
1 
 

Sachbericht zum Verwendungsnachweis 

 

 

Teil I: Kurzbericht (max. 2 Seiten) 
 

1. Ursprüngliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand, an den an-

geknüpft wurde 

 
 

Die Ziele des Verbundes haben sich ebenso wie die Ziele des Teilvorhabens im Vergleich zur ursprüng-

lichen Aufgabenstellung nicht verändert. Die Ziele und Aufgaben des Teilvorhabens für das Laser Zent-

rum Hannover e.V. befassten sich mit der Erforschung bzw. Umsetzung eines Demonstrators für die 

optische Strukturierung von Zellkulturoberflächen. Dabei wurden folgende Teilziele im Teilvorhaben des 

LZH verfolgt, welche den Demonstrator sukzessiv aus einem Laborsetup realisieren: 

1. Bestimmen der Anforderungen an den Demonstrator, Definition des Testsystems (Objektträger 

für die Immobilisierung der Zellen) 

2. Erstellen eines Laboraufbaus zur optischen Strukturierung 

3. Design und Erprobung eines Validierungssystems für die optische Strukturierung und Definition 

eines zu untersuchenden Parameterraums 

4. Analyse der Strukturierungsparameter zur Bestimmung einer optimalen, standardisierten Struk-

turierung 

5. Erforschung und Umsetzung eines Demonstrators zur Photostrukturierung 

a. Integration benutzerdefinierter Masken  

b. Validierung der Zellimmobilisierung durch die Strukturierung von mit der Literatur ver-

gleichbaren Geometrien (Einzelzell- bzw. Multizellversuche) 

c. Implementierung einer Ansteuerungssoftware 

d. Erstellen einer grafischen Benutzeroberfläche 

6. Aufbau zellbasierter Assays durch die Oberflächenstrukturierung mit dem Demonstrator 

 

Stand der Technik: Zum Beginn des Vorhabens existierten bereits kommerzielle Systeme, welche durch 

die Photostrukturierung Zellen auf einem Objektträger immobilisieren können, wie zum Beispiel das 

System PRIMO (Alvéole, SAS), welches für die Strukturierung allerdings ein weiteres Mikroskop benö-

tigt und so nicht als Stand-alone-Lösung funktioniert. Die Neuheit des Gesamtvorhabens des Verbund-

projekts basiert zunächst auf der Vielfalt kommerziell erhältlicher Linker, welche eine hohe Flexibilität 

bei der Auswahl der Zielzellen ermöglicht. Außerdem wird durch das Teilvorhaben des LZH in Kombi-

nation mit den Ergebnissen der Projektpartner die Basis für ein System geschaffen, welches kosten-

günstiger als die am Markt erhältlichen Systeme ist. 

Das LZH hat im Verbund vor allem die technische Expertise eingebracht. Dabei wurde nach gemeinsam 

im Verbund erstellten Anforderungen ein System erforscht und validiert. 
 

2. Ablauf des Vorhabens 

 

Die Bearbeitung des Teilvorhabens des LZH verlief gemäß festgehaltenem Zeitplan. Der Meilenstein 

zur Hälfte der Projektlaufzeit wurde ebenfalls erfüllt. Es kam zur Verzögerung im Rahmen eines Unter-

auftrags beim Projektpartner Ella Biotech (Durchführung des Selex Verfahrens). Die Arbeiten an den 

Zielen und Arbeitspaketen des LZH wurden dadurch nicht beeinträchtigt. Dennoch wurde im Verbund 

aller Projektpartner entschieden, das Projekt kostenneutral um 6 Monate bis zum 31.05.2024 zu verlän-

gern, um alle Ziele des Verbundprojekts zu erreichen. Das LZH nutzte die Zeit, um den Demonstrator 

weiter zu verbessern (Sicherheitskonzept & Slideloader für Teil-Automatisierung). 

 

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen 
 

Die Hauptaufgabe des Laser Zentrum Hannover e.V. war es, einen portablen Demonstrator zu 
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realisieren, sodass durch die UV-Belichtung von Photocrosslinkern mit digitalen, variablen Masken bio-

inerte Zellkulturoberflächen strukturiert und Zellen immobilisiert werden können.  

Zunächst wurden in Zusammenarbeit mit dem Projektpartner ibidi GmbH und Ella Biotech die Anforde-

rungen für den Demonstrator festgelegt. Dabei wurde das Testsystem, ein bioinerter Channelslide (im 

folgenden Objektträger oder Slide) der Firma ibidi GmbH, definiert. In den Kanälen dieses Objektträgers 

sollten die Zellen immobilisiert werden. Die Anforderungen an die Auflösung der Strukturierung wurde 

aus dem Teilvorhaben  übernommen (weniger als 12 Mikrometer), sodass einzelne Zellen immobilisiert 

werden können. Die Zielwellenlänge wurde auf 365 nm definiert.  

Nach dem Festhalten des Testsystems, der Auflösung sowie der Wellenlänge wurde das Design des 

Demonstrators ausgearbeitet. Hierbei wurde sich schnell auf eine sehr flexible Anordnung durch ein 

Drei-Achsensystem bestehend aus Mikroskopietisch und Z-Präzisionshubtisch geeinigt, welches den 

Objektträger unter dem DLP-Belichter (Digital Light Processing) platziert und dessen präzise Belichtung 

erlaubt. Die Photostrukturierung wurde anhand des durch den Projektpartner selektierten Photocross-

linker Diazerin getestet. Durch das Anbringen eines Fluoreszenfarbstoffs (CY3) konnte die Strukturie-

rung unter dem Fluoreszenzmikroskop evaluiert werden. Die für die Photostrukturierung entscheiden-

den Parameter der Belichtungsdauer [s] und der Belichtungsintensität [mW/cm2] wurden anhand der 

Fluoreszenzintensität, der Hintergrundintensität, des Signal-zu-Rauschverhältnisses sowie des Über-

gangs zwischen belichteten und unbelichteten Positionen evaluiert. Nach umfassenden Parameterver-

suchen wurden optimale Parameter für einen Strukturierungsvorgang von 21 mW/cm2 für 60 s für ein-

zelne Strukturen (Single-Cell) und 16 mW/cm2 für 40-60 s für gruppierte Strukturen (Multi-Cell) definiert. 

Der Demonstrator wurde über die gesamte Projektlaufzeit beständig weiterverbessert. Die Programmie-

rung erfolgte mit der Laborsoftware ITOM – dadurch konnte die Ansteuerung aller Komponenten modu-

lar durch den Einsatz verschiedener Plugins erfolgen und eine GUI durch den integrierten QT-Designer 

im Baukastenprinzip erstellt werden. Ein Sicherheitskonzept wurde ausgearbeitet, welches im Zusam-

menspiel mit der Einhausung die elektrische Sicherheit sowie die Sicherheit vor der Exposition mit UV-

Strahlung gewährleistet. Die Funktionalität und Anwenderfreundlichkeit wurde durch den Projektpartner 

ibidi GmbH validiert. Der Demonstrator wurde im Labor des Projektpartners aufgebaut und die Wissen-

schaflter*innen für Benutzung des Demonstrators eingewiesen.  

Außerdem konnte die Erweiterung des Demonstrators durch einen Slideloader erforscht werden. Dieser 

ermöglicht die automatische Be- und Entladung des Demonstrators mit Objektträgern, sodass der 

Durchsatz der Strukturierung und der Automatisierungsgrad des Systems stark erhöht wurde. Außer-

dem erlaubt der Slideloader durch die optische Positionsbestimmung eines Objektträgers eine sequen-

tielle Belichtung desselben Objektträgers, sodass verschiedene Masken in räumlicher Abhängigkeit zu-

einander projiziert werden können und durch den Einsatz verschiedener Aptamere unterschiedliche 

Zellen in Abhängigkeit zueinander immobilisiert werden können. 

