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Kurzzusammenfassung

Die Scanning Laser Optical Tomography (SLOT) zihlt zu den optischen 3D-Mikroskopie-
verfahren der Lebenswissenschaften und basiert, ebenso wie seine Vorlaufermethode, die
optischen Projektionstomographie, auf dem Grundprinzip der Computertomographie. Das
tomographische Bildgebungsverfahren SLOT ermdoglicht eine zerstorungsfreie, volumetri-
sche Abbildung mesoskaliger Proben durch Aufnahme von Projektionsbildern aus verschie-
denen Richtungen, wobei als Kontrastmechanismen Absorption, Streuung und Fluoreszenz
nutzbar sind.

Aufgrund der guten, biologischen Vertriglichkeit dieser Technik ist SLOT prédestiniert fiir
die Untersuchung lebender Proben. Um Langzeitmessungen lebender Proben durchfiihren
zu konnen, wird allerdings eine kiinstliche Probenumgebung benétigt, die die natiirlichen
Umgebungsbedingungen weitestgehend nachahmt. Das Ziel dieser Arbeit ist es, eine Inku-
bationsprobenkammer zu entwickeln und umzusetzen, die eine solche kiinstliche Umgebung
bereitstellt. Gleichzeitig soll ein vollstdndig neues Grundkonzept zur Probenhalterung und
Rotation in SLOT umgesetzt werden, das im Gegensatz zur bisher verwendeten Technik
eine aufrechte Probenhalterung und Rotation von unterhalb der Probe vorsieht.

Die Basis fiir die Entwicklung des Inkubationssystems stellt neben dem Grundkonzept ein
Anforderungskatalog dar, der die technischen Anforderungen fiir SLOT und die biologi-
schen Anforderungen fiir die Inkubation zusammenfasst. Die Konstruktion und Umset-
zung des Systems beinhaltet eine Probenkammer, die mit einem minimalisierten Aufbau
zur Bildaufnahme in SLOT einsetzbar ist. Dariiber hinaus wird die Kammer zu einem
Gesamtinkubationssystem erweitert, sodass sie als Probeninkubator, der fiir SLOT opti-
miert ist, nutzbar ist. Anhand von verschiedenen Testmessungen soll das System auf seine
Funktionalitédt tiberpriift werden.

Mit der vorliegenden Arbeit wird erstmalig ein Konzept zur aufrechten Probenhalterung
und Probenrotation in SLOT von unterhalb der Probe realisiert und ein darauf basierendes

System zur Langzeitinkubation lebender Proben vorgestellt.
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,,Droit devant soi on ne peut pas aller bien loin...”
».Ggeradeaus kann man nicht sehr weit gehen...”

— Der kleine Prinz, Antoine de Saint-Exupéry —






1 Einleitung

Zellen sind die Grundbausteine aller Lebewesen. Das Erforschen und Verstehen sowohl
zelluldrer Prozesse als auch der Entwicklung von Zellverbinden, Gewebe, Organen und
Organismen ist im Bereich der Biologie und Medizin von besonderem Interesse. Zur Un-
tersuchung werden Zellen unter den physiologischen Bedingungen kultiviert, die den ent-
sprechenden natiirlichen Zustidnden in vivo nahekommen. Lange Zeit wurde dabei der
rdumlichen Struktur der Zellkultur nur wenig Bedeutung beigemessen, wohingegen mitt-
lerweile die herkémmliche 2D-Zellkultur zunehmend durch die 3D-Zellkultur erweitert wird
[1]. Dieser Wandel hat auch im Rahmen der Mikroskopietechnik einen Bedarf von neuar-

tigen Untersuchungsmethoden geschaffen.

Um volumetrische Darstellungen komplexer, biologischer Objekte der Mesoskala zu erzeu-
gen, stehen verschiedene optische Mikroskopieverfahren zur Verfiigung. Eine Moglichkeit
liegt zum Beispiel in der lichtblattbasierten Mikroskopie |27, 10, 5], bei der die Fluorophore
der Probe Ebene fiir Ebene mit einem diinnen Lichtblatt angeregt und das entsprechende
Fluoreszenzsignal senkrecht zur Ebene erfasst wird. Aus den Schichtaufnahmen werden
im Anschluss dreidimensionale Abbildungen generiert. Zum Erreichen hoher Eindringtie-
fen und zur Minimierung der Streuung sollten die Proben eine hinreichende Transparenz

aufweisen, die auch durch optisches Aufklaren erreicht werden kann.

Eine weitere Methode ist die optische Projektionstomographie (engl. optical projection
tomography, OPT) [26], die auf den gleichen Grundprinzipien wie die Computertomo-
graphie (engl. computed tomography, CT) beruht. Hierbei werden Projektionsdatenséitze
einer Probe als Ganzes aus unterschiedlichen Richtungen aufgenommen und mithilfe von
Rekonstruktionsalgorithmen zu Schnittbildern, sogenannten Tomogrammen, weiterverar-
beitet. Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen kénnen gleichermafen genutzt werden. Das
Probenspektrum begrenzt sich auch bei der OPT auf gering streuende und absorbierende
Objekte.

Als weiterentwickeltes Verfahren der OPT wurde im Jahr 2010 am Laser Zentrum Hanno-
ver e.V. die rasternde laseroptische Tomographie (engl. Scanning Laser Optical Tomogra-
phy, SLOT) eingefiihrt. Zur Erzeugung von Projektionsbildern wird die Probe mit einem
fokussiertem Laserstrahl abgerastert und die Bildinformation Punkt fiir Punkt in der Ebe-
ne senkrecht zur optischen Achse zusammengesetzt. Nutzbare Kontrastmechanismen sind
Absorption, Streuung und Fluoreszenz, wobei das simultane Erfassen unterschiedlicher
Detektionskanéle moglich ist. Vorteil von SLOT gegeniiber der Vorlaufermethode ist eine
hohere Lichtsammeleffizienz, was sich in einer gesteigerten Empfindlichkeit auswirkt und

geringere Anregungsintensititen erlaubt. Dadurch bleiben Photobleichung und Phototo-
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xizitat verhdltnismékig gering. Die eingesetzten Wellenldngen im Bereich zwischen ultra-
violettem Licht und nahem Infrarotlicht zeichnen sich gegeniiber der Rontgenstrahlung
der CT durch hohe, biologische Vertriaglichkeit aus. Die Auflésung von SLOT betrigt in
Abhédngigkeit der Wellenldnge des verwendeten Lichts und der numerischen Apertur der

verwendeten Optiken in der Regel wenige pm.

Als nicht-invasives, tomographisches Bildgebungsverfahren ist SLOT fiir die Untersuchung
biologischer, hinreichend transparenter bzw. optisch aufgeklarter Proben mit einem Volu-
men im Kubikmillimeterbereich bis hin zu wenigen Kubikzentimetern geeignet. Die bislang
mit dieser Methode untersuchten Probentypen reichen zum Beispiel von Larvengehirnen
der Locusta migratoria und Drosophila [16] iiber den Lobus accessorius der Mauslun-
ge [12] bis hin zu Biofilm auf Zahnimplantatoberflichen [8]. Ein néchster Schritt besteht
darin, tomographische Langzeitmessungen lebender Proben, die von Natur aus geringe Ab-
sorption und Streuung aufweisen, zu realisieren. Dies konnte beispielsweise erheblich zum
Erkenntnisgewinn in der Erforschung komplexer Prozesse der embryonalen Entwicklungs-
biologie oder der Wachstumskinetik dreidimensionaler Zellaggregatstrukturen beitragen.
Um mit SLOT lebende Proben iiber einen lingeren Zeitraum untersuchen zu kénnen, ist
die Proben- und Rotationseinheit des SLOT-Aufbaus um ein Inkubationssystem zu erwei-
tern. Das Inkubationssystem hat dabei die Aufgabe, eine kiinstliche Probenumgebung zu

offerieren, die den physiologischen Bedingungen im Organismus entspricht.

Im Jahr 2012 wurde bereits ein fiir Durchlicht-Aufnahmen der OPT konzipiertes Inkuba-
tionssystem an den SLOT-Aufbau adaptiert [9]. Das System wird allerdings nicht weiter
eingesetzt, da sich das Konzept der Konstruktion fiir SLOT in der Anwendung als nicht
praktikabel erwiesen hat. Dies ist insbesondere auf die grofe Anfélligkeit fiir mechanische
Storungen zuriickzufiihren. Dariiber hinaus bietet das System aufgrund der Handhabung

wenig Moglichkeit zur Automatisierung.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein fiir SLOT optimiertes Inkubationssystem zu ent-
wickeln und umzusetzen. Dabei soll mit der Realisierung der Inkubationsprobenkammer
ein neues Grundkonzept verwirklicht werden, das im Gegensatz zur bisher verwendeten
Technik ein tellerbasiertes System mit aufrechter Probenhalterung und Probenrotation
von unten vorsieht [17]. Dies erfordert eine neue Konstruktion der Proben- und Rotati-
onseinheit im SLOT-Aufbau. Grundsitzlich soll das entwickelte System sowohl fiir in vivo
als auch in wvitro Untersuchungen ausgelegt sein, allerdings soll der Fokus in dieser Ar-
beit zunichst auf der in vitro Inkubation von Stammzellaggregaten liegen. Anhand von

verschiedenen Testmessungen soll das System auf seine Funktionalitit {iberpriift werden.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des TOMOSphere-Projekt angefertigt, das auf die Stamm-

zellforschung unter Verwendung von SLOT ausgelegt ist.
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Der Aufbau dieser Arbeit gestaltet sich wie im Folgenden beschrieben. Das anschlieftende
Kapitel 2 umfasst technische und biologische Grundlagen, die zum einen das tomographi-
sche Bildgebungsverfahren SLOT und zum anderen die Inkubationscharakteristika naher
erlautern. Das darauf folgende Kapitel 3 beschéftigt sich mit Anforderungsspezifikationen
technischer und biologischer Art, die bei der Realisierung der Inkubationsprobenkammer
zu beriicksichtigen sind. Die Entwicklung und Umsetzung des Systems ist in Kapitel 4
dargelegt. Um das aufgebaute Inkubationssystem auf grundlegende Funktionen zu iiber-
priifen, erfolgt in Kapitel 5 eine Charakterisierung, die sich aus unterschiedlichen Test-
messungen zusammensetzt. Abschliefsend werden die gewonnenen Ergebnisse in Kapitel 6

rzusammengefasst und diskutiert.



