischen Bindungen nach Biotinylierung
der im ArrayBooster™ hergestellten Oberflichen.

die spezifische Bindung zeigen. Im Gegensatz hierzu findet man bei mit dem ArrayBooster™
hergestellten Oberflichen eine geringere unspezifische Bindung von OVA sowie ein niedrigeres
Gleichgewichtssignal fiir die Bindung von Streptavidin an das immobilisierte Biotin. Es ist zu
vermuten, dass mehr Carboxyl-Funktionen des Polymers durch Mischen der Lésung mit den
Epoxy—Gruppen der silanisierten Oberflache reagieren und das Substrat dadurch besser abschir-
men. Somit bleiben aber weniger aktive Bindungsstellen fiir die Umsetzung mit Biotinhydrazid
frei, was dann den Verlust an Signalstérke bei spezifischer Bindung bewirkt.

Wie aussagekriftig diese Ergebnisse sind, ist aufgrund von nur zwei Messungen je Reihe frag-

lich. Ein Trend ist jedoch erkennbar.
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Fazit:

e Nach Biotinylierung der CMD-Oberflichen wiesen diese Schichten eine um den Faktor
drei schlechtere Unspezifitit auf.

e Die hohere unspezifische Adsorption des Proteins konnte entweder von der Wechselwir-
kung mit den eingefiihrten Biotingruppen oder von Wechselwirkungen mit dem Substrat
herriihren. Bei der Aktivierung der Oberfliche und Umsetzung mit Biotinhydrazid wurde
eventuell die Konformation der immobilisierten Polymere verdndert und dadurch ein Teil

der Oberflache freigelegt.

e Beschichtungen im ArrayBooster™ fiihrten, im Vergleich zur manuellen Verarbeitung, zu
einer Erniedrigung sowohl der unspezifischen als auch der spezifischen Bindung. Bei Mi-
schung der Polymerlosung wihrend der Inkubation konnten mehr Carboxyl-Funktionen
des Polymers an die Oberfliche binden. Damit standen fiir die Umsetzung mit Biotinhy-

drazid weniger aktive Bindungsstellen zur Verfiigung.

133



100

80 -

60 -

40 -

Interferenzspektrum

T T T T T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 750

Wellenlange (nm)

Abbildung 4.58: An experimentelle Daten angepasstes simuliertes Interferenzspektren.

4.4.1.5 Schichtanalyse

Um von einer optischen Schichtdickendnderung auf eine physikalische Schichténderung zu schlie-
Ben, wurde — analog zur Ellipsometrie — ein Anpassungsalgorithmus programmiert der sich ite-
rativ mit einem simulierten Interferenzspektrum an experimentell ermittelte Spektren anpasst.
Als Versuch wurde von Schichtsystemen « (sieche Abschnitt 4.3.3.2) an Luft Interferenzspektren
aufgenommen und diese dem Algorithmus iibergeben. Als Ergebnis folgten Daten wie in Tabelle
4.11 dargestellt. Die etwas niedrigere Dicke des SiO, riithrt von der mehrfachen Behandlung des
Glaspléattchens mit Piranha her.

Fazit:

e Der interative Anpassungsalgorithmus von VirtuRIfS liefert Ergebnisse, die eine repro-

duzierbare Schichtsystemanalye gewéhrleistet.
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Mittelwert (nm) SD (nm)

SiO2.thickness 320,04067 1,66161
AMD.thickness 3,43733 2,00414
SiO2.n 1,41403 0,02628

AMD.n 1,6037 0,0064

Tabelle 4.11: Ermittelte physikalische Parameter des Anpassungsalgorithmus.

4.4.2 Oligonukleotide
4.4.2.1 Hybridisierung

4.4.2.1.1 Parallel aufgenommene Hybridisierungskurven

Bis dato wurden keine Affinitdtskonstanten von Oligonukleotidwechselwirkungen mit Hilfe ei-
nes parallelen RIfS-Setups ermittelt. SAUER [67] ermittelte Affinitdtskonstanten fiir Oligo-
nukleotidwechselwirkungen am Einzelplatz. JUNG [39] hat Messungen am parallelen System
durchgefiihrt, aber nur qualitative Ergebnisse erhalten. Er beschichtete die Detektionsflache
ganzflachig mit den Rezeptormolekiilen. Er verwendete kein Spotting-Protokoll. Desweiteren
nutzte er keine Flufizelle fiir diese Messungen. Die folgende Messung wird die qualitative Mes-
sung von gespottenen Oligonukleotid Arrays im Flufl zeigen (siehe 4.59). Diese Messungen
wurden reproduzierbar mit dem Detektionsgerét der 3. Generation aufgenommen. Abbildung
4.59 zeigt die Bindungskurve eines Spots. Allerdings ist wie bei JUNG eine sehr hohe Ligand-
Konzentration mit 10 pg/mL eingesetzt worden, die zwar eine spezifische Wechselwirkung iden-
tifiziert, eine konzentrationsabhéngige Messreihe zur Bestimmung kinetischer Ratenkonstan-
ten aber unméglich macht. Die Konzentration des immobilisierten Rezeptors ist in Abschnitt
3.3 angegeben. Wie man der Abbildung entnehmen kann ist das SNR-Verhéltnis maximal
SNR =5 — 6. Insofern ist eine quantitative Bestimmung der Ratenkonstanten nicht moglich,
da das SNR > 30 sein sollte. Unabhéngig von den Eigenschaften der Meapparatur gilt es
die Immobilisierungsparameter zu optimieren, damit auch Affinitdtskonstanten aufgenommen
werden konnen. Eine moglichst hohe maximale Beladung unterstiitzt dieses Vorhaben. Momen-
tan zeigen Spots des Durchmessers 150 bis 250 pm eine schlechtere Beladung als ein Spot von
2 mm Durchmesser. Dies erschwert eine Signalaufnahme der Wechselwirkung in dem grofien
Rauschen der Meflapparatur.

Anzunehmen wire, dass mit steigender Kettenldnge der DNA-Framente die Anzahl der Dipole
im Molekiil steigt. Dadurch sollte die Wechselwirkung mit den Sonden (Photonen) und somit
die Signalehthe der Optischen Schichtdicke steigen. Wie NEFF [51] jedoch zeigen konnte, ist
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Abbildung 4.59: Spezifische DNA-Bindung eines 45mers (10pL/mL) an immobilisiertes 24mer.
Zu sehen sind die Phasen: Puffer, Anbindung, Regeneration, Puffer, Anbindung.
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der Zusammenhang zwischen DNA-Kettenléinge und RIfS-Signal nicht linear, weshalb das Ver-

messen unterschiedlicher DNA-Fragmente erschwert ist, besonders in Realproben.

Fazit:

e Qualitativ, spezifisch und reproduzierbar sind Oligonukleotid-Wechselwirkungen mit Hilfe
des miniaturisierten, parallelen Gerédts der 3.ten Generation im Flufl detektierbar. Das

SNR ist kleiner 6 bei eingesetztem Oligonukleotid (45mer) der Konzentration 10 ug/mL.

4.4.2.1.2 Auswertung der Ratenkonstanten

Nach S1GMUNDSSON [70] kann eine kinetische Bindungskurve zur Bestimmung der massen-
transportlimitierten Ratenkonstanten herangezogen werden. Die im Anhang ab Seite [164 an-
gegebenen Parameter sind notwendig, um eine Bindungskurve durch Simulationsrechnungen
vollstandig zu beschreiben. Durch das Brechungsindexinkrement und den RIfS-Signal / Gam-
ma Quotienten ist es moglich eine massentransportkontrollierte Wechselwirkung aus optischen
Schichtdickensignalen zu ermitteln.

In Abbildung 4.60 werden simulierte Bindungskurven dargestellt.

Fazit:

e Ein in VirtuRIfS implementierter Anpassungsalgorithmus kann eine massentransport-
kontrollierte Bindungskurve an Bindungskurven der Optischen Schichtdicke angleichen.