Die biologische Anwendung des Demonstrators wurde mit verschiedenen benutzerdefinierten Masken 

für die Einzelzellstrukturierung und Mulitzellstrukturierung sowie mit zellbasierten Assays validiert. Über 

die Projektlaufzeit wurden zwei verschiedene Konferenzen besucht, auf denen wertvolle Erkenntnisse 

und Erfahrungen im Austausch über das Projekt MaKo-Zell gesammelt wurden und die Ergebnisse dar-

gestellt worden sind: Die Photonics West 2023 (San Francisco, USA) sowie die Focus on Microscopy 

2024 (Genua, Italien). 
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Teil II: Eingehende Darstellung 

 

1. Darstellung der Verwendung der Zuwendung sowie der erzielten Ergebnisse 
AP1: Anforderungsanalyse 

Im AP1 wurden die zu erfüllenden Anforderungen an den Demonstrator zur Strukturierung der Zellkul-

turoberflächen erarbeitet. Dabei wurden in enger Zusammenarbeit mit den Projektpartner folgende An-

forderungen bzw. Ziele definiert:  

 

▪ Größe der zu belichtenden Fläche: Der Demonstrator soll in der Lage sein, mehrere Objektträ-
ger nacheinander zu belichten (mindestens 2) 

▪ Strukturierung soll Einzelzell- sowie Zellverbandversuche ermöglichen, daher werden Spot-
größen von etwa 12 µm sowie 50 µm benötigt 

▪ Als Testsystem wurde sich auf die ibidi-Channel-Slide geeinigt, der Belichter soll für die Struk-
turierung dieser Slides ausgelegt sein 

▪ Schnellstmögliche sowie für alle Komponenten schonendste Belichtung  
▪ Variable Generierung neuer Masken durch die GUI 
▪ Zusätzliches Ziel: Mehrmaliges Belichten desselben Objektträgers zur Strukturierung mit ver-

schiedenen Crosslinker- und Aptamerkombinationen; dazu ist eine mikrometergenaue Positi-
onserkennung des auf dem Mikroskoptisch platzierten Objektträgers nötig 

 

AP4: Konstruktion eines Versuchstands unter der Verwendung statischer Masken 

Um die Strukturierungsversuche der Arbeitspakete 5 und 6 durchzuführen, wurde in AP4 ein Laborsetup 
aufgebaut, welcher die Projektion von benutzerdefinierten Masken ermöglicht. Hierbei wurde ein DLP-
Belichter eingesetzt, um eine Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Demonstrator zu sichern und 
möglichst früh mit der DLP-Technologie zu arbeiten. Der Belichter wurde im statischen Betrieb einge-
setzt. Dabei blieben die einzelnen Mikrospiegel jeweils in ihrer Position sowie die UV-LED im konstanten 
Betrieb, sodass eine konstante Lichtquelle bzw. das Verwenden einer statischen Maske imitiert wird. 
Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der Optik des DLP-Belichters: Zwei Projektionsobjektive werden ver-
wendet, welche bei der Projektion der einzelnen Spiegel des DMD-Chips eine Vergrößerung von 0,5:1 
bzw. 1:1 erzielen. Dadurch ergibt sich ein Pixel-Pitch (Abstand der Mittelpunkte zweier projizierten Spie-
gel im Bild) in der Projektionsebene von 5,4 µm und 10,8 µm bei einer belichteten Gesamtfläche von 
10,4 mm * 5,8 mm bzw. 20,8 mm * 11,7 mm. Die geforderte Auflösung und Belichtungsfläche wurden 
somit erreicht. Die Größe der zu belichtende Fläche kann ebenfalls angepasst werden. Zum einen ergibt 
sie sich durch die verwendete Maske, welche die Anzahl und Position der eingeschalteten Spiegel de-
finiert, zum anderen kann der Projektor auch im scrollenden Betrieb eingesetzt werden: Ein deutlich 
größeres Bild wird ausschnittsweise projiziert und dabei mit dem Mikroskoptisch synchronisiert. Die 
Synchronisation ist genauer im AP7 beschrieben. So ergibt sich eine Projektionsfläche von bis zu 
110mm x 75mm, die nur noch durch die Bewegung des Mikroskoptisches eingeschränkt ist. 
Für die Belichtung der ibidi-Slides wurde ein geeigneter Objektträger entworfen, welcher sich durch 
Mikrometerschrauben parallel ausrichten und auf dem Mikroskoptisch montieren lässt. Der Laboraufbau 
ist in Abbildung 1 dargestellt. 
Der Objektträger wird mithilfe eines mechanischen Hubtisches (Abbildung 1,e) in die Fokusebene der 
Projektionslinse gebracht. Für die Projektionslinse mit der Vergrößerung 1:1 beträgt die Schärfentiefe 
(DOF) 113 µm, sodass der Hubtisch die erforderliche Genauigkeit der Positionierung erfüllen kann. Für 
die Projektionslinse mit der Vergrößerung 0,5:1 beträgt die Schärfentiefe jedoch nur 6 µm, sodass für 
die Verwendung dieser Linse der bereits selektierte elektronische Präzisionshubtisch vonnöten ist. 
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Abbildung 1:  Aufbau des Laborsetups. Belichtung von bis zu 4 ibidi-Channel-Slides 
mit dem Laboraufbau. Als Lichtquelle wird dabei der DLP-Projektor im statischen Be-
trieb verwendet (a). Die Projektionslinse (b) definiert den Abstand des Objekthalters 
(rechts oben) zu dem Belichter. Durch einen mechanischen Hubtisch (e) kann dann 
der Objektträger und in die Fokusebene des Projektionstisches gefahren werden. 
Ein USB-Mikroskop (c) überwacht die Belichtung und ein weiteres (d) kontrolliert die 
Höhe des Hubtisches. 
 

Abbildung 2: Binärbild mit verschiedenen Strukturen zur Bestimmung der Auflösung (links). 
Belichtungsversuche mit UV-Folie (rechts).    
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Verschiedene Belichtungsstrukturen bzw. Masken wurden mithilfe eines Vektorgrafikprogramms erstellt 
und in Binärbilder umgewandelt. Dabei muss die Auflösung des DMD-Chips des Belichters mit 1920 x 
1080 Pixeln eingehalten werden. Die Bilder wurden erfolgreich von dem Belichter auf die Objektträger 
projiziert. Die Belichtungen wurden zunächst an UV-Folie getestet. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ziel des Arbeitspakets 4:  

 Fertigstellung eines optomechanischen Versuchstands, mit dem die örtlich aufgelöste Struktu-

rierung der erforschten Liganden getestet und wesentliche Einflussgrößen untersucht werden 

können.  

✓ Versuchstand mit DLP Belichter (365 nm) im statischen Betrieb, HD-Auflösung (1920 x 

1080 Pixel) auf dem Objektträger mit 10,8 µm x 10,8 µm Pixel Pitch, Synchronisation 

mit dem Mikroskoptisch, sodass 110 mm x 75 mm belichtet werden kann 
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Abbildung 3: Ausschnitt der Maske zur Strukturierung eines Channels mit dem Crosslinker Diazerin 
(a). Überprüfung der Belichtung sowie der Position der Slide durch UV-Folie (b). Überprüfung der 
Strukturierung des Crosslinkers durch den über Clickchemie angebrachten Fluoreszenzfarbstoff Cy3 
(c & d). 

AP5: Biologische Charakterisierung der Teststrukturen 

Zunächst wurde eine geeignete Maske entworfen, welche es erlaubt, einen kompletten Channel des 
Testsystems zu belichten. Auf der zellabweisenden Oberfläche wurde der Crosslinker Diazerin-Azid 
belichtet und das Ergebnis der Strukturierung durch den Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 3 (Cy3) im Fluo-
reszenzmikroskop untersucht. Das Cy3 wurde durch Clickchemie an den Photocrosslinker angebracht. 
Insgesamt wurde so ein Belichtungs- und Validierungsablauf etabliert, welcher Voraussetzung für die 
Durchführung der Parameterstudie des AP6 ist. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Des Weiteren wurde ein grundlegender Parameterraum für die Photostrukturierung bezüglich der Be-
lichtungsintensität sowie Belichtungsdauer identifiziert und soll als Grundlage für die Parameterstudie 
in AP6 dienen: Bei einer Belichtungszeit von etwa 60 Sekunden und einer Intensität von 20 mW/cm2 
ist eine hohe Fluoreszenzintensität erreicht. 
Um die Photostrukturierung zu quantifizieren, wurde zunächst ein geeignetes Verfahren etabliert, wel-
ches die Untersuchung der Fluoreszenzintensität, Kantenschärfe und Homogenität der Strukturierung 
ermöglicht. Die nachfolgende Abbildung 4 zeigt die Auswertung einer Strukturierung.bDie Fluores-
zenzintensitäten des Farbstoffs Cy3 wurden mit einem Mikroskop aufgenommen, sodass entlang eines 
Linienprofils mithilfe des Programms ImageJ die Intensitäten abgelesen werden können. Um die Licht-
verhältnisse und weitere äußere Einflüsse zu minimieren und Wiederholbarkeit der Messungen sicher-
zustellen, wurde eine Hintergrundkorrektur durchgeführt. 
Zusätzlich zu der Erforschung der Parameter Belichtungsintensität, Belichtungsdauer sowie Empfind-
lichkeit der Slides und der Crosslinker wurden in enger Zusammenarbeit mit den Projektpartner folgende 
Leitfragen definiert, um eine effiziente Strukturierung zu ermöglichen sowie eine langlebige Nutzung des 
Demonstrators zu gewährleisten: 
  

• Mit welcher Kombination von Belichtungsintensität und Belichtungsdauer können die Sub-
strate für die UV-LED besonders schonend strukturiert werden? 

• Welchen Einfluss auf den Kunststoff hat die UV-Strahlung? 

• Wie lässt sich die kürzeste Zeit für die Strukturierung realisieren? 
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Ziel des Arbeitspakets 5:  

 Erste photostrukturierte Substrate wurden mittels statischer Masken erstellt.  

✓ Benutzerdefinierte Masken wurden, angepasst an das in AP1 definierte Testsystem, 

entworfen und durch den DLP-Belichter im statischen Betrieb projiziert.  

✓ Photostrukturierte Substrate wurden an den Partner ibidi GmbH geschickt. 