2 Grundlagen

In diesem Kapitel werden die wesentlichen Grundlagen erldutert, die fiir das Verstdndnis
der vorliegenden Arbeit erforderlich sind. Dabei ist dieses Kapitel in die technischen und
biologischen Grundlagen unterteilt. In Abschnitt 2.1 wird die Bildgebungsmethode SLOT
vorgestellt und in Abschnitt 2.2 werden Aspekte der Probeninkubation naher erklért.

2.1 Technische Grundlagen: Scanning Laser Optical Tomography

Die Scanning Laser Optical Tomography (SLOT) stellt eine dreidimensionale Mikrosko-
pietechnik dar, die eine zerstérungsfreie, volumetrische Abbildung mesoskopischer Objekte
ermoglicht. Sie kommt als Bildgebungsverfahren biologischer Proben vor allem in den Be-

reichen der Biologie und Medizin zur Anwendung.

2.1.1 Funktionsprinzip und grundlegender Messaufbau

SLOT basiert auf den Prinzipien der dreidimensionalen Computertomographie: Von ei-
nem Objekt werden Projektionsbilder aus verschiedenen Richtungen aufgenommen, um
dann aus diesem Projektionsdatensatz eine dreidimensionale tomographische Darstellung
zu rekonstruieren. Allerdings wird die Probe bei SLOT im Gegensatz zur OPT nicht ho-
mogen ausgeleuchtet, sondern mit einem fokussierten Laserstrahl im Wellenldngenbereich
zwischen ultraviolettem Licht und nahem Infrarotlicht abgerastert. Als bildgebende Kon-
trastmechanismen konnen hierbei neben der Absorption auch Fluoreszenz- bzw. Streulicht
dienen. Fiir die Verwendung dieses Abbildungsverfahrens sind entsprechend lichtdurchlés-
sige Proben Grundvoraussetzung. Als Emissionslichtquelle eignen sich sowohl intrinsische
Fluorophore als auch in die Probe eingebrachte Fluoreszenzmarker. [16, 15]

In Abbildung 2.1 ist ein Schema eines SLOT-Aufbaus dargestellt. Der Strahl der La-
serlichtquelle wird zunéchst iiber Spiegel durch die Einheit der Strahlformung gelenkt.
Die Strahlformung besteht zum einen aus einer Lochblende, um das Strahlprofil rdumlich
zu filtern und eine homogene Wellenfront zu erzeugen. Zum anderen kann mithilfe einer
Irisblende, die eine variable Offnungsweite besitzt, der Strahldurchmesser und damit die
numerische Apertur des Systems eingestellt werden. Um das Objekt vollstindig scharf
auszuleuchten, ist die Schirfentiefe (engl. depth of field, DOF) so zu wihlen, dass sie der
Probenausdehnung in Richtung der optischen Achse entspricht. Hat das Licht den Teil
der Strahlformung durchlaufen, trifft es auf die Ablenk- und Fokussiereinheit. Diese bein-
haltet einen x-y-Galvoscanner, der ein zweidimensionales Rastern des Laserstrahls durch
zwei liber einen Galvanometerantrieb verkippbare Spiegel ermdglicht. Wahrend die Scan-

achse in x-Richtung eine schnelle, mdandernde Bewegung durchlduft, wird die langsame
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y-Scanachse in nur eine Richtung bewegt. Positioniert ist die Scan-Einheit in der hinteren
Fokusebene einer abbildenden Linse, iiber die das Licht schwach fokussiert auf die Pro-
be gelenkt wird. Der Abstand der Abbildungslinse zur Probe wird so gewahlt, dass die
Fokusebene mittig innerhalb des abzubildenden Objekts liegt.

Die Probe ist in einer quaderformigen Glaskiivette, die mit Immersionsmedium gefiillt
ist, mittig hingend platziert. Diese Immersion ist notwendig, um den Brechungsindex der
Umgebung an den der Probe anzupassen und so Brechung an der Probenoberfliche und
eine damit verbundene Richtungséinderung des Strahls zu unterbinden. Aus dem gleichen
Grund sind die planen Ein- und Austrittsfenster der Kiivette senkrecht zur optischen
Achse ausgerichtet. Kleine Proben kénnen zur einfacheren Halterung zusétzlich in einer
Glaskapillare fixiert werden. Um die Aufnahme von Projektionsbildern aus unterschied-
lichen Winkeln zu realisieren, ist die Probe iiber einen verkippbaren Halter an einem
Rotationsmotor befestigt. Uber die Verkippeinheit kann die Probe auf der Rotationsachse
ausgerichtet werden. Die starre Rotationsachse liegt dabei senkrecht zum Strahlengang

des Lasers.

Als Detektionskanile stehen sowohl Transmissionslicht als auch Fluoreszenz- und Streu-
licht zur Verfiigung. Das Transmissionslicht wird in Richtung der optischen Achse auf-
genommen und ist durch die Extinktion der durchleuchteten Probe bestimmt. Das Licht
wird nach Durchdringen des zu untersuchenden Objekts mithilfe einer Sammellinse kol-
limiert und auf eine Photodiode geleitet. Das einfallende Licht wird dort basierend auf
dem inneren photoelektrischen Effekt in einen Strom umgewandelt, der proportional zur

Lichtintensitit ist.

Das von der Probe emittierte und gestreute Licht wird in alle Raumrichtungen isotrop
abgestrahlt. Daher ist die Detektion dieses Lichts aus mehreren Richtungen moglich. In
Abbildung 2.1 ist die Aufnahme nach unten, senkrecht zur optischen Achse gewihlt. Das
Licht wird von einem Paar asphérischer Kondensorlinsen hoher numerischer Apertur ge-
sammelt und auf die Sensorfliche eines Photoelektronenvervielfachers (engl. photomul-
tiplier tube, PMT) abgebildet. Der PMT ist aufgrund der Elektronenvervielfachung ein
aukerst sensitiver Detektor, der besonders fiir die Fluoreszenzlichtdetektion geeignet ist.
Mit einem Bandpassfilter, der zwischen den beiden Linsen positioniert ist, wird dabei die

Detektion des Anregungslichts unterdriickt.
Da SLOT ein rasterndes Verfahren darstellt, kommen zur Abbildung der Probe Punktde-

tektoren zum Einsatz, die die Projektionsbilder durch sukzessives Auslesen erstellen. Jede
Position des rasternden Laserstrahls entspricht einem Pixel des Projektionsbildes, dem ein
bestimmter Grauwert mit einer Farbtiefe von 16 bit zugeordnet wird. Die Bildaufnahme

der Detektoren erfolgt dabei simultan, wodurch die Grundlage fiir eine exakte Uberlage-



rung der Abbildungen gegeben ist. Prinzipiell ist bei SLOT-Messungen die Verwendung
verschiedener Wellenldngen ebenso moglich wie die Detektion unterschiedlicher Kanéle.
Der in Abbildung 2.1 dargestellte Messaufbau kann entsprechend der gewiinschten Detek-
tionskanidle modifiziert werden. Die Auflosung betrédgt in Abhingigkeit der Wellenldnge
des verwendeten Lichts und der numerischen Apertur der verwendeten Optiken in der

Regel wenige Mikrometer.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines SLOT-Messaufbaus (nach [12]). Der Licht-
strahl einer Laserdiode (LD) gelangt iiber Spiegel durch ein Teleskop, das eine Lochblende
(B) enthélt. Eine variable Irisblende (IB) wird dazu verwendet, den Strahldurchmesser
und die numerische Apertur anzupassen. Nach der Strahlformung wird das Laserlicht auf
eine Scan-Einheit (S) gefiihrt, die in Kombination mit einer Abbildungslinse (Ly) ein
zweidimensionales Abrastern der Probe ermdglicht. Die Probe ist innerhalb einer mit Im-
mersionsfliissigkeit gefiillten Kiivette (IK) platziert. Dabei ist die Probe hingend an einem
Rotationsmotor (RM) befestigt, dessen Rotationsachse senkrecht zur optischen Achse liegt.
Detektiert wird einerseits das Transmissionslicht, was in Richtung der optischen Achse,
durch eine Sammellinse (Ly) kollimiert, auf eine Photodiode (PD) trifft. Anderseits kann
das isotrop von der Probe ausgehende Fluoreszenz- und Streulicht iiber ein Kondensorlin-
senpaar gesammelt und auf ein PMT gelenkt werden. Ein Bandpassfilter (BP) zwischen
den Linsen verhindert das Passieren von Anregungslicht.



2.1.2 Datenerfassung und -verarbeitung

Zur Steuerung der Komponenten des Messaufbaus in SLOT und zur Erfassung der Mess-
signale steht eine in der Gruppe entwickelte Softwareumgebung zur Verfiigung. Die Steue-
rungssoftware ermoglicht ein Ein- und Ausschalten der Lichtquelle und die Einstellung des
gewiinschten Scanbereichs, der von der Ablenk- und Fokussiereinheit realisiert wird. Die
Anzahl der Pixel, das heifst die Abtastung, wird iiber ein entsprechendes Eingabefeld de-
finiert, wobei die Pixelgrofse in x- und y-Richtung identisch ist. Dariiber hinaus bietet die
Software eine Kommunikationsmé&glichkeit mit dem Rotationsmotor, um die Winkelposi-
tion anzusteuern und auszuwerten. Die sequenziell erfassten Signale der Detektoreinheiten
werden als Grauwertbild zusammengesetzt und in jeweils einem Fenster ausgegeben. Mit-
hilfe der Software konnen einzelne oder laufend aktualisierte Projektionsbilder angezeigt
werden oder gesamte Projektionsrohdatensitzen im Zuge einer Messung generiert wer-
den. Vor der Durchfiihrung einer Messung erfolgt eine Justierung des SLOT-Aufbaus und
die Einstellung der Aufnahmeparameter. Letzteres beinhaltet auch, die Anzahl der Pro-
jektionsbilder und damit die Anzahl der dquidistanten Rotationsschritte des Motors zu
definieren.

Der aufgenommene Satz an Projektionsdaten kann zu volumetrischen Abbildungen, den
sogenannten Tomogrammstapeln, weiterverarbeitet werden. Hierfiir ist, wie bei allen CT-
basierenden Verfahren, eine computergestiitzte Bildrekonstruktion erforderlich, die auf der
inversen Radontransformation [22] beruht.

