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Die Herausforderung

Die Phasenkontrastmikroskopie, eines
der wichtigsten mikroskopischen Kon-
trastverfahren um transparente, unge-
farbte Zellen sichtbar zu machen, ist ein
Durchlichtmikroskopieverfahren, bei
dem eine Ringblende in den Beleuch-
tungsstrahlengang eingebracht und das
Licht im Objektiv Gber einen Phasenring
geleitet wird. Uberlagern sich Ringblen-
denabbild und Phasenring, entstehen
Phasenkontrastbedingungen.

Bei der Zellkulturherstellung, z. B. in der
Stammazellforschung, werden standardi-
sierte Mikrotiterplatten (MTP) zur Kulti-
vierung verwendet. Diese bestehen aus
mehreren zylindrischen Einzelgefilen,
den ,Wells“. Innerhalb eines Wells bildet
das Nahrmedium in Abhangigkeit vom
Verhaltnis seiner Kohdsion zur Adhasion
zur GefaBwand in der Regel eine Ober-
flachenwolbung aus, so dass eine Fliissig-
keitslinse entsteht. Die konkave Wol-
bung der Flussigkeitslinse bewirkt so-
wohl Verzerrungen des Ringblendenab-
bildes als auch Verschiebungen durch
den sich im Bildfeld verdndernden Tan-

gentialwinkel, wodurch die Uberlage-
rung von Ringblende und Phasenring ins-
besondere in den stiarker gewdlbten
Randbereichen nicht mehr in der Flache
erstreckend einzustellen ist. Dieser
Effekt ist umso extremer, je kleiner der
Durchmesser eines Wells ist. Das Pha-
senkontrastverfahren versagt hier und
ein GroRteil der Zellen kann nicht un-
tersucht werden.

Die Innovationsidee

Ziel des IGF-Projekts APERITIf ist die voll-
standige Wiederherstellung des Phasen-
kontrasts durch eine automatische opti-
sche Kompensation der unerwiinschten
Effekte durch die Flussigkeitslinse. Adap-
tive Phasenkontrastmikroskopie kann
diese Verzerrungen und Verschiebungen
rein optisch ausgleichen, indem adaptive
optische Elemente in den Strahlengang
eingebracht werden.

Die Ergebnisse

Ein adaptives, flussigkeitsgefilltes Pris-
ma, das im Rahmen des Projektes entwi-
ckelt wurde, wird in die Beleuchtung ein-
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Das Programm ,,Industrielle Ge-

meinschaftsforschung” (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWi fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 AiF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrége.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitat der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Die Arbeitsgemeinschaft industrieller
Forschungsvereinigungen (AiF) lasst die
Antrage durch Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten.

7 Das BMWIi finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 250/500/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fihren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
einen regen Technologietransfer zwi-
schen den Forschungseinrichtungen
und den 10-15 Unternehmen eines pro-
jektbegleitenden Industrieausschusses
mit mindestens 50 % KMU sicher.

11 Die Industrie steuert das Projekt mit,
berat wahrend der Forschungsphase,
validiert die Ergebnisse, absorbiert sie
und verwertet sie.

Gemeinsam stdrken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.

Fir eine ausfihrlichere Fassung des Ab-
schlussberichts wenden Sie sich bitte an:
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gebracht, so dass der Tangentialwinkel
der Flissigkeitslinse kompensiert wer-
den kann. Dazu wird das Prisma uber
Motoren im Winkel geneigt. Ein Strahl-
teiler erlaubt die gleichzeitige Beobach-
tung von Ringblendenabbild und Phasen-
kontrastbild. Die Ringblende wird durch
eine transmissive Flussigkristallanzeige
(LCD) erzeugt, welche wie ein Smart-
phone-Display  funktioniert. Dadurch
kann die Ringblende dynamisch als
Schwarz-WeiR-Matrix erzeugt und in Po-
sition sowie Form verandert werden.