✓ Eine Methode zur Bewertung / Validierung der Strukturierung wurde entwickelt 

✓ Parameterraum für die Parameterstudie wurde definiert (Belichtungszeit: 30-80 s, Be-

lichtungsintensität: max. 30 mW/cm2 

 

AP6: Prozessparameter: 

Ziel dieses Arbeitspakets war es, das für eine stabile Prozessführung benötigte Parameterfeld mit dem 
Laborsetup festzulegen und zu validieren. Die dazu notwendigen digitalen Masken wurden bereits er-
stellt und die Bildverarbeitung (Ausgleich der Beleuchtungsintensitäten) etabliert sowie der Parameter-
raum vordefiniert (AP5). Die Auswertung der Strukturierung erfolgt über die Bindung des Fluoreszenz-
farbstoffs Cy3 durch die von Ella Biotech etablierte Klickchemie und die anschließende Untersuchung 
der strukturierten Slides über ein Fluoreszenzmikroskop. In Abbildung 5 sind zwei Beispiele dargestellt: 
a) zeigt eine Strukturierung mit einer Intensität von 10,4 mW/cm2 über eine Dauer von 55 Sekunden und 

Abbildung 4: Quantifizierung der Photostrukturierung. Rohdaten einer Auf-
nahme des Fluoreszenzmikroskops (a). Erstellen eines Hintergrundbilds zum 
Ausgleich der Belichtungsintensitäten (b & c). Weitere Korrektur durch Abzug 
der Hintergrundintensitäten (d). Vergleich der Intensitäten des Linienprofils 
(der roten Linie) vor der Korrektur der (e) und nach der Korrektur (f). 
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b) zeigt eine Strukturierung mit einer Intensität von 2,9 mW/cm2 über einer Dauer von 25 Sekunden.  
Die Bewertung einer Strukturierung erfolgt über die aufgenommene Fluoreszenzintensität. Mithilfe der 
Auswertung entlang eines Linienprofils (Abbildung 5c, rote Linie) können die Pixelwerte ausgelesen und 
analysiert werden. Ein Beispiel der Intensitätsverteilung eines strukturierten Slides ist in Abbildung 5d 
zu erkennen. Die Intensität der Strukturen und die Hintergrundintensität sind ein direktes Maß für die 
Güte einer Strukturierung. Aus diesen Werten kann auch das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (engl.: sin-
gal-to-noise ratio, SNR) ausgerechnet werden (in diesem Fall gilt: Hintergrund = Rauschen), welches 
als weiterer Faktor für eine Bewertung der Strukturierung herangezogen wird. Für die 
Prozessparameterstudie wurden zwei verschiedene Masken verwendet. Der Grund dafür war, dass 
nach den ersten Belichtungen Unterschiede bezüglich der Hintergrundintensitäten zu erkennen waren, 
wenn die Dichte der belichteten Pixel variierte. Die beiden verwendenten Muster sind in der Abbildung 
5c (links und rechts) zu erkennen und im folgenden durch „einzelne“ (links) und „gruppierte“ 
Strukturierung / Masken (rechts) gekennzeichnet. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um eine systematische Untersuchung der Parameter zu gewährleisten, wurde zunächst überprüft, 
inwiefern die Belichtungen zu einen wiederholbaren Strukturierungsergebnis bei gleichen Parametern 
führen. Die nachfolgende Abbildung zeigt ein ibidi Channel Slide, das Testsystem der Parameterstudie. 
Für eine gelunge Strukturierung sind die Belichtungsergebnisse der sechs verschiedenen Channel 
eines Slides gleich. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Beispiel einer Strukturierung mit I=10,4 mW/cm2 und t=55 s, ausgewertet durch 
die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs Cy3. b: Strukturierung mit I= 2,9 mW/cm2. c: Für die 
Parameterstudie verwendete Masken, links als „einzeln“ definiert und rechts als „gruppiert“. In 
rot ist eine Linie durch die strukturierten Flächen gezogen, das dazugehörige Linienprofil in d 
dient zur Auswertung der Strukturierung mithilfe der Schärfe, Intensität, Noise und SNR. 
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Abbildung 6: Testsystem: der Ibidi Channel 
Slide 

Abbildung 8: links: verwendete Maske, rechts: Auswertung der 
Fluoreszenzsignalintensität von 6 Slides mit jeweils 6 Channel mit 
identischen Belichtungsparametern. 

 

 

 

 

Dazu wurden mit den Masken aus Abbildung 5c jeweils 6 Slides belichtet und die Signalintensität 
entlang der x-Achse in allen Channels (6 pro Slide) ausgewertet. So lässt sich überprüfen, ob es zu 
ungleichen Fluoreszenzintensitäten innerhalb eines und zwischen zwei Slides kommt. Die 
nachfolgenden Abbildungen 7 und 8 stellen die Ergebnisse dar. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anhand der Abbildung 7 ist zu erkennen, dass sich die Strukturierungsergebnisse für einzelne Spots 
reproduzieren lassen. Es kommt zu geringen Abweichungen sowohl innerhalb eines Slide als auch beim 
Vergleich verschiedener Slides. Diese können durch verschiedene Einflussfaktoren wie der Bildauf-
nahme mit dem Fluoreszenzmikroskop, Konzentrationsunterschieden der Crosslinker im destillierten 
Wasser sowie der Fluoreszenzfarbstoffe in der Pufferlösung oder durch einen unregelmäßigen Spülvor-
gang hervorgerufen werden. Um diese Faktoren so gering wie möglich zu halten, wurde im Vorfeld der 
Parameterstudie ein Versuchsprotokoll in Zusammenarbeit mit den Projektpartnern erarbeitet, welches 
eine möglichst konstante Versuchsdurchführung ermöglicht.  
Die Wiederholbarkeit der Messungen wurde auch für gruppierte Strukturen überprüft, das Ergebnis nach  
gleicher und zuvor beschriebener Durchführung mit angepasster Maske ist in der Abbildung 8 darge-
stellt. Auch hier lassen sich die Strukturierungsergebnisse mit geringen Unterschieden reproduzieren. 
Insgesamt ist hier die Intensität etwas höher als bei den einzelnen Spots aus Abbildung 7.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um die optimalen Belichtungsparameter für eine Strukturierung zu definieren, wurden zunächst die 

Abbildung 7: Verwendete Maske (einzelne Pixel), rechts: 
Auswertung der Fluoreszenzsignalintensität von 6 Slides mit 
jeweils 6 Channels mit identischen Belichtungsparametern 
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Abbildung 9: Signalintensität (oben) und Noiseintensität (unten) von einzelnen Strukturen (links) und 
gruppierten Strukturen (rechts) bei verschiedenen Belichtungsdauer und -intensitäten 

Signalintensitäten sowie Hintergrundintensitäten ausgewertet. Dazu wurden Slides mit verschieden In-
tensitäten von 3,9 mW/cm2 bis 25,5 mW/cm2 über 20 bis 120 Sekunden belichtet. Die Ergebnisse sind 
in der Nachfolgenden Abbildung 9 dargestellt. Auf der linken Seite sind die Ergebnisse für die Struktu-
rierung mit der Maske „einzeln“ und auf der rechten Seite die Ergebnisse der Maske „gruppiert“ darge-
stellt. Die Anordnung der Ergebnisse bzw. der Graphen für die beiden Masken ist konstant für alle 
weiteren Ergebnisse in diesem Bericht (links: „einzeln“, rechts: „gruppiert“).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aus den Graphen ist zu erkennen, dass eine ansteigende Belichtungsdauer zu einer höheren 
Fluoreszenzintensität der belichteten Strukturen führt, das gilt sowohl für einzelne als auch für gruppierte 
Strukturen. Jedoch wird ab einer Belichtungsdauer von 80 Sekunden eine Sättigung erreicht. Hingegen 
steigt das Noiselevel für beide verwendenten Masken stetig über die Belichtungszeit an. Für geringe 
Belichtungsintensitäten bleibt das Noiselevel auf einem geringen Niveau, jedoch steigt die 
Signalintensität nur sehr langsam an. 
Um die Signal- und Hintergrundintensität ins Verhältnis zu setzen, wurde die SNR berechnet und das 
Ergebnis in der Abbildung 10 dargestellt. Hier fallen die Ergebnisse für die beiden Masken unterschied-
licher aus, was an dem steigenden Noiselevel der gruppierten Strukturen liegt, sodass hier lange Be-
lichtungsdauern und hohe Intensitäten zu einem schlechteren SNR führen. Für gruppierte Strukturen 
sollte also eine kürzere Belichtungszeit (weniger als 60 Sekunden) bei moderaten Leistungen von etwa 
15 mW/cm2 gewählt werden oder eine geringe Leistung (10 mW/cm2 bei längerer Belichtungszeit von 
etwa 60-80 Sekunden). Die Ergebnisse für einzelne Strukturen folgen dem gleichen Trend, allerdings 
könnte hier bei geringer Leistung (12-16 mW/cm2) auch länger belichtet werden (100-120 s), siehe grüne 
sowie blaue Einträge der Abbildung 10. Belichtungen mit hoher Intensität und langer Belichtungsdauer 
sollten vermieden werden, da die Rauschintensität zu stark zunimmt. 
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Für die endgültige Evaluation der Strukturierungsparameter wurde zusätzlich die „Schärfe“ der Kanten-
übergänge der Fluoreszenzintensität zwischen einer belichteten und nicht belichteten Fläche ausgewer-
tet. Die Schärfe definiert sich als die Strecke, welche für 80 % des Fluoreszenzintensitätsübergangs von 
einer Strukturierung zum Hintergrund benötigt wird: Je länger diese Strecke ist, desto verschwommener 
sind die Strukturen und desto unschärfer ist das zugrundeliegende Fluoreszenzbild (Abbildung 10 a und 
b). 
Die Auswertung der Schärfe ist in folgender Abbildung 11 dargestellt. Für hohe Intensitäten gilt insge-
samt, dass die Kanten weniger scharf sind (vgl. rote und schwarze Einträge für 21,2 mW/cm2 bzw. 25,5 

mW/cm2 der Abbildung 11 c und d) und dass längere Belichtungsdauern nicht zu schärferen Strukturen 
führen. Die niedrigsten Belichtungsintensitäten führen zu den schärfsten Kanten, was sich durch die 
geringe Hintergrundintensität erklären lässt. 
 