Beim Durchgang des Lichts durch ein Objekt, wird die urspriingliche Strahlungsintensitat
Iy in Abhéngigkeit des material- und wellenlingenabhéngigen Absorptionskoeffizienten o
des absorbierenden Materials und seiner Schichtdicke d abgeschwécht. Dieser Zusammen-
hang kann durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben werden. Da der Absorptions-
koeffizient innerhalb einer Probe entlang des Lichtwegs variiert, folgt fiir die Intensitat [

des durchdringenden Strahls:

=1 exp(—/a(s) . ds)

Wird eine Ebene der Probe mit einem parallel versetzbaren, monochromatischen Laser
Linie fiir Linie durchleuchtet und die Lichtintensitdten hinter dem Objekt aufgezeichnet,
entsprechen die detektierten Signale dem Integral der Einzelabsorption entlang der Linie.
Diese Integrale werden durch die Radontransformierte R beschrieben und sind iiber den
Abstand p vom Ursprung und iiber den Winkel ¢ zur x-Achse definiert. Eine schematische
Darstellung der Radontransformation ist in Abbildung 2.2 gezeigt. Durch Invertieren der

Radontransformation kann aus vielen Projektionen, die aus verschiedenen Winkeln auf-
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genommen wurden, die transformierte Funktion rekonstruiert werden. Die transformierte
Funktion entspricht dabei der Intensititsverteilung in der Ebene. Die Darstellung jeder
Zeile in der Ebene eines vollstindigen Projektionssatzes zeigt eine Intensitatsverteilung
in Abhéngigkeit des Winkels ¢ und wird als Sinogramm bezeichnet. Durch die rotierende
Probenbewegung folgt jeder Punkt des Objekts einer Kreisbahn, die im Sinogramm als
Sinusfunktion mit variabler Amplitude und Phase sichtbar ist. [15, 7|

(&dd

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Radontransformation (nach [7]). Die Radon-
transformierte R(p, ¢) der Funktion f(z,y) ist durch die Gesamtheit der Integrale entlang
der Geraden g; im Abstand p; vom Ursprung und im Winkel ¢ zur x-Achse gegeben.

Bevor eine vollstindige Rekonstruktion der Datensitze vorgenommen wird, erfolgt eine
Vorbereitung der erfassten Rohdaten. In diesem Schritt wird zum einen der Projektions-
datensatz des Transmissionskanals einer Logarithmierung unterzogen, um dem Lambert-
Beerschen Gesetz gerecht zu werden. Zum anderen konnen auftretende Artefakte, das heifst
durch den Messprozess bedingte Fehlinformationen in den Projektionsaufnahmen, teilweise
beseitigt werden. Hierzu zdhlen beispielsweise der Zeilenversatz, der durch das Miandern
der scannenden x-Achse verursacht wird, oder eine verkippte Ausrichtung der Rotations-
achse hinsichtlich der y-Scanachse. Die Korrektur weiterer Artefakte, wie beispielsweise
die Fehlstellung der Rotationsachse in Bezug auf die optische Achse oder durch unkontrol-
lierte Bewegungen der Probe verursachte Bewegungsartefakte, ist nachtriaglich nur bedingt
moglich. 7]

2.1.3 Probenspektrum

Zur volumetrischen Abbildung nach dem SLOT-Prinzip eignen sich Proben mit einer Gro-

fe im Millimeter- bis Zentimeterbereich, je nach verwendetem Messaufbau [15]. Die Probe
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muss wiahrend der Aufnahme der Projektionsbilder ein statisches Verhalten aufweisen und
prizise um eine Achse rotiert werden. Insbesondere bei lebenden Proben ist hierfiir die
Einbettung in ein Medium notwendig, das zusétzlich an den Brechungsindex der Probe
angeglichen ist.

Um Projektionsbilder mit SLOT aufnehmen zu kénnen, sind transparente bis leicht opake
Proben erforderlich, sodass die Streuung und Absorption entsprechend gering ist [15]. Die-
se Lichtdurchléssigkeit der Proben kann natiirlich gegeben sein oder durch eine Methode
des optischen Aufklarens, wie beispielsweise CRISTAL [7], erzielt werden. Fiir die Bildge-
bung lebender Proben ist eine derartige Modifikation allerdings ausgeschlossen, wodurch
sich das Probenspektrum auf natiirlich transparente und leicht opake Proben reduziert.
Durch die Aufnahme von Emissionslicht kénnen autofluoreszierende Strukturen oder spe-

ziell markierte Elemente einer Probe abgebildet werden [16].

2.2 Biologische Grundlagen: Inkubation

Zur Kultivierung biologischer Proben ist es notwendig, eine kiinstliche Umgebung zu schaf-
fen, die den urspriinglichen physiologischen Bedingungen im Organismus entspricht. Die
Kulturbedingungen héngen daher im Einzelnen von der Probe ab und variieren, um opti-
male Wachstumsbedingungen zu generieren. Wichtige Parameter fiir die Inkubation stellen
das Nahrstoffangebot, der pH-Wert und der osmotische Druck sowie die Gaszusammen-
setzung und die Temperatur dar. Wahrend die drei erstgenannten Parameter durch das
Nahrmedium eingestellt werden, erfolgt in der Zellkultur die Regulierung der letztgenann-
ten in der Regel mittels eines Brutschranks, das heiftt eines Inkubators. Idealerweise sind
die Parameter iiber den Zeitraum der Inkubation konstant. [24]

Fiir die 3D-Zellkultur ist es dariiber hinaus charakteristisch, die rdumliche Struktur von
biologischem Gewebe und Zellverbinden nachzuahmen, was in einem verdnderten Verhal-
ten der kultivierten Zellen resultiert. Dafiir wird im Allgemeinen ein synthetisiertes oder
aus lebenden Systemen extrahiertes Strukturproteingeriist eingesetzt, das der extrazellu-

laren Matrix der natiirlichen Umgebung gleichkommt. 1]

2.2.1 Nihrmedium und pH-Wert

Das fliissige Ndahrmedium hat die Aufgabe, alle auf die Probenbediirfnisse angepassten,
essenziellen Nahrstoffe bereitzustellen und den pH-Wert sowie den osmotischen Druck zu
regulieren. Das Medium spielt somit eine entscheidende Rolle beim Wachstum und bei der
Proliferation der Organismen und ist in seiner chemischen Zusammensetzung abhingig von

der zu kultivierenden Probe auszuwihlen. Zur Verfiigung stehen sowohl Standardmedien
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als auch spezielle Medien, die jeweils durch das Hinzufiigen zusétzlicher Supplemente an
die vorliegenden Anforderungen individuell angepasst werden kénnen.

Der optimale pH-Wert des Kulturmediums richtet sich ebenfalls nach dem kultivierten
Zelltyp und liegt fiir die meisten Sidugerzellen bei 7,4. Stabilisiert wird der pH-Wert durch
ein im Ndhrmedium enthaltendes Puffersystem, das durch den Metabolismus der Pro-
be bedingte Schwankungen ausgleichen kann. In der Regel erfolgt die Pufferung durch
organische Puffersubstanzen, wie beispielsweise HEPES, oder durch das Kohlensdure-
Hydrogencarbonat-Puffersystem, das auch im Blut der Wirbeltiere vorkommt. Hierfiir wird
dem Kulturmedium Natriumhydrogencarbonat zugesetzt, das in seiner dissoziierten Form
Hydrogencarbonat bereitstellt. Die notwendige Kohlensdure entsteht aus der Reaktion
von Wasser und gelostem Kohlenstoffdioxid aus der Umgebungsluft. Grundvoraussetzung
zur Verwendung dieses Puffersystems ist eine kontrollierte Begasung mit einer definier-
ten Kohlenstoffdioxid-Konzentration, die fiir die meisten Systeme bei 5 % liegt. Durch
eine Anderung des Kohlenstoffdioxid-Gehalts wird der pH-Wert des Mediums beeinflusst.
6, 14]

Da das Nahrstoffangebot des Kulturmediums durch den Metabolismus der Probe zuneh-
mend sinkt und einige Inhaltsstoffe in der Regel eine gewisse thermische Instabilitit auf-
weisen, ist ein geregelter Mediumwechsel erforderlich. Auferdem wird im Laufe der Zeit das
Medium mit Stoffwechselendprodukten angereichert, die unter anderem zu einer Anséue-
rung des Nahrmediums fithren. Die Art und Héaufigkeit der Mediumerneuerung richtet sich
nach dem kultivierten Probentyp, insbesondere beziiglich der Wachstumsgeschwindigkeit,
Stoffwechselaktivitiat und Zellaktivitdt sowie nach dem verwendeten Nahrmedium. Fiir
manche Zellkulturen ist ein vollstéindiger Mediumwechsel sinnvoll, wohingegen bei ande-
ren Kulturen lediglich ein Teil des verbrauchten Nahrmediums gegen Neues ausgetauscht
wird. Letzteres bietet den Vorteil, dass die Zusammensetzung des Kulturmediums nicht so
gravierend verdndert wird, wodurch die Zellumgebung weniger stark beeintrachtigt wird.
Eine permanente Mediumerneuerung wird bei der Perfusionskultur durchgefiihrt. Diese
Art der Versorgung ist dem Zustand, der in vivo vorliegt, am &hnlichsten. Um konstante
Kultivierungsbedingungen zu realisieren, ist in jedem Fall eine Periodizitit des Medium-
wechsels niitzlich. [6, 24]

2.2.2 Temperatur

Die Temperatur ist ein Parameter, der Einfluss auf alle biochemischen bzw. enzymati-
schen Reaktionen in einem Organismus nimmt. Damit ist die optimal temperierte Um-
gebung relevant fiir die Inkubation lebender Proben. Bei einer zu niedrigen Temperatur

sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit, sodass sich die Stoffwechselaktivitit verringert und
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das Wachstum gehemmt wird. Uberschreitet die Temperatur ihren Optimalwert, kann es
zu Hitzeschockreaktionen und Denaturierung von Proteinen kommen, was eine Zellschadi-
gung zur Folge hat. Demnach ist eine zu hohe Temperatur meist problematischer als eine
zu niedrige. [6]

Die optimale Umgebungstemperatur zur Kultivierung richtet sich nach der Art der Probe.
Fiir Sdugerzellen liegt sie bei etwa 37 °C, wohingegen sie beispielsweise fiir Insektenzel-
len meistens 27 °C betrégt [14]. Fiir die Bereitstellung idealer Wachstumsbedingungen ist
das Halten einer konstanten Temperatur wichtiger als das exakte Erreichen des Tempera-
turoptimums [6]. Bei Brutschrinken wird eine Genauigkeit der Temperaturregelung von
+ 0,2 °C [14].