Er ermoglicht sowohl die Bestimmung von Raten, als auch von Diffusionskonstanten.

e Kennt man das Brechungsinkrement der zu bindenden Komponente, 148t sich die physi-

kalische Dicke wahrend der molekularen Wechselwirkung bestimmen.

4.4.2.2 Schmelzkurven

Wihrend meiner Dimplomarbeit [79] wurden diverse temperierbare Fluizellen genutzt und un-
tersucht. Eine Zelle nutzte als FluBizelle das Material Polyetheretherketon (PEEK) und eine
andere eloxiertes Aluminium (ALU). Beide besaflen nur eine einseitige Heizspirale wodurch
immer ein Temperaturgradient von oder zur Normalen der Transduceroberfliche vorherrschte.
Dadurch stimmten die eingestellten Temperaturwerte am Regler, welcher seinen Temperatur-
sensor auf der Flulzellenriickseite hatte, nicht mit den real vorherrschenden Temperaturen in
der Flufizelle iiberein. Aus diesen zwei Griinden wurde die in dieser Arbeit genutzte zweisei-
tig temperierbare Zelle entwickelt. Alle in der Diplomarbeit angegebenen Temperaturwerte (in
Diagrammen) beziehen sich auf die jeweilige Temperatur, die auf der Transducer-Riickseite ge-

messen wurde. Die ,,wirkliche“ Temperatur an der Transduceroberfliche liegt somit zwischen der
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Abbildung 4.60: Simulierte massentransportkontrollierte Bindungskurven.
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Abbildung 4.61: Aufgenommen Schmelzkurve des OIA4-OIA3-Doppelstrangsystems mit be-
rechnetem Schmelzpunkt nach Glg. 2.2

gemessenen Temperatur auf der Riickseite und der Eingestellten des Reglers. Spétere Schmelz-
punktberechnung vom Doppelstrang OTA4-OIA3 zeigte, dass diese Angaben nicht korrekt sind.
Die Ergebnisse sind korrekter, wenn sie auf die Temperaturwerte des Reglers bezogen werden
(Abbildung 4.61). Somit miissen die Diagramme immer mit den Tabellen 4.1 bzw. 4.2 in der
Diplomarbeit korrigiert werden. Dies gilt speziell fiir die Werte, welche mit der Aluminium-
Zelle gemessen wurden. Bei der PEEK-Zelle ist diese Umrechnung nicht ganz korrekt, da diese
nachgewiesen keine 100%ige Warmeiibertragung zur Oberfliche gewéhrleistet.

Der berechnete Schmelzpunkt stimmt nur mit den experimentell bestimmten Werten iiberein,
wenn die Reglertemperatur als Temperatur auf der Transduceroberfliche angenommen wird.
Die Interpretation in der Diplomarbeit, dass sich in der PEEK-Zelle die Transduceroberflédche

nicht richtig erwarmt, sollte richtig sein, denn ein Temperaturgradient sollte das Gleichgewicht
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Abbildung 4.62: Oberflichenbeladungskorrigierte Hybridisierungskurve des OIA4-OIA3-
Systems.

der Hybridisierung verschieben. Eine Zunahme der Belegung mit der Temperatur macht nur
dann Sinn, wenn weniger Teilchen (durch Gradient) wegdiffundieren kénnen als hindiffundieren
und allein die Diffusion die DNA auf die Oberfliche transportiert. Dadurch wird mit héherer
Temperatur mehr auf die Oberfliche getragen (stérkere Diffusion). Es kann keine diffusions-
freie DNA-DNA-Wechselwirkung beobachtet werden, welche genau entgegengesetztes Ergebnis
liefern sollte. Diagramm 4.62 ist noch einmal der Beweis, dass nicht nur die Abnahme der Be-
legungsdichte der Oberfliche gemessen wurde, da bei den hier vorkommenden Messungen auf

Maximalbelegung normiert wurde (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Kapitel 5
Zusammenfassung und Ausblick

», Would you tell me, please, which way I ought to go from here 7*

, That depends a good deal on where you want to get to“ , said the Cat.
I don’t much care where ..., said Alice.

» Then it doesn "t matter which way you go“,said the Cat.

»,90 long as I get somewhere“, Alice added as an explanation.

,Oh, youre sure to do that®, said the Cat. ,If you only walk long enough.*

LEwis CARROLL

5.1 Zusammenfassung

Mit Hilfe der RIfS sollte ein Gensensor realisiert werden. In dieser Arbeit wurden die Ein-
schrankungen dieses parallelen Detektionssystems qualitativ und quantitativ analysiert. Die
signalerzeugenden (Lichtquelle), signalumwandelnden (Transducer und Polymeroberflache), si-
gnalmessenden (CCD-Detektor) und signalverarbeitenden (Datenverarbeitung und Algorith-
men) Komponenten des parallelen Systems wurden untersucht. Hierzu wurden Messungen am
Einkanalsystem und verschiedenen parallelen Detektionssystemen durchgefiihrt. Die Reprodu-
zierbarkeit der Oberflichenchemie wurde analysiert und verbessert. Schlieilich wurden techni-
sche Anderungen an RIfS- Systemen entwickelt, die erstens temperaturabhingige Messungen
und zweitens, die markierungsfreien Messungen von Hybridisierungsvorgéangen auf Mikroarrays
ermoglichen. Zusammenfassend erweist sich die RIfS als paralleles Detektionsystem fiir die Be-
trachtung von Oligonukleotidwechselwirkungen als zukunftstrachtig. Im Einzelnen wurden im
Verlaufe dieser Arbeit folgende Ergebnisse erzielt: Ein CCD-Detektor wird durch die Elektro-
nenkapazitéit des Einzelpixels, die Dynamik und Bildmessrate limitiert. Beschreiben 14t sich

diese Limitierung durch die Poisson-Verteilung. Ein Vergleich der theoretischen Grenze von
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CCD- Detektoren mit ihrer experimentellen Grenze ergibt, daf§ sich die theoretischen Grenzen
bei High-End CCD-Kameras nicht erreichen lassen. Als kleinste Poisson- Verteilung ergibt sich
pro Pixel ein Rauschen von 0,5 40, 15 %p;.

Die als Weisslichtquelle genutzte Hall00 von Zeiss zeigt ein zeitliches Rauschen von 0,1 +
0,1 % Dieser Wert fiihrt dazu, dafi durch Offline-Referenzierung bei einer Pixelsummierung
von mehr als 20 x 20 Pizel keine Verbesserung des Ergebnisses erreicht wird. Unterschritten
wird dieser Grenzwert nur durch Online-Referenzierung. Geht man jedoch von der gegebenen
Bildauflésung der SVGA PCO Kameras aus, so ergibt sich eine maximale Pixelanzahl pro Mes-
spunkt von 50 x 50 Pizel wenn man mindestens 400 parallele MeSpunkte (Spots) aufnehmen
mochte. Beide Referenzierungsstrategien sind mit Hilfe einer zeitlichen und o¢rtlichen Bildfeh-
lersimulation qualitativ und quantitativ verstehbar.

Jedoch ist das Bildrauschen unabhéngig von der Spotgrofie, d.h. des Abbildungsmafistabes.
Eine Verbesserung des Intensitédtsrauschen pro Spot ist nur durch Pixelbinning oder zeitliche
Aufsummierung moglich.

Der in dieser Arbeit aufgebaute parallele RIfS-Sensor liefert ein 25x bessers Ergebnis (Rau-
schen) als der vorhergehende MiniRIfS-Aufbau nach JuNG. Ein Faktor 5 kommt durch die
bessere Bildhomogenitét (optische Verbesserung) und die groere Signaldynamik zustande, ein
weiterer Faktor 5 durch die hohere Mefigeschwindigkeit und die zeitliche Aufsummierung der
30 Einzelspektren (zeitliche Verbesserung).