 
 

 
 

Insgesamt zeigt die Parameterstudie, dass hohe Belichtungsintensitäten negative Einflüsse auf die 
Schärfe der Strukturkanten sowie auf die Hintergrundintensität haben. Für eine optimale Strukturierung 
sollte die Belichtungsintensität und -dauer so gewählt werden, dass die negativen Einflüsse durch eine 
hohe Hintergrundintensität noch nicht stark ins Gewicht fallen. Als empfohlener Parameterraum für eine 
erfolgreiche Strukturierung empfiehlt sich daher für einzelne Strukturen etwa 21 mW/cm2 Belichtungsin-
tensität und maximal 60 Sekunden Belichtungsdauer sowie für gruppierte Strukturen 16 mW/cm2 sowie 

Abbildung 10: Signal-zu-Rausch Verhältnis (SNR) von einzelnen Strukturen (links) und gruppierte 
Strukturen (rechts) bei verschiedenen Belichtungsdauer und -intensitäten. 

 

Abbildung 11: Definition der Schärfe der belichteten Strukturen (oben) und Auswertung der Schärfe 
für einzelne (links) und gruppierte (rechts) Strukturen. 
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40-60 Sekunden. 
 

Ziel des Arbeitspakets 6:  

 Das für eine stabile Prozessführung benötigte Parameterfeld wurde mit dem in AP4 bereitge-

stellten Teststand validiert und festgelegt.  

✓ Das Parameterfeld wurde für zwei verschiedene Maskenstrukturen erforscht und dabei 

die Signalintensität, Hintergrundintensität, das Signal-zu Rausch-Verhältnis sowie der 

Übergang von einer belichteten zu einer nicht belichteten Fläche evaluiert. 

✓ Für einzelne Strukturen sind die optimalen Belichtungsparameter: 21 mW/cm2 für 60 s 

✓ Für gruppierte Strukturen sind die optimalen Belichtungsparameter 16 mW/cm2 für 40-

60 s 

AP7 Realisierung eines portablen Demonstrators mit digitaler Maske: 

Der portable Demonstrator wurde auf Basis des bestehenden Laborsetup (AP4) erweitert und verbes-
sert. Diese Erweiterungen inklusive Sicherheitsfunktionen und Slideloader wurden über den gesamten 
Projektzeitraum durchgeführt. 
Eine Strukturierung eines Testsystems von ibidi erfolgt, indem die zu belichtenden Masken zunächst in 
den Arbeitsspeicher des Projektors geladen werden, die Belichtungsintensität definiert wird und eine 
Belichtungszeit pro Kanal ausgewählt wird. Sind alle Einstellung ausgewählt, werden die alle Kanäle 
sequenziell belichtet. Danach fährt der XY-Mikroskoptisch zu einer definierten Be- und Endladeposition, 
an der leicht ein neuer Objektträger eingesetzt werden kann. Der Z-Präzisionstisch sorgt dafür, dass 
das Slide zu jedem Zeitpunkt in der Fokusebene des Projektionsobjektivs des Belichters liegt. Da wäh-
rend der Strukturierung der gesamte Aufbau lichtdicht abgeschlossen ist, und die LED nur UV-Strahlung 
emittiert, wenn die Tür der Einhausung geschlossen ist, wird zum einen die Gefahr der Exposition mit 
UV-Strahlung minimiert und zum anderen ein Störfaktor durch externe Belichtung ausgeschlossen. 
Der genaue Bewegungsablauf ist unter AP8 beschrieben. Das CAD-Model des Demonstrators und der 
Demonstrator selbst sind in folgender Abbildung 12 dargestellt. 
 

 

 
Abbildung 12: CAD-Modell des Demonstrators (links) und Realisierung des Demonstrators mit allen 
wesentlichen Bestandteilen. 
 

Im Folgenden werden nun die wesentlichen Verbesserungen beschrieben, welche zum fertigen De-
monstrator, ausgehend vom Laborsetup, geführt haben: 
Die erste wesentliche Verbesserung bzw. Erweiterung des Demonstrators ist die Korrektur der Projek-
tionsebene des Belichters. Ist diese Ebene nicht deckungsgleich zu der Verfahrebene der Probe in xy-
Richtung, so kommt es zu Fehlbelichtungen innerhalb eines Channels bzw. zwischen den Channels 
eines Slides. Die Korrektur der Projektionsebene wurde durch eine Kombination aus Federn, welche 
zwei Schienen zueinander ziehen und Mikrometerschrauben, welche den Abstand dieser Schienen ge-
nau einstellen können, gelöst. Der Belichter wurde auf die obere Schiene montiert, welche sich in der 
Höhe an drei verschiedenen Punkten einstellen lässt, um den Projektor horizontal auszurichten. In der 
nachfolgenden Abbildung 13 ist das CAD-Modell sowie die Realisierung abgebildet: 
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Abbildung 13: CAD-Modell des Demonstrators (links) und Realisierung des Demonstrators mit allen 
wesentlichen Bestandteilen. 
 

Zusätzlich musste auch die Probenebene korrigiert werden, da ansonsten die Channel eines Slides 
keine konstanten Strukturierungsergebnisse aufweisen. Die Korrektur wurde durch ein Goniometer ge-
löst, welches den Probenhalter verkippt und nach Justage durch eine Feststellschraube fixiert werden 
kann. Der Probenhalter und das Goniometer (Abbildung 14,a) befinden sich auf dem elektrischen Prä-
zisionshubtisch, der die Probe in die Fokusebene des Belichters bewegt. In der nachfolgenden Abbil-
dung ist die Probenhalterung abgebildet. Abbildung 14 rechts zeigt einen Slide während einer Belich-
tung, hier ist die UV-Strahlung durch einen dünnen Film UV-sensitiver Folie sichtbar gemacht. 
 

 

 
Der Demonstrator wurde nach den Korrekturen der Projektions- und Belichtungsebene für zahlreiche 
Belichtungen eingesetzt. Um anwendungsnahe Strukturierungen durchzuführen, wurden nach Geomet-
rievorgabe des Projektpartners ibidi (Abbildung 15, links) Masken für die Immobilisierung von einzelnen 
Zellen („Single-Cell Pattern“) und Zellverbünden („Multi-Cell-Pattern“) erstellt und Strukturierung mit 
dem Crosslinker Diazerin durchgeführt. Die nachfolgende Abbildung 15 zeigt die Strukturierungsergeb-
nisse für die Single-Cell und Multi-Cell Masken sowie die Validierung über ein Fluoreszenzmikroskop. 
 

Abbildung 14: Z-Präzisionshubtisch (b) und Korrektur der Probenebene durch Goniometer (a). 
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Mit dem Demonstrator und erfolgreichen Funktionstests wurde auch der Halbzeitmeilenstein erreicht. 
Dazu wurde gefordert, dass das LZH nach 18 Monaten Laufzeit einen Versuchsstand aufgebaut hat, 
der die optische Strukturierung von 500*500 µm2 mit einer Auflösung von 12 µm ermöglicht. Es wurden 
für die Überprüfung mehrere Slides mit verschieden Mustern belichtet. Der Belichter wurde so ausge-
richtet, dass für ein Slide mit 6 Channels der Größe 13*4 mm2 eine konstante Strukturierung erfolgte. 
Ein zufällig ausgewählter Bereich wurde dann zur Überprüfung der geforderten Auflösung mithilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops untersucht. Über die Pixelgröße der am Mikroskop angeschlossenen Kamera 
und die Vergrößerung des Objektivs sowie der Tubuslinse konnte die Größe der Strukturierungen über-
prüft werden (Abbildung 16 rechts). Auf den Fluoreszenzbildern ist die Lücke zwischen den strukturier-
ten Pixel klar zu erkennen, daher ist die kleinste zu belichtende Einheit etwa 10,9 µm groß und liegt so 
unter der geforderten Auflösung. Das wurde zusätzlich durch den Einsatz verschiedener Objektive über-
prüft.  
 

 
Abbildung 16: Überprüfung des Halbzeitmeilensteins. Die geforderte Auflösung von 12 µm für belich-
tete Strukturen konnte erreicht bzw. übertroffen werden. 
 