2.2.3 Sterilitdt und Kontaminationen

Sterilitdt bedeutet laut der Norm DIN EN 556 die Abwesenheit von vermehrungsfihi-
gen Mikroorganismen einschlieflich ihrer Dauerstadien. Zu den Mikroorganismen, die ei-
ne Kontamination in der Zellkultur hervorrufen konnen, zdhlen prokaryotische Bakterien
und Mykoplasmen, eukaryotische Pilze und Hefen sowie Viren. Dabei sind Bakterien, Pil-
ze und Hefen aufgrund ihrer schnellen Vermehrung im Allgemeinen besonders auffillig.
Wihrend viele Kontaminationen mit blofsem Auge nicht erkennbar sind, ist ein Befall der
Zellkultur von Bakterien oftmals mit einer Triibung des Zellmediums und einem Abfall
des pH-Werts verbunden, der durch den Stoffwechsel der Mikroorganismen hervorgerufen
wird. Eine Kontamination von Pilzen kann beispielsweise anhand von fiadigen bis faseri-
gen Strukturen im Nahrmedium erfasst werden. Die Auswirkungen von Kontaminationen
auf die Zellkultur sind vielfiltig und reichen von der Einflussnahme auf zellulére Prozesse
bis hin zur irreversiblen Schidigung der Zellen. Als Hauptquellen fiir Kontaminationen
kommen die Raumluft, die Verwendung unsteriler Utensilien, Medien und Substanzen in
Kontakt mit der Zellkultur, bereits kontaminierte Zellen sowie der Experimentator selbst
in Frage. Insbesondere von den Mykoplasmen geht angesichts ihres kleinen Durchmessers
von 0,1 - 2 pm und ihrer flexiblen Form eine Kontaminationsgefahr aus, da sie sehr hiufig
vorkommen und im Stande sind, die Poren von Standard-Sterilfiltern zu durchdringen.
Mit dem Einsatz von Antibiotika, Antimykotika usw. kann zwar das Auftreten von Kon-
taminationen eingeschrinkt werden, allerdings nehmen diese Agenzien auch Einfluss auf
die Zellen und wirken unter Umstidnden sogar toxisch. Dariiber hinaus konnen bereits
vorhandene Kontaminationen durch die Zusétze unbemerkt weiterhin existieren. [6, 24]

Um einen sterilen Zustand herzustellen, gibt es verschiedene Sterilisationsverfahren. Der
Anspruch an eine erfolgreiche Sterilisation ist dabei nicht der Zustand der absoluten Ste-

rilitit, sondern die Reduktion der Existenz vermehrungsfahiger Mikroorganismen auf eine
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Wahrscheinlichkeit von unter 1:1 000 000 pro Sterilgut. Die Sterilisationstechniken basieren
auf dem Einsatz von trockener oder feuchter Hitze, chemischen Substanzen wie beispiels-
weise Alkohol oder ionisierender Strahlung bzw. UV-Strahlung. Abhéngig von der Art
der mikrobiellen Kontamination und der Stirke der Belastung sowie abhéngig von der
Beschaffenheit des Sterilguts ist ein geeignetes Sterilisationsverfahren auszuwéhlen, um
den gewiinschten Zustand der Sterilitdt zu erreichen. Bei korrekter Anwendung gilt die
Dampfsterilisation im Autoklaven als sicherste Sterilisationsmethode. Dabei wird das Ste-
rilgut fiir die Dauer von mindestens 15 min gesdttigtem Wasserdampf bei einer Temperatur
von 121 °C und einem Druck von 2 bar ausgesetzt (vgl. Norm DIN EN 285). Zur Vermei-
dung von Kontaminationen in der Zellkultur ist ein aseptisches Vorgehen und Arbeiten
erforderlich. |24]

12



3 Anforderungen an die Inkubationsprobenkammer

Dieses Kapitel beschiftigt sich mit den Anforderungsspezifikationen, die an eine Inkubati-
onsprobenkammer zur Verwendung fiir SLOT gestellt werden. Diese Anforderungen bilden
die Grundlage fiir die Entwicklung des Systems. In Abschnitt 3.1 wird auf die technischen
Anforderungsspezifikationen eingegangen, die von der Kammer durch das SLOT-System
selbst gefordert werden. Dariiber hinaus ist das Erfiillen von Anforderungen, die sich aus
dem biologischen Kontext heraus ergeben, essenziell fiir die Entwicklung der Inkubati-
onsprobenkammer. Die biologischen Anforderungsspezifikationen sind im Abschnitt 3.2

dargelegt.

3.1 Technische Anforderungsspezifikationen

Die technischen Anforderungsspezifikationen richten sich im Wesentlichen an die Kon-
zeption der Proben- und Rotationseinheit des Systems, die als eigenstindige Einheit
einen elementaren Bestandteil des SLOT-Aufbaus ausmacht. Um eine erfolgreiche SLOT-
Bildaufnahme mit der Probenkammer zu ermoglichen, muss das System insbesondere den

im Folgenden dargestellten Anforderungen gerecht werden.

3.1.1 Statischer Zustand der Probe

Die Dauer der Aufnahme eines Projektionsdatensatzes mit SLOT betriagt in der Regel
mehrere Minuten bis hin zu einer Stunde. Uber den gesamten Zeitraum der Bildaufnahme
muss die zu untersuchende Probe ein statisches Verhalten aufweisen, um unkontrollierte
Bewegungen der Probe und damit verbundene, unter Umstdnden unkorrigierbare Bewe-
gungsartefakte zu vermeiden. Daher ist, insbesondere fiir lebende Objekte, eine Fixierung
der Probe notwendig. Zur Vermeidung von Verformung der Probe wéhrend der Messung

ist die Rotationsachse idealerweise parallel zur Gravitation zu wéhlen.

3.1.2 Rotation der Probe

Das Prinzip von SLOT basiert auf einer vollstindigen Drehung der Probe auf einer Kreis-
bahn um eine definierte Achse. Diese Rotationsachse spielt dabei eine wichtige Rolle, da
sie eine mogliche Quelle fiir verschiedene Arten von Artefakten darstellt und entscheidend
fiir die Qualitiat der Bildaufnahmen ist.

Vorgegeben und definiert ist diese Achse durch den Rotationsmotor und sie pflanzt sich
durch alle in direkter Verbindung zum Rotationsmotor stehenden Bauteile einschlieflich

der Probe fort. Besteht keine starre mechanische Verbindung der Komponenten unterein-

13



ander oder ist der Rotationsmotor selbst instabil positioniert, ist die prézise Probenrota-
tion gestort. Hierbei kann es zu Exzentrizitdt und Taumeln der Achse kommen, was zu
Bewegungsartefakten bei der Bildgebung fiihrt. Auferdem erhoht sich durch eine mangeln-
de Stabilitdt der Rotationsachse der Einfluss von duferen Schwingungen auf das System,
wodurch die Bildauflésung ebenfalls herabgesetzt wird. Definierbare Bewegungsartefakte
konnen teilweise korrigiert werden, jedoch gilt es stets die Entstehung der Artefakte zu

unterbinden, indem fiir ausreichende mechanische Stabilitit gesorgt ist.

Die Stabilitdat des Systems wird gegeniiber der herkémmlichen Variante zusédtzlich erhoht,
indem eine Halterung und Rotation der Probe von unten realisiert wird. Die aufrechte
Probenhalterung bietet den Vorteil, dass der Rotationsmotor als Schwerpunkt und Aus-
gangspunkt der Rotationsachse tiefer liegt und dadurch geringere Anfélligkeit fiir Schwin-
gungen zeigt. Auferdem wird die Distanz zwischen Probe und Motor verringert, wodurch

die mechanische Stabilitat ebenfalls erhoht wird.

Ein weiterer Aspekt liegt in der prazisen Ausrichtung der Rotationsachse, um eine Fehl-
stellung und damit verbundene Artefakte zu verhindern. Zum einen sollte sich die Rota-
tionsachse parallel zur scannenden y-Achse befinden. Eine Verkippung der Projektions-
aufnahmen in der x-y-Ebene ist allerdings auch im Anschluss der Messung durch eine
Rotation des Projektionsrohdatensatzes korrigierbar. Zum anderen ist die Ausrichtung or-
thogonal zur optischen Achse, von grofer Bedeutung, sodass sich die rotierende Probe in
den Projektionsbildern auf einer Geraden anstatt auf einer elliptischen Bahn bewegt. Eine
nachtragliche Korrektur dieser Fehlstellung ist nur bedingt moglich und zudem mit viel
Aufwand verbunden. Die Justierung der Achsenstellung in z-Richtung sollte daher durch

das System ermoglicht werden.

3.1.3 Optische Zuginglichkeit der Probe

Zur Durchfiihrung von Bildaufnahmen ist die optische Zugédnglichkeit der Probe eine
Grundvoraussetzung. Dafiir ist eine derartige Platzierung der Probe innerhalb der Proben-
und Rotationseinheit notig, dass dem Lichtstrahl zwischen Ablenk- und Fokussiereinheit
und Detektoreinheit freier Zugang zur fixierten Probe gewahrt ist. Dariiber hinaus sieht
das SLOT-Messprinzip die Aufnahme von Projektionsbildern aus unterschiedlichen Rich-
tungen senkrecht zu einer Rotationsachse vor. Um eine Zugénglichkeit der Probe aus allen
Richtungen zu erzielen, ist sie beziiglich der Rotationsachse mechanisch zu fixieren. Es ist
auch moglich, die Probe dazu in einem geeigneten, starren Medium einzubetten. Das Vor-
kommen moglichst weniger Grenzflache im Strahlengang ist in Bezug auf die Vermeidung

von Artefakten, die durch Brechung verursacht werden, von Vorteil.
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3.1.4 Immersion der fixierten Probe

Die Probenimmersion ist wesentlich fiir die SLOT-Mikroskopietechnik, da dadurch die
Brechung und Reflexion an der Probenoberfliche bzw. der Oberfliche einer eingebette-
ten Probe minimiert und die Bildauflosung gesteigert wird. Voraussetzung dafiir ist, dass
der Brechungsindex des Mediums der Probenumgebung an den Brechungsindex der Probe
selbst oder des Einbettungsmediums der Probe angepasst ist. Die Proben- und Rotati-
onseinheit hat unter anderem die Funktion, diese Probenimmersion zu erméglichen und
den Raum fiir eine angepasste Probenumgebung zur Verfiigung zu stellen. Zusétzlich sind
zwei plane, optisch transparente Oberflichen senkrecht zur optischen Achse und parallel
zur Rotationsachse wichtig fiir das Ein- und Austreten des rasternden Laserstrahls, um
eine Richtungsédnderung des Strahls an der Grenzflaiche und damit verbundene Artefakte

zu vermeiden.