Die Optische Schichtdicke ist abhéngig vom physikalischen Schichtsystem, Einstrahlwinkel und
dem MeBsystem. Aus diesem Grund wurde die Optische Schichtdickeneinheit iu (interference
unit) definiert, die eine exakte Angabe aller eingehenden Parameter erlaubt. Dadurch ist es
moglich, die Fehler der entspechenden Systeme auf eine vergleichbare Basis zu stellen.

Durch eine Korrelation zwischen Bildrauschen und Optischem Schichtdickenrauschen 148t sich
ein absolutes Maf} fiir die Detektionsgiite eines parallelen Systems angeben. Fiir das Stereo-
mikroskop-System ist dieser Faktor 1540+160 iu. /%y, wobei das Signalrauschen /Signaldynamik
1,84 % 1,10 %100%Signatdynamik,1x1pPizer DetTégt. Fiir das System ¢ und e errechnet sich ein mini-
maler Umrechnungsfaktor von 200 ius ¢/ %opi:-

Zur Auswertung der Interferenzspektren in Optische Schichtdickenspektren wurde eine modi-
fizierte cos-Funktion entwickelt, mit deren Hilfe es moglich ist, die Ordnung von Extremas
in dispersionsverzerrten Interferenzspektren ohne Nebenextrema zu bestimmen. Das Optische
Schichtdickenrauschen nimmt mit abnehmendem Nutzsignalanteil ab. Fiir das System « ist die
Korrelation 43 - iu, — 0,145 -iu,/% bei einem Intensitétsrauschen von 1 %/bit.

Als alternatives Detektionssystem wurde ein winkelabhingiges RIfS-System durchgerechnet,
um eine Verbesserung zu erzielen. Jedoch zeigt eine Winkelabhéngigkeit schlechtere Schicht-

dickensignale, weshalb es sich nicht fiir ein paralleles Detektionsystem eignet.
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In Abhéngigkeit der Temperatur gibt es Faktoren, die eine Zunahme und eine Abhnahme der
Optischen Schichtdicke bewirken. Die optische Schichtdicke nimmt schnell mit Zunahme der
Temperatur ab. Als Ursache konnte eine Intensitédtszunahme im Interferenzspektrum festge-
stellt werden, welche durch den abnehmenden Brechnugsindex des Superstrats hervorgerufen
wird. Die langsame Zunahme der Optischen Schichtdicke wird vermutlich hauptséchlich durch
die Dampfung des Lichtleiters verursacht. Ein weiterer Faktor ist die Brechungsindexzunahme
und die Ausdehnung der Schichten des Glas-Transducers.

Die physikalische Schichtdicke des Polymers AMD 148t sich durch die Optische Schichtdickenénde-
rung ermitteln. Die Polmerdicke zwischen 18 — 36 nm wird durch Ellipsometriedaten bestétigt.
Fiir PEG ergibt sich ein Wert zwischen 9 — 27 nm.

Zur Verbesserung der Polymerhomogenitéit auf der Oberfliche wurde der ArrayBooster der
Firma Advalytix genutzt. Die Homogenitét verbesserte die Unspezifitdt um einen Faktor 3-4.

Desweiteren reduziert es die Reaktionszeit der Polymerbeschichtung von 8 Stunden auf 1 Stun-
de.
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5.2 Ausblick

Mit dem Marktauftritt des markierungsfreien Detektionssystems BIAffinity der Analytik Jena
AG in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. GAUGLITZ erhilt die Reflek-
tometrische Interferenzspektroskopie Einzug in die industrielle und universitdre Anwendung.
Es ist zu erwarten, das sich dieses Detektionsprinzip auch auf den Biochip-Markt ausdehnt.
Die markierungsfreie Biochip-Detektion von Oligonukleotiden ist eine Hiirde fiir jedes biomo-
lekularer Detektionverfahren, da diese mit ihrem Molekulargewicht auch nur kleine Signale
gegeniiber groflen Molekiilen liefert. Mit Hilfe der in dieser Arbeit neu konzipierten parallelen
Detektionseinheit stellt sich bei idealer Oberflichenchemie (optimale Maximalbeladung) ein
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis > 300 ein, wenn im 30 s Abstand Spektren aufintegriert werden.
Mit einer schnelleren CCD-Kamera kann dies noch bis zu einem SN R > 1000 gesteigert werden.
Alle anderen am Markt existierenden markierungsfreien parallelen Detektionsysteme nutzen die
Oberflichenplasmonenresonanz (SPR) als Prinzip. Der FlexChip™ der Firma HTS Biosystems
[8] nutzt Grating-Coupled Surface Plasmon Resonance (GCSPR) und als Nachweisgrenze wird
fiir dieses System eine Molekulargewicht von 8000 Dalton angegeben. Die Firma Applied Bio-
systems bietet das Gerét ,8500 Affinity Chip Analyzer® an. Beide Systeme geben 400 Spots
als obere Grenze an. Die Firma GenTel verspricht, Ende 2004 ein weiteres auf SPR beruhendes
Chip-System auf den Markt zu bringen [23]. RIfS ertffnet ein robustes Detektionsystem fiir mi-
niaturisierte Chip-Anwendungen mit dem sich Molekiile unter 8000 Dalton detektieren lassen.
Dies eroffnet sowohl fiir die Oligonukleotid-Analytik, als auch fiir die parallele Proteinanalytik
ein weites analytisches Gebiet. Auch im Bereich therapeutisch oder diagnostisch einzusetzender
Biomolekiile, wie Antikorpern oder antikorperdhnlicher Affinitatsbindern, ist das Potenzial der
markierungsfreien Mikroarrays offensichtlich [34]. Sobald in hohem Durchsatz Bindemolekiile
unter gleichzeitiger Affinitdtsbestimmung detektiert werden kénnen, kann die Entwicklungsdau-
er solcher Molekiile betréchtlich gesenkt werden. Wie NEFF [51] feststellte sind besonders bei
markierungsfreien Methoden die spezifischen Wechselwirkungen in Realproben problematisch.
Weitere Untersuchungen auf dem Gebiet neuer spezifischer Oberflichen erlauben solche Mes-
sungen [5]. Auch durch eine Aufreinigung oder Amplifikation der Proben kann diese Methodik
vielversprechend das diinn besiedelte Gebiet der markierungsfreien biomolekularen Wechselwir-

kungsanalytik erweitern.

144



Kapitel 6

Anhang

6.1 VirtuRI{S

6.1.1 Modelle und Randbedingungen

Im Folgenden werden zwei grundlegende Modellrechnungen fiir Interferenzschichtsysteme dar-
gestellt, wobei nur das erste der beiden Modelle im Programm VirtuRIfS realisiert wurde. Fiir
das zweite Modell wurden programmiertechnisch schon alle Grundsteine gelegt, insofern steht
einer Implementierung des Algorithmus nichts mehr im Wege. Beide Modelle wurden mit einer
neuen Nomenklatur versehen, damit sie verglichen werden kénnen und {ibersichtlich bleiben.
Im Gegensatz zum ersten Modell, kann man mit Hilfe des Zweiten die Absorption der Interfe-

renzschichten beriicksichtigen.