Eine weitere wesentliche Verbesserung des Demonstrators im Gegensatz zum Laboraufbau stellt das 
Sicherheitskonzept des Demonstrators dar. Dieser wurde im ersten Quartal 2024 für drei Wochen an 
den Projektpartner Ibidi GmbH ausgeliefert und getestet. Um eine sichere Nutzung des Demonstrators 
zu gewährleisten, wurde ein Sicherheitskonzept ausgearbeitet. Dieses bezog sich im Wesentlichen auf 
den DLP-Belichter, welcher eine Hochleistungs-UV-LED nutzt, um die digitalen Masken zu projizieren. 
Damit während einer Strukturierung kein Nutzer UV-Strahlung ausgesetzt werden kann, sollte der Be-
lichter beim Öffnen der Tür automatisch die LED abschalten. Zusätzlich sollte ein Not-Halt Schalter 
integriert werden, um den Belichter direkt auszuschalten. Schließlich sollte noch ein Service- bzw. Jus-
tagebetrieb realisiert werden, welche die Funktion des Magnetschalters umgeht. Der Serviceschalter 
sollte in Form eine Schlüsselschalters umgesetzt werden, sodass diese Funktion nur durch Wissen-
schaftler des Laser Zentrum Hannover e.V. unter Verwendung von PSA genutzt werden kann.  
Die Sicherheitsfunktionen sollten durch spezielle Sicherheitsrelais umgesetzt werden. Im LZH war ein 
programmierbares Sicherheitsmodul (PSR-TRISAFE-M, Phoenix Contact) vorhanden. Die Sicherheits-
relais können so konfiguriert werden, dass sie ein eigenes Taktsignal verwenden, um beispielsweise 

Abbildung 15: Links: Vorgabegeometrie für Single-Cell und Multi-Cell Pattern durch den Projekt-

partner. Mitte: Digitale Masken als Binärbilder für den DLP-Projektor. Rechts: Auswertung der 

Strukturierung durch ein Fluoreszenzmikroskop 
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Abbildung 17: Sicherheitsschaltschrank. Links: Schaltungen und elektronische Bauteile 
wie Fehlerstromschutzschalter, Gerätesicherung und Sicherheitsrelais zur Steuerung der 
UV-LED des Demonstrators. Rechts: Reset-Button, welcher die Sicherheitslogik nach 
dem Öffnen der Einhausungstür zurücksetzt, NOT-Halt zum manuellen, sofortigen Aus-
schalten des Belichters sowie ein einrastender Schlüsselschalter für den Servicebetrieb. 

einen Not-Aus-Schalter abzutasten, sodass sie im Ernstfall das Betätigen des Schalters sehr schnell 
und sicher erkennen. Das Sicherheitsmodul lässt sich grafisch programmieren und verwendet dabei 
spezielle Sicherheitsbausteine. Als Eingänge für die Logik fungieren Taktsignale, welche durch den Not-
Halt Schalter unterbrochen werden können, der Magnetsicherheitsschalter, der Reset-Schalter (setzt 
den aktivierten Magnetschalter oder Not-Halt zurück) und der Schlüsselschalter für den Servicebetrieb. 
Die Logik des Bausteins sorgt dafür, dass bei entsprechenden Eingängen die LED des Belichters frei-
geben und der Belichter mit Strom versorgt wird. 
Das Sicherheitsmodul wurde in einen Schaltschrank verbaut, welcher zusätzlich eine Gerätesicherung 
zum Schutz des Belichters sowie einen Fehlerstromschutzschalter enthält. Die elektrische Sicherheit 
wurde durch die elektrische Fachkraft des Laser Zentrum Hannover bestätigt und dessen Funktion ge-
testet. 
 

 
 
 
 
 
 
 
Das Arbeiten bei geöffneter Tür ist bei der Installation sowie Justage des Geräts durch geschultes Per-
sonal notwendig. Ist das System justiert und freigegeben, wird diese Funktion nicht mehr gebraucht, bis 
der Demonstrator abgebaut und an einer neuen Wirkungsstätte wieder installiert wird. Während des 
Servicebetriebs ist die Sicherheit durch die Nutzung spezieller persönlicher Schutzausrüstung gewähr-
leistet. Der Schlüssel wird bei der Übergabe entnommen, sodass es für einen externen Anwender nicht 
möglich ist, diese Funktion zu nutzen. 
 

Ziel des Arbeitspakets 7:  

 Anhand der zuvor definierten Prozessparameter wurde ein Demonstrator realisiert und getestet, 

welcher die automatisierte Belichtung komplexer 2D Formen erlaubt.  

✓ Ein Demonstrator wurde ausgehend von dem Laborsetup AP4 umgesetzt 

✓ Die Probenebene sowie die Projektionsebene des Belichters wurden deckungsgleich 

zueinander ausgerichtet 

✓ Ein Sicherheitskonzept wurde entworfen und realisiert 

✓ Biologisch relevante Strukturierungen wurden getestet 

✓ Der Halbzeitmeilenstein wurde mit dem Demonstrator erreicht (optische Strukturierung 

von 500*500 µm2 mit einer Auflösung von 12 µm) 

 

AP8 Steuersoftware: 

Das Arbeitspaket 8 lässt sich in zwei Teile aufteilen: Zunächst galt es, alle Komponenten durch die 
gleiche Schnittstelle anzusteuern (1), sodass im zweiten Schritt eine GUI auf derselben Schnittstelle 
programmiert werden konnte (2). 
(1) Für die Ansteuerung der Hardwarekomponenten des Demonstrators wurde die Laborsoftware ITOM 
zur Hilfe genommen. ITOM (Instrumentation and Test Open Platform) ist eine Open-Source-Software-
plattform, die speziell für die Steuerung und Automatisierung von Geräten im Labor entwickelt wurde. 
Sie bietet eine umfangreiche Sammlung von Funktionen und Werkzeugen, um die Interaktion mit 
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verschiedenen Messgeräten, Sensoren, Aktoren und anderen Laborgeräten zu ermöglichen und benut-
zerdefinierte GUIs mithilfe des QT-Designers zu erstellen. Jede Hardwarekomponente hat in ITOM ihr 
eigenes Plugin, welches die Kommunikation über die Programmiersprache Python ermöglicht. Das 
Plugin nimmt beispielsweise einen einfaches Kommando wie „StageXY.move(axis,target)“ entgegen 
und bewegt den Verfahrtisch XY zum eingegebenen Ziel. Die eigentliche Logik für die Hardwarekom-
ponente wurde beim Programmieren des Plugins selbst umgesetzt. Diese Herangehensweise ermög-
licht ein einfaches Teilen der Plugins zwischen allen ITOM-Usern und stellt zudem viele Musterbeispiele 
für das Entwickeln solcher Plugins bereit. Es existierte bereits ein ITOM-Plugin für den Präzisionshub-
tisch, sodass nur noch das Plugin für den XY-Mikroskoptisch sowie den DLP-Belichter programmiert 
werden musste. 

 

 
XY-Mikroskoptisch Plugin: Das Plugin für den Mikroskoptisch (MLS203-1, Thorlabs) musste program-
miert werden. Dafür stellte ITOM ein gutes Template zur Verfügung. Zudem konnte man sich an bereits 
existierenden Plugins für Servocontroller der Firma Thorlabs orientieren, sodass diese Aufgabe schnell 
abgeschlossen werden konnte.  
DLP-Projektor Plugin: Das Plugin des DLP-Projektors gestaltete sich etwas komplizierter, da keine ähn-
liche Vorlage existierte. Die Kommunikation mit dem DLP-Belichter basiert auf dem User Datagram 
Protokoll (UDP), einem minimalen Netzwerkprotokoll, welches normalerweise für zeitkritische Anwen-
dungen genutzt wird. Alle Befehle werden zu einem vom Hersteller definierten Port gesendet, verarbeitet 
und dann durch den Belichter in Form eines Antwortdatenpakets bestätigt. Ein Datenpaket besteht dabei 
immer aus drei Abschnitten („tot_size“, „rec_id“ und „payload“) und beschreibt einen einzelnen Befehl. 
Der Befehl wird als Hexadezimalcode gesendet, dabei beschreibt tot_size die Datengröße des Befehls, 
rec_id die Befehls-ID und Payload weitere Befehlsoptionen. 
Der Hersteller des DLP-Belichters gibt eine Reihe an Befehlen und deren Hexadezimalcodes im Hand-
buch vor, sodass eine Bibliothek erstellt werden konnte, auf welche das ITOM-Plugin des Belichters 
zugreifen kann. Das Plugin des Belichters von ITOM verwendet den Befehlssatz und kann die Antworten 
des Belichters verarbeiten. Zusammenfassend wurde die Sprache des Belichters, d.h. der Befehlssatz 
von Hexadezimalcodes, mit für den Anwender verständlichen Befehlen wie „setLEDOFF“ verknüpft (die-
ser Befehl schaltet die LED aus) und die daraus resultierende Logik für den Anwender implementiert. 
Erstellt die ITOM-Software nun eine Instanz des DLP-Plugins, so kann von dieser Instanz aus der Be-
lichter gesteuert werden. 
(2) Das Grafical User Interface des Demonstrators wurde mithilfe des QT-Designers von ITOM erstellt. 
ITOM stellt nicht nur Tools für die GUI-Erstellung bereit, sondern verknüpft diese gleichzeitig auch mit 
den Hardwareplugins. In der nachfolgenden Abbildung 19 ist die Startseite der GUI abgebildet.  