3.2 Biologische Anforderungsspezifikationen

Die biologischen Anforderungsspezifikationen nehmen ebenso wie die technischen Spezi-
fikationen Einfluss auf die Proben- und Rotationseinheit. Dariiber hinaus kommen sie
allerdings auch fiir das gesamte Inkubationssystem zum Tragen. Die im Folgenden be-

schriebenen Aspekte sind fiir eine Langzeitinkubation relevant.

3.2.1 Bereitstellung und Austausch von Nihrmedium und Gas

Zur Kultivierung einer Probe ist ein entsprechendes Ndahrmedium erforderlich, das als Pro-
benumgebung dient und vom System bereitgestellt wird. Um das Ndhrmedium zu erneu-
ern, ist ein geregelter Mediumaustausch notwendig, der sich in seiner Haufigkeit und Menge
nach den Bediirfnissen der Probe richtet. Dabei kommt es auf eine zyklische Verdnderung
des Ndhrmediums an, damit kontinuierliche Inkubationsbedingungen geschaffen werden.
Da die Einstellung des pH-Werts vieler Kulturmedien iiber den Kohlenstoffdioxid-Gehalt
der umgebenden Atmosphire erfolgt, ist eine kontrollierte Begasung der Probenumge-
bung notig. Zur vereinfachten Handhabung sollte der Austausch von Ndhrmedium und

(Gas idealerweise automatisiert sein.

3.2.2 Einstellung der Umgebungstemperatur

Fiir die Kultivierung biologischer Proben ist das Einstellen einer definierten Temperatur
der Probenumgebung wichtig. Bei Stammzellen betrdgt die optimale Inkubationstempe-

ratur 37 °C. Dabei ist eine konstante Temperatur iiber den gesamten Inkubationszeitraum
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mithilfe eines Heizsystems sicherzustellen. Um den Stress auf biologische Proben zu mini-
mieren und optimale Wachstumsbedingungen zu realisieren, sind Temperaturschwankun-
gen moglichst gering zu halten. Das Heizsystem sollte so beschaffen sein, dass das Mess-
system, die iibrigen Bauteile und die Probe selbst nicht in ihrer Funktion beeintrachtigt

werden.

3.2.3 Sterilitdt und Sterilisierbarkeit

Das Innere des Inkubationssystems, das iiber das Nahrmedium in direktem Kontakt mit
der inkubierenden Probe steht, muss fiir den Inkubationsbetrieb steril sein. Dies setzt
zum einen voraus, dass das System nach aufen abgeschlossen ist, um ein Eindringen von
Kontaminationsquellen zu unterbinden. Zum anderen miissen die Bauteile, die in Kontakt
mit dem Medium und der Probe stehen, entweder steril verfiighar oder sterilisierbar sein.
Bestenfalls ist als Sterilisationsverfahren auf die Standardmethode der Dampfsterilisation
bei 121 °C und einem Druck von 2 bar fiir die Dauer von 20 min zuriickzugreifen. Dies
setzt entsprechende Materialeigenschaften der verwendeten Bauteile voraus. Alternativ zur
Dampfsterilisation kann die Sterilisation mit 70 % Ethanol erfolgen. Fiir die Komponenten,
die fiir den dauerhaften Gebrauch ausgelegt sind, ist die Mdoglichkeit einer wiederholten

Sterilisation unumgénglich.

3.2.4 Biokompatibilitit verwendeter Materialien

Abhéngig vom jeweiligen Anwendungsgebiet und Sachverhalt haben sich fiir die Biokom-
patibilitdt verschiedene Definitionen und Normen etabliert. Im Allgemeinen beschreibt
sie die Materialeigenschaft, keine toxische oder schidliche Wirkung auf ein biologisches
System auszuiiben. [23]

Die Biokompatibilitit der eingesetzten Werkstoffe, die in Kontakt mit der Probe stehen,
ist essenziell fiir das Herstellen optimaler Inkubationsbedingungen. Die Materialien sollten

fiir biologische Systeme prinzipiell vertraglich sein, um Zytotoxizitit zu vermeiden.
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4 Entwicklung und Umsetzung der Inkubationsproben-

kammer

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit der Entwicklung und Umsetzung der Inkubationspro-
benkammer unter Beriicksichtigung der im vorherigen Kapitel 3 dargelegten Anforderungs-
spezifikationen technischer und biologischer Art. Dabei wird in Abschnitt 4.1 zunéchst das
allgemeine Konzept des Aufbaus vorgestellt. Abschnitt 4.2 thematisiert die Realisierung
der Proben- und Rotationseinheit mit ihren einzelnen Komponenten. Daran ankniipfend
werden in Abschnitt 4.3 Fixierungsmoglichkeiten der Probe beschrieben. In den folgen-
den Abschnitten 4.4 und 4.5 wird zum einen ein geschlossenes Immersionssystem und
zum anderen ein offenes Immersionssystem erldutert. Die Beschreibung des Heizsystems
und der Systemsteuerung erfolgt in Abschnitt 4.6 und 4.7. Das Kapitel der Entwicklung
und Umsetzung abschliefsend wird in Abschnitt 4.8 die Integration des Systems in den
SLOT-Autbau dargelegt.

Alle fiir die Entwicklung der Inkubationsprobenkammer nétigen Konstruktionen wurden
mit der 3D-CAD-Konstruktionssoftware SolidWorks 2014 (Dassault Systémes SolidWorks
Corporation, USA) erstellt.

4.1 Konzept des Systems

Mit der Realisierung der Inkubationsprobenkammer wird ein neues Konzept fiir die Proben-
und Rotationseinheit umgesetzt, das im Jahr 2014 von Dr. Raoul-Amadeus Lorbeer, Dr.
Marko Heidrich, Dr. Heiko Meyer, Dr. Heinrich Spiecker [17| erfunden und vom Laser
Zentrum Hannover e.V. patentiert wurde. Dabei erfolgt die Probenhalterung nicht mehr
von oben, sodass die Probe in der Kiivette hingt, sondern die Probe sitzt nun aufrecht
auf einem drehbar gelagerten Sockel. Der Sockel greift von unten in eine umgekehrte,
das heifit eine nach unten offene Kiivette, die Immersionsfliissigkeit aufnehmen kann und
einen optischen Zugang zur Probe gewidhrt. Dariiber hinaus steht der Sockel in fester
Verbindung mit einer Schale, die auf einem Teller sitzt. Der Rotationsantrieb erfolgt im
Gegensatz zum herkommlichen SLOT-Aufbau von unten, sodass die Drehbewegung der
dynamischen Komponenten durch die mechanische Verbindung auf die Probe iibertragen
wird. Die Kiivette wird, entkoppelt von den rotierenden Bauteilen, an einer ortsfesten Ad-
aptervorrichtung - dem Basishalter - in einem Abstand von wenigen Millimetern zur Schale
befestigt. Die Abdichtung zwischen dynamischen und statischen Bauteilen wird durch die
Immersionsfliissigkeit in der Schale generiert, sodass keine weitere Dichtung nétig ist. Das

eingeschlossene Gas in der Kiivette stellt zusammen mit der Immersionsfliissigkeit ein ge-
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schlossenes System dar. Das Kiivetteninnere und die Fliissigkeit in der Schale sind {iber
Schléduche an ein luftdicht abgeschlossenes Fliissigkeitsreservoir gekoppelt. Die Fiillstdnde
der Fliissigkeit in der Kiivette und im Reservoir sind im Gleichgewicht miteinander und
gleichen daher jegliche Hohendifferenz und damit verbundene Druckdifferenz aus. Das Fiil-
len und Leeren der Kiivette wird folglich iiber die Hohenénderung des Fliissigkeitsreservoirs

realisiert. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des neuen Konzepts fiir die Proben- und Ro-
tationseinheit in der Querschnittsansicht (nach [7]). Die eingebettete Probe (1) befindet
sich innerhalb der Immersionsfliissigkeit (2), die von der nach unten offenen, rechteckigen
Kiivette (3) aufgenommen wird. Die Probenrotation liegt auf der vertikalen Rotationsach-
se R, wobei der Rotationsantrieb von unten (4) erfolgt. Die Probe ist auf einem Sockel
(6) platziert, der auf einem Teller (7) in fester Verbindung mit einer Schale (8) steht. Die
Kiivette wird iiber eine ortsfeste Adaptervorrichtung (9) im geringen Abstand zur Schale
gehalten, wobei der Adapter selbst iiber eine Gabel (10) befestigt ist. Die Immersionsfliis-
sigkeit in der Schale dichtet die nach unten offene Kiivette ab, sodass keine aufwendigen
Dichtungen benétigt werden. Das eingeschlossene Gas (11) innerhalb der Kiivette bildet
zusammen mit der Fliissigkeit ein geschlossenes System, wodurch sich die Fiillstinde (12,
13) in der Kiivette und im Fliissigkeitsreservoir (14) angleichen. Das Reservoir ist hohen-
verstellbar gelagert, um die Kiivette zu befiillen und zu entleeren.