6.1.1.1 Modell nach Fowles iiber Transfer-Matrixrechnung

Folgende Randbedingungen gelten fiir das Vielschichtmodell nach FOWLES:
e Paralelle Strahlen
e Vollstéandige Koherénz des (reflektierten) Lichtes
e Ideal transparente homogen isotrope Schichten planparallele Schichten (keine Streuung)
e Absorption wird nicht beriicksichtigt

Nach FOwLES [20] ist fiir jede Schicht m der Brechungindex n, und die physikalische Schicht-
dicke d,,, bekannt. Fiir jede Interferenzschicht existiert eine Uberfithrungsmatrix der Schichten
m — 1 bis 1
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i

cos kd,,_1 ———sinkd,, 1

m—1
Mm—l =
—iNyy—1 SIn kd,p,—1 cos kd,,,—1

mit dem Wellenvektor £ = 27/\ und m > 3. Die Schicht m ist das Substrat (im allgemeinen
Glas) und die Schicht 0 das Superstrat (im allgemeinen Pufferlosung). Es gilt

1 1 1
+ r=M t
N —TNy No
mit
A B
M = Mmfle,Q e Ml =
C D
Lost man obere Gleichung fiir den Reflexions- und Transmissionskoeffizienten r und t auf, so
resultiert
An,, + Bngn,, — C — Dny
r= (6.1)
An,, + Bngn,,, + C + Dn,
21y,
! " (6.2)

- An,, + Bngng, +C + Dng’
Da diese Gleichung aber nur fiir senkrechten Lichteinfall gilt, mul man M,, ; fiir beliebige

Einstrahlwinkel erweitern um

COS ﬂm—l - : sin ﬁm—l
M. _ Pm—-1,TE
m—1TE —
_ipm—l,TE sin 6m—1 COS ﬂm—l
bzw.
COs ﬁm—l - : sin ﬁm—l
M . Pm—1,TM
m—1,TM —
_ipm—l,TM sin ﬁm—l COoS ﬁm—l
mit

Bm-1=km—1+dm—1+ N1 - COS 0,1 und
Pm—1TE = Mm—1 * COS Q1 DZW.

Pm—1,TM = Mym—1/ COS Qpp_1,
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wobei o der Winkel zwischen dem Fortpflanzungsmedium der Welle im m — 1-ten Medium und
der Normalen der Grenzfliche m — 1 ist. In der Berechnung von 8 wird der Faktor n zusétzlich
fiir die Ausbreitungsédnderung des Wellenvektors im Medium beriicksichtigt. Der Winkel «,, 1

kann nach Gleichung 6.13 berechnet werden. Kiirzt man die Variablen in M,,_; durch

Qm—1 = COS ﬁmfla
bm—l - _i/pm—l Sinﬁm—h
Cm—1 = _ipm—l sin ﬁm—l und

dmfl = COS ﬁmfl &b,

so folgt fiir ein Dreischichtsystem (mit einer Interferenzschicht) m,m — 1,0 mit Substrat, In-

terferenzschicht und Superstrat fiir M:

Am—1 bm—l,TE
M= My 1715 =
Cm—1,TE -1
bzw.
(-1 bm—1,7Mm A B
M= My 171m = =
Cm—1,TM 1 ¢ D

Fiir ein Vierschichtsystem (mit zwei Interferenzschichten) m,m — 1, m — 2,0 mit m = 3 gilt:

A B
M= My - Mp,_o=

C D
mit
A=a,_1 Qno+bn_1-Cns
B=a, 1 -bp_o4+bn_1-dn_s
C=cn1 Omo+dmn_1-Cns
D=cy_1 -bpot+dyu_1- -dyn_o

Fiir ein Fiinfschichtsystem (mit drei Interferenzschichten) m,m —1,m —2,m — 3,0 mit m =4

gilt:
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M = Mm—l . Mm—2 ° Mm—3 =

mit
A= (am-1 n-o+bn_1-Cn2): ams~+ (@m-1-bmo+bn_1-dn_2)-Cn_3
B = (am-1-am-2~+bm-1-Cm2) bms~+ (@m-1-bm_o+bm_1-dpn_2) - dn_3
C=(emo1-moa+dn_1-Cmn2) amng+ (cmo1-bma+dn_1-dn_2) - Cm_3
D

= (Cmfl S dmfl : Cmf2) : bm73 + (Cmfl . bm72 + dmfl : dm72) : dm73

6.1.1.2 Modell nach Wolter iiber Rekursionrechnung

Folgende Randbedingungen gelten fiir das Vielschichtmodell in Abbildung 6.1 nach WOLTER:
e Paralelle Strahlen
e Vollsténdige Koherénz des (reflektierten) Lichtes
e Ideal transparente homogen isotrope Schichten planparallele Schichten (keine Streuung)

Nach WOLTER [82] 148t sich der Reflexions- und Transmissionskoeffizient fiir eines Schichtsy-
stems mit m Schichten der Dicke d,, durch folgende Rekursionsformel berechnen mit m > 1:
(gm _ gm—l) . e(hm—lfdm—l) + (gm + gm—l) Y 6(*hm—1*dm—1)

Ty = 6.3
(gm + gm—1) - elm=17dm=1) 4 (g, — g 1) - 7y - €17 dmen) ©3)

2- 9m - tmfl
ty, = . 6.4
(Gm + Gm—1) - ehm=1=dm=1) (g, — gy 1) - 7y g - € Thmo1=dm1) (6.4)

Es gelten )
N, + COS Qpy
Im,TE = M— (6.5)

L+ COS Qty,

Im,TM = (6.6)

T
mit 7o = 0 und ¢ty = 1, wobei «,, der Winkel zwischen dem Fortpflanzungsmedium der Welle

im m-ten Medium und der Normalen der Grenzflache m. Desweiteren gilt

~

Ry =0 - w - —= - COS (6.7)
c

mit ¢ = /—1 und w = 27v = 27,

wiederspiegelt. Diese kann Néherungsweise p1,,, =~ 1 fiir transparente Medien. Fiir den komplexen

wobei 1, die magnetische Permeabilitit des Mediums m
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m-2

m-3

Abbildung 6.1: Schichtmodell mit beliebig vielen Schichten, wobei Schicht m das Substrat (im
allgemeinen Glas) darstellt und Schicht 0 das Superstrat (im allgemeinen Pufferlosung)
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Brechungsindex n,,, gilt

A = T — 1+ i (6.8)

mit dem Brechungsindexrealteil n,, und dem Absorptionskoeffizienten (Brechungsindexima-

ginérteil) k,, des Mediums m. Fiir die Reflexion bzw. Transmission ergibt sich dann:

R:RTM—FRTE:TZ:T%E—FT%M (69)
2 2
T T 2., + 12
T:M:ﬁ:m_ (6.10)
2 2
Weitere Zusatzgleichungen sind fiir n,,(\) und k,,(\) nach CAUCHY
B, C,
nm:Am—f—v—f‘v (6.11)
und P P
k= D, + =2+ 2, 6.12
5t (6.12)
Alle «,,, von m Medien konnen aus dem Einstrahlwinkel «,,, berechnet werden mit
Q1 = arcsin ( - sin am) . (6.13)
Nm—1
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6.1.2 Programm
6.1.2.1 Ziele
Simulation von Vielschichtsystemen

e beil variablem Einstrahlwinkel

e mit wihlbarer automatischer Variation des Einstrahlwinkels, Brechungsindizes oder der

physikalische Dicken zweier Schichten

e mit variablen Funktionsparser (JEP, [37]) fiir Brechungsindex, Einstrahlwinkel, Schicht-
dicke

e mit unterschiedlicher Anzahl von Dioden/Filtern
e in beliebiger Komplexitat durch automatisierten Batch-Modus

e inklusive der Annahme einer molekularen Bindung auf eine Oberflache mit variablen phy-
sikalischen Parametern, wie Flufirate, FluBzellenparametern, Riickbindungsgrad, Assoziation-

und Dizzoziationskonstante, ...
Flexiblere Auswertung als sie in dem bisher existierenden Programm Ifz [4()] existierte

e durch Finlesen von Ifz- und Measure-Files im bindren und ASCII-Format

durch Einlesen von Screening-Files des Librarian-Gerétes
e durch automatisches Einlesen beliebig vieler Rohdaten-Files

e mit verschiedenen Algorithmen zur Bestimmung der Ordnung und der Randparameter

des Extremums

e durch mogliche quadratische, kubische oder quartire Anpassungsfunktion zur Bestim-

mung des Extremums

e durch iterative Anpassung eines Vielschichtsystems an das Interferenzspektrum zur Be-

stimmung der Schichteigenschaften

e durch automatische Bestimmung von Assoziations- und Dissoziationskonstante aus einer

Bindungskurve, sowohl mit als auch ohne Massentransport
Bearbeitung von eingelesenen oder simulierten Spektren

e durch Wahl der auszuwertenden Spektren aus allen vorhandenen Rohspektren
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e durch Glattungsalgorithmen (Spline, B-Spline)

e durch Rauschalgorithmen mit Normalverteilung in Absizzen- und Ordinatenabschnitt

6.1.2.2 Parameter

Alle Eingabeparameter sind in der Datei virturifs.properties enthalten. Zu beachten ist,
dass die von VirtuRIfS eingelesene Parameter-Datei im Verzeichnis classes enthalten ist. Im

Verzeichnis source existiert die Datei nur als Sicherungskopie.
Optische Schichtdickenspektren an/aus

Syntax:

Parameter:

wird true gesetzt, wenn Dateien geladen werden sollen, ansonsten false.