Abbildung 18: Links: Wesentliche Hardwarekomponenten des Demonstrators (DLP-Projektor, Z-Posi-
tioniertisch und XY-Mikroskoptisch). Rechts: Die Bestandteile der ITOM-Softwarearchitektur 
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Beim Start der GUI werden zunächst alle nötigen Plugins für den Demonstrator geladen und so die 
Verbindung zu jeder Komponente hergestellt. Danach wird der Mikroskoptisch sowie der Präzisions-
hubtisch zur Nullposition referenziert, sodass diese die geforderten Positionen anfahren können. Im 
Hintergrund wird ein Timer initialisiert, welcher in regelmäßigen Zeitabständen die Temperatur der LED 
des Belichters abfragt und anzeigt, den Fehlerstatus ausliest sowie den Zustand der LED kontrolliert 
(On / Off). Letzteres ist eine weitere Vorsichts- bzw. Sicherheitsmaße, um eine Gefährdung durch die 
UV-Strahlung der LED auszuschließen. Im Folgenden werden die einzelnen in Abbildung 19 farblich 
markierten Bereiche der GUI erläutert:  
Der Bereich der Hardwaresettings (links oben) teilt sich in die Achsen (XY-Mikroskoptisch & Z-Positio-
niertisch) sowie den DLP-Belichter (Luxbeam Lightengine) auf. Die Achsen (blaue Schaltfläche) lassen 
sich intuitiv bewegen und gegen ihren Nullpunkt referenzieren. Des Weiteren können hier die Geschwin-
digkeiten verändert werden. Hier sind bereits angepasste Startwerte hinterlegt und abgespeichert, da 
gerade die Last des Mikroskoptisches relativ hoch ist und eine hohe Beschleunigung die Langlebigkeit 
verringern würde.  
Die wichtigsten Funktionen und Einstellungen für den Belichter sind in der roten Schaltfläche zusam-
mengefasst. Dabei handelt es sich um einige Statusabfragen wie zum Beispiel die Temperatur der LED, 
das Auslesen des Fehlerregisters oder die aktuelle Belichtungsintensität. Die Belichtung bzw. die digi-
tale Maske und die Belichtungsart (beispielsweise Blinken oder Dauerbeleuchtung) lassen sich hier ma-
nuell auswählen. Insgesamt handelt es sich bei den Funktionen innerhalb der roten Schaltfläche um 
eine sehr hardwarenahe Nutzung des Belichters und ist daher eher für den Entwickler bereitgestellt.  
Um eine Strukturierung eines Ibidi Channel Slides durchzuführen ist die blau umrandete Schaltfläche 
besser geeignet, da die spezifischen Voreinstellungen geladen werden, d.h. die Achsen korrekt ange-
steuert, die richtige Belichtungsart sowie die in AP6 herausgearbeiteten Belichtungsparameter (Intensi-
tät und Belichtungsdauer) ausgewählt werden. 

Abbildung 19: Grafical User Interface des Demonstrators. Rot: Steuerung und Status des DLP-Be-
lichters. Grün: Ansteuerung des XY-Mikroskoptisches und des Z-Präzisionshubtisches. Hellblau: Sta-
tusausgabe der Logik der GUI (links) und Statusausgabe der Hardwareplugings (rechts). Dunkelblau: 
Einstellen einer Belichtung für einen Ibidi Channel Slide. Violett: Kamera zur Überprüfung der Positio-
nierung des Mikroskopieslides. 
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Die GUI erlaubt es, die Kanäle unabhängig voneinander zu strukturieren, um von der Flexibilität des 

Gesamtsystems zu profitieren und einen Konzentrationsgradienten von gebundenen Aptameren über 

die Kanäle zu erzeugen. Durch die Abbildung des Slides sind die Einstellungen auch für ungeübte Nut-

zer intuitiv zu wählen. Falls andere Zielgeometrien be-

lichtet werden sollen, lassen sich hier die Positionen 

(PosX & PosY) anpassen. Beim Starten der GUI wer-

den hier bereits die korrekten Werte geladen. Eine 

Strukturierung läuft wie folgt ab: Zunächst wird ein Ge-

samtbefehlssatz aus der Auswahl der aktivierten Ka-

näle (vgl. Abbildung 20 „Enable Ch1,…“) mit den jewei-

ligen Einstellungen der Belichtungsintensität und Be-

lichtungsdauer erstellt. Danach wird jeder Kanal ein-

zeln strukturiert. Sollte sich dabei die die Maske än-

dern, wird diese jeweils aktualisiert, während sich die 

Achsen zur nächsten Position bewegen. Dabei wird die 

LED ausgeschaltet, um Fehlbelichtungen zu vermei-

den, und die Funktion „Mirror Shake“ benutzt. Dabei 

handelt es sich um eine vom Hersteller implementierte 

Funktion, welche die Spiegel des DMD-Chips des Be-

lichters zufällig verkippt, um ein Verkleben dieser zu 

vermeiden. Bevor der nächste Kanal strukturiert wird, 

schaltet sich diese Funktion wieder ab. Ein Fortschritts-

balken, dessen Zeitleiste sich aus dem Gesamtbefehlssatz errechnen lässt, zeigt den aktuellen Fort-

schritt der Belichtung an. Zusätzlich besteht die Möglichkeit, die Einstellungen für die gesamte Belich-

tung inklusive Parameter des Belichters (Fehlerstatus, Temperatur, …) als log (.txt – Datei) zu spei-

chern.  

Abbildung 20: Setups eines Experiments zur Photostrukturierung eines Ibidi Channel Sli-
des. Einstellbare Parameter: Expositionszeit, Pattern, Channel und Belichtungsintensität. 

Abbildung 21: Ablauf einer Photostruktu-
rierung eines Ibidi Channel Slides. 
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In der violetten Schaltfläche (Abbildung 19) sind die Funktionen für die Kamera abgebildet, welche in 

das Mikroskop eingebaut wurde und mit dessen Hilfe die Position des Slides überprüft werden kann. 

In der nachfolgenden Abbildung 22 ist links die Schaltfläche und rechts ein Bild der Kante eines Slides 

zu erkennen. Durch diese Kontrollfunktion sind Mehrfachbelichtungen eines gleichen Slides möglich. 

 

Durch eine Mehrfachbelichtung können mit dem entsprechenden Einsatz von spezifischen Aptameren 
verschiedene Zellen räumlich definiert zueinander immobilisiert werden. Durch die Interaktion verschie-
dener Zellen kann die Aussagekraft der Zellkulturassays deutlich erhöht werden. In der nachfolgenden 
Abbildung 23 ist eine Mehrfachbelichtung dargestellt. Als digitale Maske wurde das definierte Multi-Cell 
Pattern verwendet und das Slide in zwei Durchläufen belichtet, wobei es nach der ersten Belichtung um 
wenige hundert Mikrometer versetzt wurde und der Objektträgern zwischen den Belichtungen aus dem 
Demonstrator entnommen und gespült wurde. Die rote Belichtung der Abbildung 23 wurde zuerst durch-
geführt. Der Kontrast wurde durch unterschiedliche Belichtungszeiten und damit mit der einhergehen-
den abweichenden Fluoreszenzstärke des gebundenen Markers erreicht.  

Ziel des Arbeitspakets 8:  

 Der Testaufbau lässt sich durch eine anwenderfreundliche Software steuern. Eine Schnittstelle 

für die Eingabe von Belichtungsmustern ist definiert.  

✓ Die Programmierung der GUI und der Ansteuerungssoftware ist durch das Laborsoft-

wareprogramm ITOM durchgeführt wurden. 

✓ Eine Anwenderfreundliche GUI wurde erstellt. Die Anwendung des Demonstrators 

wurde durch den Projektpartner über drei Wochen validiert. 

✓ Es besteht durch eine optische Positionskontrolle die Mehrfachbelichtung bzw. die se-

quenzielle Strukturierung desselben Testsystems.  

✓ Durch ein beliebiges Vektorgrafikprogramm können neue Masken erstellt werden. 

 

AP9: Zellbasierte Assays: 

Für AP9 wurden dem Projektpartner photostrukturierte Substrate übergeben, mit denen 

Abbildung 23: Mehrfachbelichtung. Versatz der Slide um wenige hundert Mikrometer, Kontrast durch 
verschiedene Belichtungsintensitäten. Rote und hellblaue Masken zeigen die verschiedenen, zueinan-
der versetzten Belichtungen mit dem Multi-Cell Pattern. 

Abbildung 22: Überprüfung der zu belichtenden Slides mit dem Mikroskopaufbau 
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Zytotoxizitätsassays anhand der Brustkrebs-Zelllinie MCF7 durchgeführt wurden. Die nachfolgende Ab-

bildung 24 zeigt die Zellen 24 Stunden nach der Aussaat (links: Single-Cell Pattern, rechts: Multi-Cell 

Pattern). Des Weiteren wurde der Aufbau dem Projektpartner ibidi für eine Zeit von drei Wochen über-

geben, um benutzerdefinierte Masken zu nutzen, um ihre Substrate zu strukturieren. Die nachfolgende 

Abbildung zeigt einen strukturierten zellbasierten Assay einer Zytotoxizitätsstudie: 

 

 
Ziel des Arbeitspakets 9:  

 Es wurden funktionale Assay-Strukturen zur Testung mit relevanten Tumorzellen durch die Pro-

jektpartner erzeugt.  