Auf Basis einer kontinuierlichen Auswer-
tung der Uberlagerung im Ringblenden-
abbild bestimmen vollautomatische Al-
gorithmen dann die Einstellung von Ring-
blende und Prisma. Die entwickelte Soft-
ware erlaubt so eine automatische Auf-
nahme von ganzen Mikrotiterplatten mit
vollautomatischer Kompensation bei
verschiedenen VergrofRerungen. Dabei
wird der Aufnahmebereich im Stop-and-
Go-Modus abgerastert. Bei jedem Stopp
wird die Art der Uberlagerung durch
Bildverarbeitung bestimmt, Prisma und
Ring-blende ausgerichtet und anschlie-
Rend ein Phasenkontrastbild aufgenom-
men. Die Beleuchtungselemente sind in
einem Adapter zusammengefasst, der
sich leicht an marktiibliche Mikroskope
anpassen lasst.

Mit diesem Ansatz konnte der Bereich,
in dem Phasenkontrast moglich ist, deut-
lich gesteigert werden. Je nach Vergro-
Rerung und WellgroRe kdnnen auf diese
Weise mehr als das 10-fache der Flache
unter Phasenkontrastbedingungen auf-
genommen werden. Damit ist es mit die-
ser Losung erstmals moglich, automati-
sierte adaptive Phasenkontrastmikros-
kopie bei Standard-Mikrotiterplatten
durchzufihren.

Die Verwertung

KMU-Nutzen

Aufgrund der weiten Verbreitung der
Phasenkontrastmikroskopie als Stan-
dardverfahren ist die wirtschaftliche Be-

Displayhalterung

deutung als hoch anzusehen. Zum einen
ist das fur die manuelle Mikroskopiean-
wendung an Mikrotiterplatten, zum an-
deren bei automatisierten Mikroskopie-
systemen mit automatisierten Bildverar-
beitungsroutinen relevant. Hier sind
schonende Kontrastverfahren wichtig.
Der Verzicht auf eine Fluoreszenzfar-
bung spart nicht nur Kosten und Zeit,
sondern ist auch fiur viele Lebendzellen-
untersuchungen von Vorteil, da keine ex-
ternen Storfaktoren in Form von Farb-
stoffen vorliegen.

Im Mikroskopiebereich zahlen Systemin-
tegration und Softwareentwicklung zu
den Aufgabenfeldern der Gesamtsys-
temanbieter. Mikroskopkameras, Scan-
ningtische und Beleuchtungen sind in
der Regel Zukaufteile, die von speziali-
sierten Firmen entwickelt werden. Die
Platzierung der Meniskuseffekt-Kompen-
sationseinheit am Markt ist in gleicher
Weise denkbar. Fir die als Zulieferer in
Frage kommenden Unternehmen ist
eine Modularisierung des Aufbaus vor-
teilhaft. So kénnen einzelne Submodule,
wie das adaptive Prisma mit seiner pra-
zisen Mechanik, von darauf spezialisier-
ten Unternehmen, wie die Physik Instru-
mente GmbH & Co. KG, angeboten wer-
den. Das gleiche gilt fur die adaptive
Ringblendeneinheit, bei der die Display-
technologie der HOLOEYE Photonics AG
zum Einsatz kommen kann. Die Modu-
larisierung 6ffnet zudem die Technologie
fir KMU. So kénnen z. B. Anbieter von
Komplettsystemen auch auf KMU-produ-
zierte Module zuriickgreifen und sie in
ihre Geréate integrieren.

Geplante Umsetzung

Weiterfiihrende Kooperationen und Ver-
wertungsaktivitdten sind geplant, z. B.
Veroffentlichungen, Folgeprojekte und
Messeauftritte in Zusammenarbeit mit
den im projektbegleitenden Ausschuss
vertretenen sowie weiteren in Frage
kommenden Industrieunternehmen. Auf
diese Weise wird das hier entwickelte
Kompensationsverfahren gegen den

Meniskuseffekt in konkrete Produkt-
innovationen Uberfihrt werden.

Displayhalterung und adaptives Prisma als Komponenten zur Kompensation.