Beschreibung: Laderoutine optischer Schichtdickenspektren ein- oder ausschalten, egal ob Da-

teien im IFZ- oder Screening-Format (*.csv) vorhanden sind, da dieses erkannt wird.

Optische Schichtdickendateien
Syntax:

Parameter:
muss fortlaufend gesetzt sein (Startwert = 1).
gibt den Namen der Datei an, wobei dies in der Form ifz.dat oder dir/ifz.001

geschehen kann.

Beschreibung:

Angabe der einzelnen Dateien zum Einlesen. Diese Routine ersetzt das umsténdliche Excel-
Makro ifz.x1s [siehe beigelegte CD], da mit VirtuRIfS die Dateien automatisch im Stapel-
verarbeitungsmodus eingelesen, verarbeitet und ausgegeben werden. Das Excel-Makro trans-
formiert die von Ifz ausgegebenen Dateien in zwei Daten-Spalten um, die manuell in Origin
kopiert werden miissen. VirtuRIfS liest die Ifz-Dateien ein, verarbeitet sie und liefert ein

Ascii-Format, das direkt von Origin (via mehrfachen Ascii-Import) importiert werden kann.
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Interferenzspektren an/aus

Syntax:
Parameter:
wird true gesetzt, wenn Dateien geladen werden sollen, ansonsten false.

Beschreibung: Laderoutine der Interferenzspektren ein- oder ausschalten, egal ob Measure-

Dateien binér oder als ASCII vorliegen.

Interferenzspektren als Dateien

Syntax:

Parameter:
muss fortlaufend gesetzt sein (Startwert = 1).
gibt den Namen der Datei an, wobei dies in der Form measure.dat oder dir/measure.001

geschehen kann.

Beschreibung:
Angabe der einzelnen Dateien zum Einlesen. Diese Routine ersetzt das Programm ifz. exe [sie-
he beigelegte CD], da mit VirtuRIfS die Dateien automatisch im Stapelverarbeitungsmodus

eingelesen, verarbeitet und ausgegeben werden.

Zeitlicher Auswertebereich der Interferenzspektren festlegen

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn alle Zeitpunkte der gemessenen Interferenzspektren ausgewer-
ten werden sollen. Wird dieser Wert false gesetzt, so mufl mit den weiteren Parametern das

und das gesetzt werden.
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Beschreibung:
Festlegung welcher Bereich der Interferenzspektren zur Auswertung herangezogen werden soll.
Dies ist vor allem hilfreich, wenn reproduzierbar beim ersten Zeitpunkt eine Luftblase das In-

terferenzmuster stort.

Dateiausgabe

Syntax:

Parameter:

wird true gesetzt, wenn diese Datei ausgeben werden soll, ansonsten false.

Beschreibung:

Der Parameter wird gesetzt um Interferenzspektrum im ASCII-Measure-Format auszu-
geben. Dies kann genutzt werden um mehrere bindre Measure-Dateien in ASCIT umzuwandeln.
Der Parameter gibt das Interferenzspektrum in einem ASCII-Format aus, das
direkt von Origin importiert werden kann.

Der Parameter gibt einen dokumentiere Report aus, der von jedem einzelnen
angepassten Interferenzspektrum die entsprechende Anpassungsfunktion, den Auswertebereich
der Zeit- und Datenpunkte enthilt. Zu Beginn des Reports ist eine Ubersicht enthalten, welche
Algorithmen mit welchen Parametern genutzt wurden.

Der Parameter wird gesetzt um Optische Schichtdickenspektren im
ASCII-Ifz-Format auszugeben.

Der Parameter gibt das Optische Schichtdickenspektrum

in einem ASCII-Format aus, das direkt von Origin importiert werden kann.

Spektrenzeit
Syntax:
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system.spectra.time.end = EndTime

system.spectra.time.step = StepTime

Parameter:

Begin'Time setzt den Startwert der Zeit.
FndTime setzt den Endwert der Zeit.
FEndTime setzt die Schrittweite der Zeit.

Beschreibung:

Spektrendateien des Programmes Screening enthalten keine Information iiber den zeitlichen
Abstand zwischen den Spektren. Aus diesem Grund muss dieser hier angegeben werden. Des-
weiteren werden diese drei Variablen genutzt um die Zeitwerte fiir simulierte Spektren bereit-

zustellen. Alle Werte werden in Sekunden angegeben.

Interferenzfilter
Syntax:

system.spectra.interference.filters = Filterl, Filter?, ...

Parameter:

Filter definiert die Filterwellenldnge in nm und die Reihenfolge der Filter.

Beschreibung:
Ebenso wie die Zeitwerte werden im Screening-File nicht die Filter angegeben. Aus diesem
Grund miissen die Wellenléingen der Filter angegeben werden, damit das Spektrum richtig an

den Auswertealgorithmus iibergeben werden kann.

Ordnung des Interferenzspektrums

Syntax:

system.spectra.interference.order = Function
system.spectra.interference.order.moreasone.all = Boolean

system.spectra.interference.order.moreasone.define = OrderValue

system.spectra.interference.manual.order = OrderValueManual

system.spectra.interference.manual.begin = Begin

system.spectra.interference.manual.end = FEnd
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Parameter:

setzt den Algorithmus zur Bestimmung der Ordnung. Wird automatic.doubleOrder
angegeben, wird versucht die Ordnung nach KRAUS zu bestimmen. Bei automatic.cosFunction
wird eine B-Spline-verzerrte cos-Funktion an das Interferenzspektrum angepasst um die Ord-
nung eines Extremas zu bestimmen.

wird nur beriicksichtigt, wenn automatic. gesetzt wird. Ist er true gesetzt,

so werden alle Extremas des Interferenzspektrums ausgewertet. Ist er false gesetzt, dann wird

nur das Extrema ausgewertet, das bei angegeben wurde.
wird nur beriicksichtigt, wenn manual. gesetzt wird. Dieser Wert
definiert die Ordnung des Extremas im Bereich von bis , wobei angegeben werden

ob der Bereich in der Wellenldngenskala (.extrema) oder der Optischen Schichtdickenskala
(.optThickness) angegeben wird.
wird nur beriicksichtigt, wenn manual . fix gesetzt wird. Ist dies der Fall, so wird

der Suchbereich des Extremums (in nm) exakt angegeben.

Beschreibung:
Komplexer Auswertealgoritmus zur Bestimmung der Ordnung von Interferenzspektrenextre-

mas.

Anpassungsfunktion

Syntax:

Parameter:
gibt den Grad des Polynoms im Anpassungsalgorithmus an. Méglich ist quadratic,
cubic und quartic.
legt fest, ob die Polynomanpassunsfunktion iiber die differenzierten Losungen ausge-
rechnet werden soll (equation), oder iterativ (iterativ). Der iterative Ansatz ist deutlich
langsamer als die Losung iiber Gleichungen. Der Nachteil beim Losen des Polynoms 4.ten Gra-
des ist, das er Hilfsalgorithmen benotigt um die dritte Wurzel zu ziehen, wodurch die Losungen

iiber die Gleichungen bereits dem endlichen Fehler der Double-Werte unterliegt.
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Beschreibung:
Legt die Polynomanpassungsfunktion des Typs y(z) = a + bz + cx® + dx3 + ex? fest, um das

Extrema exakt zu bestimmen.