 Photostrukturierte Substrate für die Durchführung von Zell-basierten Assays werden den Part-

nern übergeben 

✓ Der Demonstrator wurde im Labor der ibidi GmbH und im Laser Zentrum Hannover e.V. 

dazu genutzt, photostrukturierte Substrate nach benutzerdefinierten Masken zu erstel-

len und für Zell-basierte Assays zu verwenden 

Auslieferung des Demonstrators und Validierung der Ansteuerungssoftware / GUI durch den 
Projektpartner ibidi GmbH (AP7 – AP9): 
Im März 2024 wurde der Belichter für 3 Wochen an den Projektpartner ibidi GmbH übergeben. Durch 

den Projektpartner konnten alle Funktionen validiert werden sowie die GUI auf Anwenderfreundlichkeit 

oder Fehlfunktionen überprüft werden. Der Aufbau, die Justage und die Inbetriebnahme des Demonst-

rators benötigten etwa zwei Arbeitstage, sodass nach weiteren Einweisungen der Demonstrator nach 

etwa 3 Tagen durch den Projektpartner vollständig einsetzbar ist. Der Demonstrator wurde durch den 

Projektpartner erfolgreich für die Strukturierung von Objektträgern eingesetzt. Dabei wurden neben den 

bereits etablierten Masken für die Einzel- und Multizellversuche auch neue benutzerdefinierte Masken 

nach mitgelieferter Betriebsanleitung des Demonstrators für die Belichtung eingesetzt. Des Weiteren 

wurde die integrierte Kamera genutzt, um die Position eines in den Demonstrator eingesetzten Objekt-

trägers zu überprüfen und abzuspeichern, um so bei erneutem Einlegen desselben Objektträgers eine 

sequenzielle Strukturierung durchzuführen. 

Abbildung 24: MCF7 Zytotoxizitäts-Assays der Brustkrebs-Zelllinie MCF7 
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Etablierung eines Slideloaders für den Demonstrator (Erweiterung von AP7 und AP8): 
Innerhalb der kostenneutralen Verlängerung der Projektlaufzeit (s. I.2) wurde mit einem Slideloader die 
Automatisierung des Demonstrators untersucht. Dieser ermöglicht es, Objektträger automatisch aus 
einem Magazin zu entnehmen und unter dem Belichter des Demonstrators zu platzieren sowie diesen 
nach der Strukturierung wieder zu entnehmen. Der Slideloader besteht im Wesentlichen aus stapelba-
ren Rundmagazinen, welche einfach entnommen werden können und insgesamt Platz für über 130 
Objektträger haben, und einer Achsenkombination, welche jeweils einen Objektträger greift und auf dem 
Mikroskoptisch platziert. Alle Achsen bzw. deren Controller wurden in die Steuerungssoftware integriert 
und lassen sich über eine angepasste GUI ansteuern. Der Benutzer kann auswählen, welchen Objekt-
träger der Slideloader im Demonstrator platzieren soll. Der restliche Belichtungsablauf funktioniert wie 
bereits zuvor beschrieben. Um die Genauigkeit der Platzierung zu überprüfen, wurde eine CCD-Kamera 
mit einem zweifach vergrößernden Objektiv verwendet. Für das Objektiv wurde ein Ringlicht aus roten 
LEDs realisiert, um eine ausreichende Belichtung zu gewährleisten, falls der Demonstrator eingehaust 
und die Tür geschlossen ist. Da die für die Strukturierung essenziellen Photocrosslinker nur auf UV-
Licht reagieren, werden diese durch das Ringlicht nicht aktiviert. Die Positionsüberprüfung erfolgte, in-
dem der Mikroskoptisch den eingesetzten Objektträger so verfährt, dass vordefiniert Kanten des Ob-
jektträgers im Field of View der Kamera liegen. Durch einen geeigneten Threshold wird das Bild binari-
siert und die Kante durch ein Längen- und Breitenverhältnis des Binärobjekts erkannt. So kann die Po-
sition jedes Objektträgers in x und y-Richtung auf etwa fünf Mikrometer bestimmt werden. Für eine 
sequenzielle Belichtung spielt diese Detektion die zentrale Rolle, da die Position abgespeichert wird und 
derselbe Objektträger beim wiederholten Belichten genau zu dieser Position gefahren wird bzw. ein 
Offset durch das Auflegen des Slideloaders korrigiert wird. 
Der Slideloader wurde aus vergleichsweise günstigen Komponenten gefertigt. Dabei wurden die meis-
ten Teile mit dem 3D-Drucker gefertigt. Insgesamt kann der Slideloader, vorausgesetzt die entsprechen-
den 3D-Drucker stehen zur Verfügung, inklusive der verwendeten Kamera und Objektiv für etwa 1.600 € 
gefertigt werden.  

 

Abbildung 25: Installation des Demonstrators im Labor des Projektpartners ibidi GmbH. Links: An-
steuerungs-PC sowie Bedienungsanleitung und Gefährdungsbeurteilung. Rechts: Demonstrator in ge-
öffneter Einhausung mit Magnetsicherheitssensor 

Abbildung 26: CAD-Modell des Slideloaders 
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Abbildung 28: links: Maske der ersten Belichtung (blau) und der zweiten Belichtung (rot). Zwischen 
den Belichtungsvorgängen wurde der Objektträger entnommen und wieder eingesetzt, ein Versatz 
wurde automatisch korrigiert. Links: Ergebnis der sequenziellen Strukturierung. 

 
 
Durch den Slideloader konnte die bereits in AP8 gezeigte Mehrfachbelichtung durchgeführt werden, 
ohne dass die Position des Slides manuell kontrolliert werden musste. Die Kanten des eingesetzten 
Slides werden detektiert und gespeichert, sodass ein Offset erkannt wird und abgespeichert wird. Wird 
nun ein Slide nach einem Strukturierungsvorgang erneut in den Demonstrator eingesetzt, so kann die 
Position referenziert werden und durch eine Anpassung der Position des XY-Mikroskoptisches die 
zweite Maske so gesetzt werden, dass durch die Mehrfachbelichtung und den Einsatz verschiedener 
Aptamere Zellen so immobilisiert werden, dass sie im definierten räumlichen Bezug zueinanderstehen. 
Die nachfolgende Abbildung zeigt das Ergebnis einer Mehrfachbelichtung (links: Masken der verschie-
denen Belichtungsdurchläufe in verschiedenen Farben, rechts das insgesamte Strukturierungsergeb-
nis). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 
 

Der größte Teil der Zuwendung wurde für wissenschaftliches und technisches Personal aufgewendet. 

Für die Fertigung des Demonstrators waren außerdem einige Investitionen zu tätigen (s.u.).  

 

Abbildung 27: Aufbau des Slideloaders im Labor und Integration in den Domonstrator. Der Sli-
deloader ermöglicht das automatische Be- und Entladen des Demonstrators mit einem Objektträ-
ger. Die Position des Objektträgers kann auf wenige Mikrometer genau bestimmt werden, sodass 
eine Mehrfachbelichtung automatisch ablaufen kann. 
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Dienstreisen zum Projektpartner ibidi GmbH: 

Der Demonstrator wurde in der verlängerten Laufzeit des Verbundprojekts zweimal an den Projekt-

partner ibidi ausgeliehen. Der erste Besuch fand noch relativ am Anfang der Entwicklung des Demonst-

rators statt und diente zur Testung des Systems, sodass weitere Maßnahmen direkt mit dem künftigen 

Anwender besprochen werden konnten. Dadurch wurden bereits in einer frühen Phase wesentliche 

Punkte im Design des Systems verbessert bzw. Hindernisse frühzeitig erkannt. Der zweite Besuch er-

eignete sich zum Ende des Projekts, die Software sowie das umgesetzte Sicherheitskonzept waren zu 

diesem Zeitpunkt fertiggestellt. Dadurch konnte das gesamte System inklusive graphische Benutzer-

oberfläche durch den Projektpartner validiert werden und eigene, benutzerdefinierte Masken direkt an-

gewendet werden. Da die Justage und Einarbeitung vor Ort durch den Mitarbeiter des LZH mehr Zeit in 

Anspruch nahm als ursprünglich angenommen, bestand ein entsprechend erhöhter Bedarf an Reise-

mitteln, welcher im Projekt gedeckt werden konnte. 

Es wurden außerdem Reisemittel für zwei Konferenzbesuche aufgewendet (s. Abschn. 6). 

 

Investitionspositionen: 

1. DLP-Belichter (Kosten: 26.020,00 €): Der DLP-Belichter bildet das Herzstück des Demonstra-

tors. Die Technologie ermöglicht die Photostrukturierung mit benutzerdefinierten, dynamischen 

Masken und ist maßgeblich verantwortlich für den Erfolg des Verbundprojkets. Dazu wurden 

zwei Projektionslinsen erworben. 