Zur Bildaufnahme nach dem SLOT-Prinzip, ist die Umsetzung des Konzepts fiir die
Proben- und Rotationseinheit mit dem beschriebenen, geschlossenen Immersionssystem
ausreichend. Um diese Probenkammer allerdings als Inkubationsprobenkammer nutzen
zu konnen, werden einige Erweiterungen vorgenommen, die eine Probeninkubation er-

moglichen. Die notwendige Austauschmdoglichkeit von Fliissigkeit und Gas fordert im Ge-
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gensatz zum geschlossenen System ein offenes Immersionssystem, bei dem ein Zu- und
Abfluss umgesetzt ist. Da das offene System dieses gerichteten Fliissigkeitsflusses bedarf,
folgt eine Fiillstandsdnderung des Fliissigkeitsreservoirs wahrend der Inkubation, wodurch
die Fiillhohe der Fliissigkeit in der Kiivette nicht mehr konstant bleibt. Ein kontinuierli-
ches Anpassen der Reservoirhohe ist nur bedingt sinnvoll, da der geforderte Gasaustausch
ebenfalls Einfluss auf das Druckgleichgewicht nimmt. Daher werden fiir das offene Immer-
sionssystem Pumpen eingesetzt, die Immersionsfliissigkeit und (Gas innerhalb der Kiivette
bereitstellen und austauschen.

Zum kontrollierten, bedarfsgerechten Nachfiillen der Immersionsfliissigkeit in die Schale,
sodass die Kiivettenunterseite abgedichtet bleibt, aber gleichzeitig ein Uberlaufen der Fliis-
sigkeit in der Schale unterbunden wird, kommt ein Nachfiillprinzip zur Anwendung, das
beispielsweise von Vogeltrinken bekannt ist.

Abbildung 4.2 zeigt vier schematisch dargestellte Varianten des Funktionsprinzips zum
kontrollierten und bedarfsgerechten Nachfiillen der Immersionsfliissigkeit aus einem Re-
servoir in die Schale der Proben- und Rotationseinheit. Dabei verdeutlicht Schema A das
allgemeine Funktionsprinzip am anschaulichsten. Die optimierte und kompakte Nachfiill-
variante in Schema D ist fiir die Anwendung in der Inkubationsprobenkammer umgesetzt.
Die Darstellungen B und C demonstrieren theoretische Zwischenschritte in der Entwick-
lung hin zur optimierten Variante D und sollen zum Versténdnis des Prinzips beitragen.

Die Proben- und Rotationseinheit ist derart konzipiert, dass sowohl die Verwendung als
Probenkammer mit dem geschlossenen Immersionssystem als auch als Inkubationspro-
benkammer mit dem offenen Immersionssystem moglich ist. Ferner sind im Hinblick auf
die eingesetzten Materialien die beiden Aspekte der Sterilisierbarkeit und Biokompatibi-
litit der Bauteile bei der Entwicklung beriicksichtigt. Einige fiir das Immersionssystem
verwendete Komponenten stammen aus dem medizinischen Bereich, da diese bereits auf
Biokompatibilitdt und Sterilitdt ausgelegt sind und dariiber hinaus vielfach iiber genormte
Systeme, wie das Luer-Lock-Verbindungssystem, verfiigen.

Zur Temperaturregelung der Probenumgebung bei der Inkubation steht auferdem ein
angepasstes Heizsystem zur Verfiigung. Die Steuerung und Automatisierung des Immer-
sionssystems, die fiir die Funktionalitidt der Inkubationsprobenkammer unerlésslich sind,

werden iiber Mikrocontroller-Boards gewéhrleistet.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips zum kontrollierten und
bedarfsgerechten Nachfiillen der Immersionsfliissigkeit aus einem Reservoir (jeweils links)
in die Schale der Proben- und Rotationseinheit (jeweils rechts). Beide sind iiber einen Fliis-
sigkeit filhrenden Schlauch miteinander verbunden. A: Das Reservoir ist nicht verformbar
und besteht aus einem Behélter mit einem anliegenden Becken, das nach aufen offen ist.
Innerhalb des Reservoirs befinden sich ein bestimmtes Volumen Luft (1) und Fliissigkeit
(2), die zusétzlich das Becken bis zur Hohe der Behélterkante (3) fiillt. Wird Flissigkeit
aus dem Becken entfernt, stromt so lange Luft an der offenen Kante vorbei in das Behil-
terinnere, bis der Zugang durch von innen nachstromende Fliissigkeit verschlossen wird.
Dadurch wird der Fiillstand im Becken konstant gehalten. Die Koppelung mit der Scha-
le fithrt dazu, dass sich die Fliissigkeit im Becken und der Schale im Druckgleichgewicht
befinden und sich die Fiillstinde (4) angleichen. B: Im Vergleich zu A besteht fiir das
Becken nur noch ein schmaler Zugang iiber ein Rohr (5) nach aufen, sodass weiterhin der
Umgebungsdruck auf die Fliissigkeit im Becken wirkt. Der koppelnde Schlauch fiihrt abge-
dichtet durch das Luftrohr (6). C: Das Becken entfillt und stattdessen fiihrt das Luftrohr
(7), ebenso wie der verbindende Schlauch (8), abgedichtet durch das Innere des vergrofer-
ten Reservoirs nach aufsen. Die Behélterkante, die die Fiillhohe bestimmt hat, ist durch
die Kante des Rohrs (9) ersetzt. D: Das Luftrohr weist eine kompaktere Form im Gegen-
satz zu C auf. Beide abgedichteten Ausginge liegen an der Oberseite des Reservoirs. Das
urspriingliche Funktionsprinzip bleibt trotz aller Geometrieinderungen erhalten. Die opti-
mierte Nachfiillvariante D ist im Folgenden fiir die Inkubationsprobenkammer umgesetzt.
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4.2 Proben- und Rotationseinheit

Die Proben- und Rotationseinheit ist eine Schliisselkomponente bei der Entwicklung und
Umsetzung der Inkubationsprobenkammer. Einerseits muss sie den technischen Anfor-
derungen (vgl. Abschnitt 3.1) gerecht werden, die durch das Prinzip von SLOT gestellt
werden. Andererseits - bei Untersuchungen lebender Proben - unterliegt diese Einheit den
biologischen Spezifikationen (vgl. Abschnitt 3.2). Funktion der Proben- und Rotationsein-
heit ist es, die eingebettete Probe zu haltern, ihre Rotation im Strahlengang des Lasers
zu ermoglichen und Zugénge fiir die Immersionssysteme zur Verfiigung zu stellen. Im An-
hang A.1.1 befindet sich eine Liste aller Komponenten, die im Aufbau der Proben- und

Rotationseinheit zur Anwendung kommen.

4.2.1 Sockel und Schale

Um eine Halterung von unterhalb der eingebetteten Probe zu schaffen, wird eine feste
Oberflache benotigt, auf der die Probe aufrecht platziert werden kann. Diese Oberfliche
wird durch den Querschnitt eines Rundstabs realisiert, der als Sockel dient und die Probe
auf der optischen Achse des Messaufbaus héalt. Der Sockel selbst ist {iber eine Klebe-
verbindung zentrisch innerhalb einer Schale fixiert. Eine schematische Darstellung eines
Querschnitts durch die Komponenten und ein Foto von Sockel und Schale ist in Abbildung

4.3 zu sehen. Die notwendige Rotation der Probe erfolgt {iber die Drehung der Schale.

Abbildung 4.3: Sockel und Schale: Schematische Darstellung des Querschnitts (links) und
Foto (rechts). Der Sockel ist zentrisch innerhalb der Schale platziert.

Neben der Probenhalterung kann der Sockel auch als Lichtleiter fungieren. Er sammelt das
von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht und leitet es nach unten, wobei es iiber Linsen
und Spiegel auf einem Detektor abgebildet werden kann. Der Effekt des Lichtleitens basiert
auf dem Prinzip der Totalreflexion. Dabei wird das Licht unter einem flachen Winkel an

der Mantelflache des Stabes vollstindig reflektiert und verbleibt im Stab. Voraussetzung
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hierfiir ist, dass der Sockel aus einem nicht-absorbierenden Material besteht und einen
hoheren Brechungsindex als das ihn umgebende Medium aufweist. Auferdem ist fiir die
Lichtleitung wichtig, dass der Stab optisch an die Schale gekoppelt wird. Dies kann iiber

die Verwendung eines optisch transparenten Klebstoffes erreicht werden.

Die Komponenten Sockel und Schale sind als Einwegprobenhalter konzipiert. Dies bedeu-

tet, dass fiir jede Probe ein neuer Sockel in einer neuen Schale zur Verfiigung steht.

Die Sockel fiir den Aufbau wurden aus Polymethylmethacrylat (PMMA, Plexiglas) gefer-
tigt. Sie wurden in der Mechanischen Werkstatt am Laser Zentrum Hannover e.V. aus
einem Rundstab mit einem Durchmesser von 6 mm auf eine Linge von 29 mm zugeschnit-
ten. Die Konstruktionszeichnung dazu, die von Moritz Hitzemann (B.Sc.) im Rahmen
seiner Tatigkeit als wissenschaftliche Hilfskraft am Laser Zentrum Hannover e.V. angefer-
tigt wurde, befindet sich im Anhang A.2.1. Das Material hat einen Brechungsindex von
1,492 und bietet einen hohen Transmissionsgrad im sichtbaren Spektralbereich und im
nahen Infrarotbereich. Damit ist es prinzipiell als Lichtleiter geeignet. Die Fertigung der
Sockel aus Kunststoff bietet aufserdem die Moglichkeit zur einfacheren Modifikation des
Stabkopfes fiir eine optimale Befestigung der jeweiligen Probe. Dariiber hinaus ist PMMA

kostengiinstig und leicht verfiigbar.

Als Schale wurden Petrischalendeckel (Greiner Bio-One GmbH, Deutschland) verwendet.
Sie bestehen aus Polystyrol (PS) und haben einen Durchmesser von 57 mm sowie eine Héhe
von 9 mm. Der dufere Boden der Schale weist einen nicht ganz geschlossenen Ring als
Standfufs auf. Sowohl PMMA als auch PS sind aufgrund ihrer thermischen Eigenschaften
nicht fiir die Dampfsterilisation im Autoklaven geeignet. Ein Sterilisieren mit 70 % Ethanol
ist allerdings problemlos moglich. Beide Materialien finden auch im Bereich der Zellbiologie

Anwendung und gelten als biokompatibel.