Randpunkte des Anpassungsalgorithmus
Syntax:

system.spectra.interference.regression.borders = Algorithm

system.spectra.interference.dquatorial.horizon = Horizon
system.spectra.interference.setborder.points = BorderPoints
system.spectra.interference.extrema.point.all = Boolean
system.spectra.interference.extrema.point.smooth = SmoothFunction
system.spectra.interference.extrema.point.definition = PointDefinition

system.spectra.interference.extrema.point.limit = Limit

Parameter:

Algorithm gibt an, wie die Eckpunkte des Extremums bestimmt werden sollen:

dquatorial legt einen Aquator durch das Interferenzspektrum. Der Wert //orizon legt fest ob
er sich in der Mitte (0.5), oberhalb (0.5-1) oder unterhalb (0-0.5) des Spektrums befinden soll.
Die Schnittpunkte des Interferenzspektrums mit dem Aquator liefern die Eckpunkte.
inflection ermittelt die Wendepunkte im Interferenzspektrum. Diese liefern die Eckpunkte
des Extremums.

setborder erlaubt es die Punkte links und rechts des Extremums festzulegen.

fullspectra nutzt das gesamte Interferenzspektrum fiir die Anpassungsfunktion. Dies ist nur

sinnvoll, wenn sich nur ein einziges Extremum innerhalb des Spektrums befindet.

Beschreibung:

Algorithmus zur Randwertsbestimmung fiir die Anpassungsfunktion.

Nutzsignal
Syntax:
system.spectra.interference.usefullpartofsignal = Boolean

system.spectra.interference.usefullpartofsignal.define = Value

Parameter:
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definiert ob der Nutzsignalanteil des Interferenzspektrums gedndert werden soll.
gibt den zu definierenden Wert in Prozent Signaldynamik an, auf den das Interferenz-

spektrum skaliert werden soll.

Beschreibung:

Verdandert den Nutzsignalanteil des Interferenzspektrums.

Sub-Substrat annehmen

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn vor dem halbunendlichen Substrat eine weitere halbunendliche

Schicht angenommen werden soll, ansonsten false.

Beschreibung:

Das Modell nach WOLTER beriicksichtigt vor und nach dem Diinnschichtsystem ein halbu-
nendliches Medium. Um jedoch den Einfallswinkel in das Substrat zu bestimmen verlangt das
Modell die Annahme eines Sub-Substrats. Mit dieser Variable kann diese Annahme ein- bzw.

ausgeschaltet werden.

Reihenfolge des Schichtsystems
Syntax:

Parameter:

gibt die Reihenfolge der definierten Schichten an.

Beschreibung:
Der pro Schicht definierte Name wird hier angegen um die Reihenfolge des Schichtsystems vom

Sub-Substrat zum Superstrat festzulegen.

Festlegung der Referenzschicht
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Syntax:

system.layer.reference = Layer

Parameter:

Layer gibt die Referenzschicht an.

Beschreibung:
Die Referenzschicht ist eine Schicht des gesamten Schichtsystems. Diese wird hier angegeben

mit dem entsprechend definierten Schichtnamen.

Festlegung der Parameter pro Schicht
Syntax:

system.layer.x.name = Layername

Note

system.layer.x.note
system.layer.x.literature = Literature

system.layer.x.cauchy.A = Cauchyparameter.A
system.layer.x.cauchy.B = Cauchyparameter.B
system.layer.x.cauchy.C = Cauchyparameter.C
system.layer.x.cauchy.D = Cauchyparameter.D
system.layer.x.cauchy.E = Cauchyparameter.E
system.layer.x.cauchy.F = Cauchyparameter.F'

system.layer.x.thickness = Layerthickness

Parameter:

Layername setzt den Namen des Schichtnamens fest.

Note legt eine Notiz zur Schicht ab.

Literature legt die Literaturquelle der Schicht fest.

Cauchyparameter. 2 legt den Cauchyparameter A fest.

Cauchyparameter 5 legt den Cauchyparameter B fest.
Cauchyparameter.C'legt den Cauchyparameter C fest.

Cauchyparameter.D legt den Cauchyparameter D (beschreibt Absorption) fest.
Cauchyparameter. I/ legt den Cauchyparameter E (beschreibt Absorption) fest.
Cauchyparameter. ' legt den Cauchyparameter F (beschreibt Absorption) fest.
Layerthickness legt Dicke der Schicht fest.

% ist eine fortlaufende Zahlvariable, die pro eingetragener (nicht genutzter) Schicht um eins
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erhoht wird.

Beschreibung:

Legt die Parameter einer einzelnen Schicht fest.

Einstrahlwinkel

Syntax:

Parameter:

gibt den Einstrahlwinkel in das Schichtsystem an.

Beschreibung:
Legt den Einstrahlwinkel des Lichts fest, das durch das Schichtsystem strahlt.

Definition des Spektrums
Syntax:

Parameter:
gibt die Anfangswellenldnge des Interferenzspektrums an.
gibt die Endwellenlédnge des Interferenzspektrums an.

gibt die Schrittweite des Interferenzspektrums an.

Beschreibung:

Legt die Parameter des Interferenzspektrums an.

Normalverteiltes Intensitidtsrauschen

Syntax:
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Parameter:
wird true gesetzt, wenn Rauschen auf Spektrum addiert werden soll, ansonsten false.

setzt den Faktor des normalverteilten Rauschens.

Beschreibung:
Fiigt normalverteiltes Rauschen (Intensitdtsskala) zum Reflexions- und Referenzspektrum hin-

zu, wobei der Rauschfaktor in % auf die Signaldynamik des Detektors angegeben wird.

Gleichverteiltes Intensititsrauschen

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn Rauschen auf Spektrum addiert werden soll, ansonsten false.

setzt den Faktor des gleichverteilten Rauschens.

Beschreibung:
Fiigt gleichverteiltes Rauschen (Intensitétsskala) zum Reflexions- und Referenzspektrum hinzu,

wobei der Rauschfaktor in % auf die Signaldynamik des Detektors angegeben wird.

Gliattung Interferenzspektrum

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn B-Spline-Glattung des Gesamtspektrums aktiv gesetzt werden

soll, ansonsten false.

Beschreibung:

Glattet das gesamte Interferenzspektrum bevor es dem Auswertealgorithmus iibergeben wird.
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Gleichverteiltes Filterrauschen

Syntax:

Parameter:
gibt den Einstrahlwinkel in das Schichtsystem an.

setzt den Faktor des gleichverteilten Rauschens.

Beschreibung:
Fiigt gleichverteiltes Rauschen (Wellenlangenskala) zum Interferenzspektrum hinzu, wobei der
Rauschfaktor in nm angegeben wird. Jedoch darf nicht kleiner gesetzt

sein als der Rauschfaktor.

Dynamischer Bereich

Syntax:

Parameter:
gibt die Anzahl der Rasterpunkte des Detektors an.

Beschreibung:
Legt den dynamischen Bereich des Detektors fest, wobei die Anzahl der Rasterpunkte angege-
ben werden. Kennt man die bit des CCD-Detektors, mufl die Anzahl der Rasterpunkte durch

2 ausgerechnet werden.

Variable Schichtparameter

Syntax:
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Parameter:
wird true gesetzt, wenn die Schicht variiert werden soll.
setzt den variablen Parameter der Schicht . Als
kann refractionIndex, thickness oder bindingCurve gesetzt werden. Als spezielle Moglich-
keit kann gleich angleOfIncidence gesetzt werden, wenn der Einfalls-
winkel variiert werden soll.
setzt den Anfangswert der Laufvariable.
setzt den Endwert der Laufvariable.

definiert die Parserfunktion mit der Laufvariable value.