2. XY-Mikroskoptisch (Kosten: 10.141,15 €): Der XY-Mikroskoptisch sorgt für die horizontale Be-

wegung des Objektträgers unter dem Belichter und ist essenziell für das Gesamtsystem, da 

ohne diese Achse nur im Field of View des Belichters strukturiert werden kann. 

3. Z-Präzisionshubtisch (Kosten: 3.796,00 €): Der Präzisionshubtisch sorgt dafür, dass der Ob-

jektträger präzise in die Fokusebene des Belichters gesetzt werden kann und so für eine scharfe 

Projektion der Maske 

4. Rotationstisch (Kosten: 4.270,38 €): Der Rotationstisch ist ein wesentlicher Bestandteil des Sli-

deloaders und ist mit weiteren Linearachsen für den Transport der Objektträger von der Kas-

sette des Slideloaders zum Demonstrator verantwortlich.  

 

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten 
 

Die durchgeführten Arbeiten waren notwendig zum Erreichen des Ziels des Teilvorhabens. Die Arbeits-

pakete des Teilvorhabens gaben eine adäquate Vorgehensweise zur Erforschung des Demonstrators 

vor. Zunächst wurde sich in AP1 auf ein Testsystem (Objektträger) sowie andere Parameter und Funk-

tionen des Demonstrators geeinigt bzw. diese als Ziele neben den definierten Teilzielen der Arbeitspa-

kete gesetzt. Im Folgenden wurden die Strukturierung und die Prozessparameter untersucht, bis die 

optimalen Belichtungsparameter gefunden waren. Dazu wurde bereits früh ein DLP-Belichter genutzt 

(im statischen Betrieb). So konnte dieser Laboraufbau schrittweise in den Demonstrator umgebaut bzw. 

erweitert werden und eine hohe Übertragbarkeit gewährleistet werden. Die Verwendung der Laborsoft-

ware ITOM bot für die Programmierung der Ansteuerungssoftware den Vorteil der Modularität, da jede 

Hardwarekomponente durch ein eigenes Plugin angesteuert wird und so der Aufbau leicht erweitert 

werden kann. Zusätzlich konnte durch ITOM eine GUI erstellt werden, welche die intuitive Bedienung 

Dritter erlaubt und wie durch die Integration des Slideloaders gezeigt, leicht erweitert werden kann. Der 

Projekterfolg, d.h. der erfolgreiche Einsatz des Labordemonstrators beim Projektpartner ibidi, zeigt die 

Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten: Es konnte ein voll funktionsfähiger erster Demonstra-

tor für die gezielte Strukturierung der Zellkulturslides erforscht, gefertigt und charakterisiert werden. Die 

durchgeführten Arbeiten waren notwendig, um dieses Ziel zu erreichen.  

 

4. Voraussichtlicher Nutzen und Fortschreibung des Verwertungsplans 
 

Der Demonstrator wurde erfolgreich dazu verwendet, Zellkulturen benutzerdefiniert zu strukturieren. Die 

Anwenderfreundlichkeit der GUI sowie die Funktionalität der Ansteuerung wurde durch die Auslieferung 

des Demonstrators an ibidi und den dortigen Testbetrieb gezeigt. Die weitere Verwertung der am LZH 

erlangten Ergebnisse soll gemeinsam mit ibidi geschehen: An dieses Projekt soll sich ein ZIM-Projekt 
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anschließen, welches der Weiterentwicklung des Produkts und der Erhöhung seines Automatisierungs-

grads dient. Alle Erfahrungen, die bei der Auslegung bis hin zum Programmieren des Demonstrators 

gesammelt worden sind, sollen in den ZIM-Antrag einfließen. Das LZH kann so seine Expertise im La-

borgerätebau erweitern, indem es die Produktentwicklung bis zum CE-fertigen Gerät vorantreibt. Dies 

kommt den weiteren FuE-Tätigkeiten der Gruppe zugute. Mögliche Neuentwicklungen werden patentiert 

und an den Nutzer ibidi lizensiert. Gemeinsam arbeiten die Partner darauf hin, dass die Strukturierung 

der Zellkulturmaterialien als Dienstleistung für Forschende in der Zellbiologie bereitgestellt werden kann 

und potenziell auch der Belichter selbst vertrieben werden kann. Somit kann der ursprünglich anvisierte 

Verwertungsplan weiter verfolgt werden. 

 

5. Darstellung des während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfän-
ger bekannt gewordenen Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen 
 

Das System PRIMO von Alveole ist ebenfalls in der Lage, benutzerdefinierte Masken durch die DLP-

Technologie auf einen Objektträger zu projizieren. Der wesentliche Unterschied zum MaKo-Zell De-

monstrator ist, dass hierfür ein weiteres Mikroskop benötigt wird, um die Maske zu projizieren. Der 

MaKo-Zell Demonstrator funktioniert für die Strukturierung als Stand-alone Lösung und ist zudem sehr 

modular aufgebaut: Er kann durch die Laborsoftware ITOM sowie die austauschbaren Hardwarekom-

ponenten schnell an verschiedene Zielgeometrien angepasst werden. Dabei wären auch größere Test-

systeme als Objektträger leicht möglich. Der Vorteil ist dabei, dass im Gegensatz zum PRIMO System 

der DLP-Belichter und der Mikroskoptisch direkt über die Ansteuerungssoftware verbunden sind und so 

angepasst werden können. 

Die Firma Arralyze stellt ebenfalls ein Gesamtsystem zur Strukturierung von Zellkulturoberflächen her. 

Dabei werden Biomaterial, Reagenzien und lebende Zellen direkt in Nanowells dispensiert. Diese wer-

den vorher mit einer proprietären Lasertechnologie namens LIDE hergestellt. Eine Kombination mit Mik-

rofluidikassays ist nicht möglich. Damit funktioniert das System grundlegend anders. Es ist davon aus-

zugehen, dass der Demonstrator für die Zellkulturstrukturierung das wesentlich günstigere und flexiblere 

Verfahren darstellt. 

 

6. Erfolgte oder geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses 
 

Konferenzbeiträge: 

Photonics West 2023 in San Francisco, USA 

Vom 28. Januar bis zum 02. Februar wurde die Konferenz Photonics West in San Francisco, USA, 

besucht. Die Photonics West ist eine führende jährliche Konferenz für Optik und Photonik in San Fran-

cisco mit Fokus auf Laserinnovationen und deren Anwendungen in Biologie und Medizin. Der im MaKo-

Zell Projekt erforschte Demonstrator zur Zellimmobilisierung passte thematisch zu den vorgestellten 

Fortschritten in Mikrofluidik und Lab-on-a-Chip Technologie. Die Konferenz bot Gelegenheit zum Aus-

tausch mit anderen Wissenschaftlern über den geplanten Aufbau des Demonstrators. Die begleitende 

Industriemesse zeigte neue Entwicklungen in der Zellbiologie und ermöglichte Gespräche mit Herstel-

lern kommerzieller Systeme. Insgesamt wurden wertvolle Erkenntnisse für die Weiterentwicklung des 

Projekts gewonnen. 

 

Focus on Microscopy 2024 in Genua, Italien 
Vom 23. bis zum 27. März wurde die Konferenz Focus on Microscopy in Genua, Italien, besucht. Die 

Konferenz setzt ihren Fokus zum einen auf die Anwendungsfelder der verschiedenen Mikroskopietech-

niken, zum anderen werden technische Neuheiten vorgestellt und diskutiert. Die Erforschung Demonst-

rator knüpft an beide Aspekte der Konferenz an: Die realisierte Strukturierung bildet nur den ersten 

Schritt eines gesamten Versuchs ab. Nachdem die Zielzellen nach vorgegebenem Muster immobilisiert 

worden sind, kommen weitere Mikroskope und Techniken zum Einsatz, um beispielsweise die Vitalität 

der Zellen nach bestimmten Zeitpunkten zu bestimmen oder hochauflösende Abbildungen zu generie-

ren. Um neue Forschungsmöglichkeiten zu erschließen, sind der Austausch mit anderen Wissenschaft-

lern auf der Konferenz und deren breiten Vortragsreihen vorteilhaft. Außerdem wurde der Demonstrator 

als Alternative zu einem bereits bestehendem System zur Strukturierung der Zellkulturoberflächen 
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erforscht. Die Focus on Microscopy 2024 bot eine Plattform, auf der verschiedene Systeme miteinander 

verglichen werden konnten und neue Innovationen bzw. Anregungen für den Demonstrator gesammelt 

wurden.  

Die Ergebnisse dieses Teilvorhabens wurden in einem Poster zusammengefasst und auf der Konferenz 

vorgestellt, sodass diese mit verschiedenen Wissenschaftlern diskutiert werden konnten. Das wissen-

schaftliche Poster ist diesem Bericht angehängt.  

 
Masterarbeit „Automatisierte optische Strukturierung von Mikroskopieobjektträgern durch die 
Integration eines Slideloaders“ 
Während der Verlängerung des Projekts wurde die Erforschung des Slideloaders durch eine Masterar-
beit, welche sich mit dem genauen Design und der Auslegung des Systems beschäftigt hat, unterstützt.
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