Um den Sockel exakt in der Schalenmitte zu befestigen, wird eine Klebehilfe verwendet.
Sie besteht aus einem massiven Edelstahlzylinder mit einer Héhe von 20 mm und einem
passenden Durchgangsloch fiir den Rundstab. Der Zylinder passt exakt in den Petrischa-
lendeckel und gibt so die zentrische Position in der Schale vor. Auf der Unterseite der Kle-
behilfe befindet sich eine flache, mittige Aussparung, damit sie nicht versehentlich durch
iberschiissigen Klebstoff der Klebeverbindung am Sockel oder an der Schale fixiert wird.
Die Verwendung von Edelstahl (Werkstoffnummer 1.4401) hat den Vorteil, dass er einen
anderen thermischen Ausdehnungskoeffizienten sowie eine bessere chemische Bestindigkeit
als Klebstoff aufweist, wodurch Klebereste leicht vom Zylinder entfernt werden kénnen.
Die Klebehilfe wurde in der Mechanischen Werkstatt nach einer Konstruktionszeichnung

(vgl. Anhang A.2.2), die von Moritz Hitzemann erstellt wurde, gefertigt.
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4.2.2 Rotationsmotor und -teller

Der Rotationsmotor hat die Aufgabe, die Schale und damit die Probe prizise um eine
feste Rotationsachse zu drehen. Fiir den Aufbau kommt der Motor DGM60-ARAK (Ori-
ental Motor, Japan) zum Einsatz (vgl. Abb. 4.4, links). Er verfiigt iiber einen hohlen
Drehantrieb, sodass die tischartige Oberfliche, die eine mittige Offnung besitzt, in eine
Drehbewegung versetzt wird. Bei maximaler Motorgeschwindigkeit wird eine Umdrehung
in 0,3 s durchgefiihrt. Die Steuerung und Stromversorgung erfolgt iiber eine Controller-
Einheit, welche mit dem Computer verbunden ist. Die Steuerungssoftware wurde in die
vorhandene SLOT-Software eingebunden.

Der Rotationsmotor zeichnet sich durch eine hohe Positionsauflésung aus, was essenziell
fiir die Bildgebung nach dem SLOT-Prinzip ist. Die Ubertragungsgenauigkeit des Winkels
betragt 0,067° und die wiederholbare Positioniergenauigkeit liegt bei 0,004°. Das durch den
hohlen Antrieb vorliegende Durchgangsloch ermdglicht die Weiterleitung und Detektion

von Emissionslicht nach unten.

Die mechanische Stabilitidt der Rotationsachse selbst und der Probe beziiglich der Rota-
tionsachse ist zur Vermeidung von Artefakten besonders wichtig (vgl. Abschnitt 3.1.2).
Durch die Platzierung des Motors unterhalb der Probe liegt der Schwerpunkt der Rota-
tionseinheit tiefer als beim herkommlichen SLOT, was das System weniger anfillig fiir
Schwingung macht. Aufserdem ist die Distanz zwischen Probe und Motor geringer, wo-
durch die mechanische Stabilitdt der Probe auf der Rotationsachse zusatzlich erhéht wird.
Damit die Probe um eine feste, definierte Achse gedreht werden kann, bedarf es einer zen-
trischen Fixierung der Schale auf dem Rotationstisch. Der hierfiir verwendete Adapter -
der Rotationsteller - ist als mafgefertigtes Bauteil an beide Komponenten optimal ange-
passt (vgl. Abb. 4.4, rechts). Ein nachtrégliches Justieren der Probe auf der vom Motor

festgelegten Rotationsachse ist nicht moglich.

Abbildung 4.4: Darstellung des Rotationsmotors (links, SolidWorks) und Foto des Rota-
tionstellers (rechts), der als passgenauer Adapter zwischen Motor und Schale dient.
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Mit einem hohlen Schaft an der Unterseite passt der Teller ohne merkliches Spiel in das
Durchgangsloch des Rotationsmotors. Dariiber hinaus verfiigt der flache Teller {iber sechs
Senkkopfbohrungen, sodass er iiber Senkkopfschrauben (M 3) mit dem Rotationstisch, der
die entsprechenden Gewindebohrungen aufweist, verbunden werden kann. Zwei weitere
Durchgangsbohrungen mit einem Durchmesser von 5 mm, die exakt {iber zwei Offnungen
der gleichen Mafse auf dem Rotationstisch liegen, bieten ergéinzende Fixierungsmoglichkei-
ten. Damit ist eine feste Verbindung von Motor und Adapter sichergestellt.

Um das Auswechseln der Schale samt Probe zu simplifizieren, liegt die Schale lediglich auf
dem Teller auf. Allerdings bietet der Adapter eine Negativform des Profils des Schalenbo-
dens. Durch die asymmetrische, nicht ganz geschossene, ringférmige Nut ist eine exakte
und eindeutige Platzierung der Schale auf dem Teller gewéhrleistet. Neben der Stabilitat
bietet dies den Vorteil, dass die zu untersuchende Probe fiir wiederholte Messungen nahezu
identisch positioniert werden kann.

Der Rotationsteller wurde in der Mechanischen Werkstatt am Laser Zentrum Hannover
e.V. gefertigt. Die Konstruktionszeichnung ist im Anhang A.2.3 zu finden. Der Teller wurde
aus Polyoxymethylen (POM) hergestellt, das eine hohe Festigkeit und gute mechanische
Eigenschaften aufweist. Dieser Werkstoff ist ein kostengiinstiger, leicht zu verarbeitender

Kunststoff, der vielfach auch fiir technische Anwendungen eingesetzt wird.

4.2.3 Basishalter mit Kiivette

Der Basishalter inklusive der Kiivette stellt den ortsfesten, statischen Teil der Proben- und
Rotationseinheit dar. Er ist eine Adaptervorrichtung, der die invertierte Kiivette fixiert,
im Strahlengang platziert und eine Probenimmersion ermd&glicht. Abbildung 4.5 zeigt eine
schematische Darstellung des Basishalters mit Kiivette im Querschnitt und ein Foto der
beiden Komponenten.

Fir den Aufbau kommt eine Standard-Rechteck-Kiivette (Starna GmbH, Deutschland)
zum Einsatz. Sie ist 45 mm hoch, 22,5 mm breit, 12,5 mm tief und besteht aus 1,25 mm
dickem, optischem Glas, was fiir Licht der Wellenldngen von 334 nm bis 2500 nm durch-
lassig ist. Auberdem ist die Glaskiivette autoklavierbar und biokompatibel.

Der Basishalter gibt eine Vertiefung zur Platzierung der umgekehrten Kiivette vor, wobei
die grofseren Kiivettenseiten als Ein- und Austrittsfenster fiir das Laserlicht dienen. Mittig
unterhalb der Kiivette befindet sich eine zylindrische Offnung im Basishalter mit einem
Durchmesser von 8 mm, durch die der Sockel samt Probe gefiihrt wird. Zwei weitere be-
nachbarte Bohrungen mit einem Durchmesser von 3 mm miinden ebenfalls in der Kiivette

und ermdglichen das Durchfiihren eines diinnen Schlauches.
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Abbildung 4.5: Basishalter mit Kiivette: Schematische Darstellung des Querschnitts (links)
und Foto (rechts). Der Basishalter (1) dient als Vorrichtung, die invertierte Kiivette (2) im
Strahlengang des Lasers zu halten. Die zentrale, zylindrische Offnung (3) im Basishalter
dient als Durchgangsloch fiir den Sockel. Parallel dazu liegen zwei schmale Durchgangsboh-
rungen (4), die den Zugang von der Halterunterseite in die Kiivette ermdglichen. Der obere
Teil des Halters ist quadratisch, wihrend an der runden Unterseite eine ringférmige Nut
(5) vorgesehen ist. Zwei symmetrische Zugénge (6) verbinden die Stirnseiten des Halters
mit der runden Halterunterseite und ermoglichen so die Probenimmersion. Ein weiterer

Zugang steht als Ausgleichsoffnung (7) zur Verfiigung. Zwei weitere Durchgangslocher (8)
dienen zur Befestigung des Halters mithilfe einer Gabel.

Der quadratische Halter hat insgesamt eine Seitenldnge von 55 mm und eine Hhe von
20 mm. Der untere Teil des Halters ist mit einer ringformigen Nut ausgestattet, um in das
Innere der runden Schale zu greifen. Der Ring hat einen &ufkeren Durchmesser von 52 mm
und entspricht im Querschnitt einem schmalen Rechteck von 8 mm Héhe und 2 mm Breite.
An den zwei gegeniiberliegenden Stirnseiten des oberen Halterteils, die parallel zum Strah-
lengang ausgerichtet sind, stehen verschiedene Offnungen bereit. Auf jeder Seite befindet
sich ein Zugang, der jeweils die Stirnseite mit der Halterunterseite verbindet. Zusétzlich
befindet sich an einer Seite eine weitere Offnung, die Ausgleichséffnung, die anstelle der
schrigen Bohrung einen rechtwinkligen Durchgang zur Halterunterseite besitzt. Alle drei
Zugénge sind an der Stirnseite mit einem Feingewinde (M 8 x 0,75) ausgestattet, so-
dass entsprechende Anschliisse direkt mit dem Halter verschraubt werden kénnen. Neben
diesen Zugéngen ins Ringinnere, gibt es zwei horizontal ausgerichtete Durchgangslocher
mit einem Durchmesser von 6,1 mm, die die beiden erwdhnten Stirnseiten miteinander
verbinden. Diese Durchgangslocher sind fiir eine Gabel zur entkoppelten Fixierung des
Basishalters von den rotierenden Komponenten vorgesehen.

Die Konstruktion des Basishalters wurde von Moritz Hitzemann durchgefiihrt. Anhand
der Konstruktionszeichnung (vgl. Anhang A.2.4) wurde der Halter in der Mechanischen

Werkstatt am Laser Zentrum Hannover e.V. hergestellt.
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Als Werkstoff wurde Polytetrafluorethylen (PTFE, Teflon) verwendet, da es aufgrund der
geringen Oberflichenspannung eine antiadhésive Oberfliche besitzt. Aufserdem verfiigt der
Fluorkunststoff iiber eine hohe chemische Bestindigkeit, was sich auch in seiner Langle-
bigkeit widerspiegelt. Diese Eigenschaften sorgen ebenfalls fiir die geforderte Biokompa-
tibilitdt des verwendeten Materials und lassen ihn unter anderem auch in der Medizin
bei Implantaten Anwendung finden. Aufterdem ist PTFE ein thermisch dufserst stabiles
Polymer, wodurch es fiir die wiederholte Dampfsterilisation im Autoklaven geeignet ist.