Beschreibung:

Setzen der Parserfunktion zur Modifikation des Schichtsystemparameters. Ein Beispiel ist die
Parserfunktion 1.335917 - 4.74605E-5xvalue - 1.16824E-6%*(value*value) als Funktion
des Brechungsindexes von PBS (pH = 7,4) in Abh. der Temperatur [°C|. Der Parameter
kann 1 oder 2 gesetzt werden. Weitere Funktionsparameter, wie z.B. cos, log, usw. sind der Do-
kumentation index.html des Funktionsparsers JEP im Verzeichnis /doc/HTML/packages/jep

7zu entnehmen.

Anpassung von Interferenzspektren

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn an die Interferenzspektren ein simuliertes Spektrum angepasst

werden soll.

Beschreibung:

Setzt den generellen Anpassungsalgorithmus aktiv.

Setzen der Anpassungsgrenzen der einzelnen Schichtparameter

Syntax:
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Parameter:
wird true gesetzt, falls der gesetzte Schichtparameter variiert werden soll.
setzt den variablen Parameter der Schicht . Als
kann refractionIndex oder thickness gesetzt werden.
setzt den Anfangswert der Laufvariable.

setzt den Endwert der Laufvariable.

Beschreibung:
Definiert den variablen Bereich des Schichtsystemparameters der dem iterativ arbeitenden An-

passungsalgorithmus iibergeben wird. Der Parameter x kann maximal 4 gesetzt werden.

Anpassung der simulierten Bindungskurve an die optische Schichtdickeninderung

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn an die Optische Schichtdickendnderung eine simulierte Bin-

dungskurve angepasst werden soll.

Beschreibung:

Setzt den generellen Anpassungsalgorithmus aktiv.

Anpassung der simulierten Assoziationsbindungskurve an die optische Schicht-
dickeninderung

Syntax:

Parameter:
wird true gesetzt, wenn an die Optische Schichtdickenénderung eine simulierte Asso-

ziationskurve angepasst werden soll.

Beschreibung:
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Setzt den generellen Anpassungsalgorithmus an die Assoziationskurve aktiv.

Setzen der Zeitwerte der Wechselwirkungsfunktion

Syntax:

system.bindingcurve.fit.
system.bindingcurve.fit.
system.bindingcurve.fit.

system.bindingcurve.fit.

Parameter:

Boolean wird true gesetzt, wenn die Zeitwerte der Bindungskurve automatisch erfasst werden

sollen.

manual.assoziation.begin =

manual .dissoziation.begin =

automatic = Boolean

BeginValueAss
BeginValueDiss

manual.dissoziation.end = EndValueDiss

BeginValueAss setzt den Startwert der Assoziationskurve.

BeginValueDiss setzt den Endwert der Assoziations- und der Startwert der Dissoziationskurve.

EndValueDiss setzt den Endwert der Dissoziationskurve.

Beschreibung:

Legt die Zeitparameter der Bindungskurve fest.

Parameter der Anpassungsfunktion fiir die Bindungskurve

Syntax:

system.
system.
system.
system.
system.
system.
system.
system.
system.
system.

system.

system

system.

bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
bindingcurve.
.bindingcurve.

bindingcurve.

parameter.
parameter.
parameter.
parameter.
.flowchamber.width = ChamberWidth

parameter.

parameter

parameter.
parameter.
parameter.
parameter.

parameter .

parameter

parameter.

.rateconstant.assoziation =

flowrate = Flowrate

areaofdetection.begin = BeginArea
areaofdetection.end = FEndArea
flowchamber.height = ChamberHeight
flowchamber.length = ChamberLength
masstransport = Boolean
SignalGamma

DiffCoef

signaltogamma =
diffusioncoefficient =
Conc

MolWeight

concentration =
molecularweight =
RateAss

RateDiss

rateconstant.dissoziation =

165



Parameter:
setzt den Wert der Flufirate in pL/s.
setzt den Beginn der Detektionsflache in der FluBzelle in mm.
setzt das Ende der Detektionsfliche in der FluBzelle in mm.
setzt die Hohe der FluBzelle in mm.
setzt die Breite der Fluzelle in mm.
setzt die Lange der Flufizelle in mm.
wird true gesetzt, wenn der Massentransport beriicksichtigt werden soll.
setzt den Korrelationsfaktor zwischen Bindungssignal und Oberflachenbeladung
in iu - mm?/g.
setzt den Diffusionskoeffizient im Superstrat m?/s.
setzt die Konzentration des zu Untersuchenden in Losung in mol/L.
setzt das Molekulargewicht des Substrats in g/mol.
setzt die Assoziationskonstante in L/(mol - s).
setzt die Dissoziationskonstante in s~ .
setzt die Stoffmenge des Substrats / Flidche in mol/mm?.
setzt den Riickbindungsgrad.
setzt den Startwert der simulierten Dissoziationskurve fest.
setzt das Brechungsindexinkrement in nL/g. Dieses wird experimentell ermittelt,
indem der Brechungsindex in Abhéngigkeit der Konzentration in g/mm? aufgetragen wird. Aus

der Steigung erfolgt direkt das Brechungsindexinkrement.
Beschreibung:

Setzt die Parameter der Bindungskurvensimulation nach SIGMUNDSSON [70]. Eine weitere theo-

retische Beschreibung ist in GLASER [25] beschrieben.
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6.1.2.3 Report

Ist die Boolean-Variable des Berichts-Modus true gesetzt, werden alle Parameter ausgegeben,
die im .properties-File gesetzt wurden. Weiterhin wird jedoch pro Zeitpunkt der Regressi-
onsbereich ausgegeben und die Anzahl der ausgewerteten bzw. vorhandenen Datenpunkte im
Regressionsbereich.

Als néchstes wird die Regressionsfunktion ausgegeben mit dem entsprechenden Korrelations-
koeftfizienten.

Erkennt das Programm mehrere Extrema, wird der Nutzsignalanteil angegeben zwischen diesen

Extremas. Ein Beispiel ist im folgenden angegeben:

Time[s]=0.0

Area of Regression:
614.0 < 671.0 < 733.0 (points = 7 of 123)

Function of Regression:
y = 85.3839 -0.0114*x + 3.8039E-7*x"2 (correlation[’] = 99.9183)

Optical Thickness:
834.4907 {= order(2.5) * extrema(667.5925) / 2 }

Usefull Part of Signal:
0.0 % (between 0.0 and 0.0; order=2.5)

6.1.2.4 Ausgabe

VirtuRIfS kann Ifz-, Measure- und Origin-kompatible Ascii-Dateien erstellen. Die AScII-

Dateien enthalten sowohl Spektren-, als auch Optische Schichtdickeninformationen.
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6.2 Zukiinftige Fragestellungen

GOPTS/PEG auf Glas

Mit Verweis auf den Artikel von PURSCH [61] zeigt sich, dass eine Untersuchung moglich ist, wie
das Siloxan an die Oberfliche bindet. Eine Monoschicht liegt nur dann vor, wenn diese wie in
Abbildung 1 nach T2-T3 vernetzt sind. Ansonsten ist es keine Monoschicht. Untersuchen kann
man mit Hilfe der Festkbrper-NMR, auch die Winkelung und die Beweglichkeit von Alkylketten
(und somit auch von PEG-Ketten). Bei zukiinftigen Untersuchungen wére interessant, wie
GOPTS auf die SiO,-Oberfliche gebunden ist (sieche Artikel von M. HEROLD [62]). Danach
sollte vermessen werden, wie PEG bei unterschiedlichen Temperaturen vorliegt (linear (,,trans*
in Fischer-Projektion), verknotet (,,gauche” in Fischer- Projektion)). Bei langen Ketten (wie
in dieser Arbeit genutztem PEG) tritt vermutlich Verknotung mit hoherer Temperatur auf. Zu
messen ware die Signaldnderung der Optischen Schichtdicke durch die temperaturdbhéngige
Polymerverianderung. Weiterhin auch die Anderung der Wechselwirkung mit aufgebrachtem

Biomolekiil oder Verknotung des Polymers, da ,,aktives* Biomolekiil im Polymer versinkt?

Veranderte Lichtleitereigenschaften durch Luftfeuchtigkeit oder Tem-

peratur

Laut Hersteller absorbieren die Polymerlichtleiter Wasser aus der Luft, d.h. sie sind Sensoren
fiir Luftfeuchtigkeit. Wenn es abends ein Gewitter gibt und morgends referenziert wurde, so
driftet das System ! Es sollte unbedingt geklért werden, wie sich das RIfS-Spektrum im Laufe
der Luftfeuchtigkeit des Lichtleiters dndert. Auch steigt mit der Temperatur die Dampfung
des Lichtleiters, d.h. eine Wellenldnge von z.B. 660 nm wird durch die Dampfung (Tempera-
turerhohung) als 670-680 nm gemessen | Unsere Standard- Lichtleiter sind bis 85°C reversibel
Temperaturstabil (laut Hersteller), d.h. sie gehen dadurch nicht kaputt. Es ist notwendig zu
Messen wie sich die Lichtintensitéit und das Spektrum (Wellenlédnge) in Abhéngigkeit der Tem-
peratur und der Luftfeuchtigkeit andert. Dies ist evtl. mit Spiegel (besser SiO,-Wafer) am Ende
des Lichtleiters zu messen. Am besten mit Abstand von Temperatur, damit die Spiegelreflexion
temp.unabh. bleibt.

Hydrophilie von PDMS

Gespréache mit M. ENZELBERGER ergaben eine Losung bzgl. der Dichtigkeit der Fluizelle, wenn
man die PDMS-Zelle hydrophilisiert. Dazu mufl man die Zelle in einer Losung Wasser:HCI im
Verhiltnis 1 : 1000 bei 60 — 70 °C 30 min kochen. Dann sollte sie 2 mal mit Ethanol gewaschen
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werden. Das bricht die SiO-Bindungen auf und erzeugt eine hydrophile Oberfliche. Quellen
fiir dieses Protokoll finden sich in den Gruppen QUAKE vom Caltech und WHITESIDES von
Harvard. Eine Ausgriindung der Gruppe QUAKE ist die Firma Fluidyme.

Oberflaichen-Imaging mit RIfS

Wie in Abschnitt 14.4.1.5 beschrieben, lassen sich aus Interferenzspektren die physikalischen
Eigenschaften von Teilschichten errechnen. Es wire theoretisch moglich diese Eigenschaften
von einer ganzen Fliche zu erfassen. Diese kann auch in zeitlichen Anderungen erfasst wer-
den, d.h. kinetische Reaktion kénnten beobachtet werden. Wenn das gemessene Spektrum so
gewdhlt werden kann, das wenige spektrale Punkte einer Kurvenanpassung geniigen, ist ein
RIfS-Imaging-System zur Detektion von physikalischen Schichtkonstanten (d,n) ortsaufgelost
moglich (siche dazu auch YATSENKO [84]).

Radiokalibrierung

Um eine Bindungskurve einer Optischen Schichtdickendnderung absolut mit der molekularen
Konzentration der Rezeptoren auf der Oberfliche zu korrelieren mufl das Signal der Optischen
Schichtdicke iiber radioaktive Messungen mit der vorhandenen Konzentration kalibriert wer-
den. Da fiir Protein-Messungen 1'2° mit einer Halbwertszeit 60 d genutzt werden mufl und fiir
Oligonukleotid-Messsungen P3? mit einer Halbwertszeit 14,3 d, ist eine quantitative MeBrei-
he erforderlich, die es erlaubt sowohl RIfS- als auch radioaktive Signale eines Transducers zu
vermessen. HANEL [33] stellte eine erste Kalibrierung mit einer Biotin-Streptavidin-Bindung
her. Allerdings war bei ihren Messungen die Oberflichenbeladung inhomogen. Fiir korrekte

Ergebnisse muf3 ein entsprechendes Mefiprotokoll erstellt werden.

RIfS-SAW-Kopplung

Die Technologie der Interdigitalstrukturen zur Erzeugung akustischer Oberflachenwellen konn-
te sowohl zur Verringerung der Diffusionsgrenzschicht an Oberflachen, als auch zur Interfe-
renzspektrenerzeugung dienen. Wiirden diese Schichten mit Trégerpolymer beschichtet werden,
hétte man neben einer Online-Kontrolle fiir Advalytix-Systeme auch noch eine markierungs-
freie MeBmethodik, die die Ermittlung kinetischer Wechselwirkungsparameter an dieser neuen
Grenzschicht erlaubt. Erste Messungen in Losung ergaben mit dem in Abbidung 6.2 gezeigten

Interferenzspektrum ein Optisches Schichtdickenrauschen von 20 ¢ Agvaiytiz-
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Abbildung 6.2: Interferenzspektren eines transparenten LiNbOj-Interdigitaltransducers.
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RIfS-Fluoreszenz-Kopplung

Der Stereomikroskop-Aufbau konnte iiber eine zusétzlich Lichtleitereinkopplung mit einer La-
serlichquelle verbunden werden. Dadurch wiirden RIfS- und Fluorezenzintensitéiten korreliert

werden konnen. Als Detektor wiirde ein und dieselbe CCD dienen.

Oberflachenchemie

e Die Bindung von Proteinen an der Oberfliche ist Abhéngig vom pH-Wert. Um eine quan-
titative Aussage iiber die Unspezifitdt einer Oberfliche machen zu konnen ist die pH-
Abhéngigkeit zu ermitteln: Wie verhélt sich die unspezifische Wechselwirkung von Oval-
bumin (OVA) gegeniiber der polymerbeschichteten Transduceroberfliche in Abhéngigkeit
des pH-Wertes?

e Ein neu in eine Flulkammer eingebrachter Transducer zeigt bei der ersten Testung ge-
geniiber Ovalbumin ein stets hoheres Signal als bei jeder weiteren: Wie korreliert die erste
und zweite Anbindung von Ovalbumin miteinander? Kerrelieren diese miteinander? Ist

eine dritte Anbindung im Vergleich zur Zweiten reproduzierbar?

e Was macht die Unspezifitéit aus - die funktionelle Gruppe oder nicht abgeschirmtes Silizi-
umdioxid? Wie sieht die Unspezifitit eine aminofunktionalisierten Poylmers im Vergleich

zu einem carboxyfunktionalisierten aus?
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6.3 Abkiirzungen

AMD Aminodextran
CCD charged coupled device, Ladungsgekoppelte Einheit
CMD Carboxymethyldextran

DA-PEG Diamino—Polyethylenglykol

DIC Diisopropylcarbodiimid

DMF N,N-Dimethylformamid

EDC 1-Ethyl-3—(3-dimethylaminopropyl)—carbodiimid
FIA Fliefinjektionsanalyse

GOPTS 3—-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan

NHS N-Hydroxy—succinimid

ISO International Organization for Standardization

OIA3 Oligonukleotid, 3" - CCT TAC TAC ATC CAA CAT CGC AA -5
OIA4 Oligonukleotid, 5" - GGA ATG ATG TAG GTT GTA GCG - 3
OVA Ovalbumin

PBS phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PDMS Polydimethylsiloxan

PEEK Polyetheretherketon

PEG Polyethylenglykol

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

SAW surface acoustic wave, akustische Oberflachenwelle

SDS sodium dodecyl sulfat solution, Natriumlaurylsulfatlosung
SPR surface plasmon resonance, Oferflichenplasmonenresonanz

VirtuRIfS  RIfS-Simulation und -Auswertung der Programmiersprache Java
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