Um die Glaskiivette zu fixieren, wurde ein Klebewachs aus der Dentalbranche (gebdi
DENTAL-PRODUCTS GmbH, Deutschland) eingesetzt. Der rosa Klebewachs ist fiir das
Kleben von Kunststoffen geeignet und biologisch unbedenklich. Bei Raumtemperatur ist
der Wachs fest und beginnt ab etwa 80 °C zu schmelzen. Somit bietet es sich an, den
festen Klebewachs portioniert in die Vertiefung des Basishalters unter den Kiivettenrand zu
bringen, um dann ein Verschmelzen der beiden Komponenten durch die Dampfsterilisation

im Autoklaven zu bewirken.

4.2.4 Kontaminationsbarriere der Proben- und Rotationseinheit

Sofern der Basishalter beriihrungslos {iber der Schale befestigt ist, besteht ein Austausch
der Immersionsfliissigkeit mit der umgebenden Raumluft. Um diese Kontaminationsquelle
bei Messungen lebender Proben zu verhindern, wird ein Barrierering in die Schale einge-
setzt, der mit einem Barrieremedium gefiillt wird und so das System von der Raumluft

abschirmt.

L (L[ o

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der Kontaminationsbarriere in der Proben- und
Rotationseinheit. Der Barrierering (1) liegt im Inneren der Schale und ist mit Barrie-
remedium (2, rot) gefiillt. Die ringférmige Nutunterseite des Basishalters greift in den
Barrierering und blockiert eindringende Kontaminationen an der Schnittstelle von Schale
und Halter, ohne dabei Einfluss auf die Rotation zu nehmen.
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Der Ring entspricht im Querschnitt einem nach oben gedffneten Rechteck, das 7,5 mm
breit und 9 mm hoch ist. Mit seinem Durchmesser passt er exakt in das Schaleninnere und
die ringférmige, Nut-dhnliche Unterseite des Basishalters greift von oben beriihrungslos in
den Barrierering. Die Fiillung des Rings mit Barrieremedium blockiert das Eindringen von
Kontaminationen in das System ohne sich auf die Rotation auszuwirken. Eine schematische
Darstellung der Kontaminationsbarriere im System ist in Abbildung 4.6 gezeigt.

Der Barrierering wurde nach der Konstruktionszeichnung (vgl. Anhang A.2.5) von Moritz
Hitzemann in der Mechanischen Werkstatt am Laser Zentrum Hannover e.V. gefertigt.
Hergestellt wurde der Ring aus PTFE. Die Vorteile dieses Polymers sind in Abschnitt
4.2.3 bereits erlautert.

An das Barrieremedium werden hohe Anforderungen gestellt. Es sollte chemisch inert sein
und nicht ausgasen, damit die Substanz nicht in die Immersionsfliissigkeit gelangt. Aufer-
dem sollte es hydrophob sein und kein Wasser aufnehmen, da dies wiederum eine Briicke
fiir Kontaminationen schlagen kénnte. Dariiber hinaus ist ein nicht toxisches Medium von
Vorteil, das mit PTFE kompatibel ist. All diese Eigenschaften erfiillt Silikondl. Fiir den
Aufbau wird das Silikonél AP 150 Wacker (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA) verwendet.
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4.3 Fixierung der Probe

Die Fixierung, das heifst die Halterung der Probe ist aus unterschiedlichen Griinden rele-
vant (vgl. Abschnitt 3.1) und kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Fiir die Halterung
der Proben in diesem System wurde ein 2 %-Agarosegel eingesetzt, das auf Wasser basiert.
Damit liegt der Brechungsindex des Gels bei etwa 1,33 und es ist optisch transparent.
Agarose ist ein Polysaccharid, das, gelost in Fliissigkeit, bei Raumtemperatur aufgrund
von nichtkovalenten Bindungen der Polymere eine feste Struktur bildet. Durch Erwarmen
konnen die Bindungen reversibel aufgelost werden und die Agaroselosung wird fliissig.
Die verwendete Agarose (Low Melting, Biozym Plaque GP Agarose, Biozym Scientific
GmbH, Deutschland) geliert ab einer Temperatur von 26 °C bis 30 °C. Das Protokoll zur
Herstellung des Agarosegels befindet sich im Anhang A.3.1.

4.3.1 Einbettung im Agarosezylinder

Eine Moglichkeit der Probenfixierung stellt das Einbetten der Probe in einem Agarosezy-
linder dar. Dafiir wird die Probe zu der noch fliisssigen Agaroselésung gegeben und mittels
einer Pipettierhilfe samt Agaroselosung in eine Glaskapillare (IntraMark, BRAND GMBH
+ CO KG, Deutschland) gezogen. Die Kapillare hat ein Volumen von 200 ul und einen
Innendurchmesser von 1,6 mm. Die Enden der Kapillare werden mit Parafilm abgedichtet
und zum Abkiihlen der Agarose wird die Kapillare bei 4 °C gelagert, wodurch die Probe in
ihrer Position fixiert wird. Nach Entfernen des Parafilms gleitet der feste Agarosezylinder
aus der Kapillare heraus und wird mit einem Skalpell auf eine maximale Linge von etwa
2 mm zugeschnitten. Sowohl im Hinblick auf die mechanische Stabilitit des Agarosezy-
linders als auch im Hinblick auf die Probengrofse sollte diese Lénge nicht {iberschritten
werden. Um eine definierte Drehung der Probe um eine feste Achse zu ermdoglichen, wird
der Agarosezylinder zentrisch auf die Rotationsachse, die auf dem Sockel der Proben- und
Rotationseinheit zum Liegen kommt, geklebt. Fiir die Klebeverbindung kommt ein schnell
aushirtender Cyanacrylat-Klebstoff (Sekundenkleber) zum Einsatz. Es ist wichtig, nur die
minimal notwendige Menge des Klebstoffs zu verwenden, da er andernfalls am Zylinder
entlang kriecht und in den Bildaufnahmen mit SLOT sichtbar wird. Die feine Dosierung
des Klebstoffs erfolgt iiber eine Pipettenspitze. Zur Vermeidung der Austrocknung des

Agarosezylinders wird der Sockel mit Immersionsfliissigkeit benetzt.

Diese Methode der Probenfixierung ist besonders geeignet, um nicht mehr lebendige Pro-
ben in SLOT zu untersuchen, da eine Ndhrstoffversorgung der Probe auf diese Weise nicht

gewdhrleistet ist.
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4.3.2 Halterung im Agarosetopf

Um Proben fiir die Inkubation zu fixieren, wird die Halterung im Agarosetopf verwendet.
Dadurch, dass der Topf nach oben gedffnet ist, wird der Austausch der Probe mit dem
Nahrmedium verbessert. Allerdings ist diese Art der Probenfixierung nur fiir sedimentie-
rende Proben, das heift fiir Proben mit einer hoheren Dichte als das umgebende Medium,
geeignet.

Bei der Halterung im Agarosetopf ist keine Klebeverbindung zur Verkniipfung der Agarose
mit dem Sockel vorgesehen. Stattdessen kommt ein modifizierter Sockel zum Einsatz, der
eine 10 mm tiefe und 4 mm breite Bohrung in Léingsrichtung aufweist. Der Rundstab
wird mit Alufolie umwickelt, sodass die Folie eine etwa 8 mm lange Verlingerung des
Sockels iiber die modifizierte Seite hinaus bildet. Fliissige Agaroselosung wird blaschenfrei
in die Bohrung und in die mit Alufolie verlingerte Stabform gegeben. Von oben wird
in die Agarose ein Stopfen mit einer variablen Form als Negativ zentrisch platziert. Um
einen kegelformigen Topf zu erhalten, wird das Ende einer Kunststoff-Schraube verwendet.
Nach dem Auskiihlen des Agarosegels werden Stopfen und Alufolie entfernt. Der bleibende
Agarosetopf ist fest mit dem Sockel verbunden und wird mit der Probe samt Medium
gefiillt. Ein Schema des Agarosetopfes in Verbindung mit dem Sockelkopf ist in Abbildung
4.7 zu sehen. Bei der Herstellung des Topfes ist es wichtig, dass die Agaroselosung keine
Luftbldschen enthilt, da diese zur Brechung des Lichts fiihren. Es besteht die Méglichkeit,
einen sterilen Agarosetopf zu generieren, indem alle verwendeten Komponenten im Vorfeld
sterilisiert werden und der Topf in einem sterilen Umfeld unter der Sterilbank hergestellt

wird.

4
O

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Agarosetopfes im Querschnitt. Der Sockel-
kopf (1) ist durch eine zentrische Bohrung modifiziert. Fiir den Herstellungsprozess des
Agarosetopfes (2) wird ein Mantel aus Alufolie (3) verwendet. In der kegelférmigen Ver-
tiefung (4), die durch ein Negativ geformt wurde, ist die Probe platziert.
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4.4 Geschlossenes Immersionssystem

Das geschlossene Immersionssystem ist eine einfache Moglichkeit, die Proben- und Ro-
tationseinheit mit Immersionsfliissigkeit zu versorgen. Dabei sieht diese Variante keinen
Austausch von Medium und Gas vor, sodass es als Probenkammer fiir langere Inkubations-
zeiten ungeeignet ist (vgl. Abschnitt 3.2.1). Ein steriler Inkubationsbetrieb ist prinzipiell
moglich, aber fiir diesen Aufbau nicht von Interesse. Daher kann die Kontaminationsbarrie-
re fiir die Verwendung als Probenkammer weggelassen werden. Das entwickelte Heizsystem
ist mit diesem Aufbau kompatibel. Vorteilhaft an dem geschlossenen System ist, dass es
lediglich eines minimalisierten Aufbaus bedarf, um SLOT-Messungen durchzufiihren. Ab-
bildung 4.8 zeigt eine schematische Darstellung des Systems ohne Kontaminationsbarriere.
Eine Liste aller Komponenten, die fiir den Aufbau des Immersionssystems notwendig sind,
befindet sich im Anhang A.1.2.

Abbildung 4.8: Schema des geschlossenen Immersionssystems (ohne Austausch von Me-
dium oder Gas). Das Mediumreservoir (1) ist iiber einen Mediumschlauch (2) und einen
Gasschlauch (3) mit dem Basishalter verbunden. Medium und Gas stellen dabei ein ge-
schlossenes System dar. Im Druckgleichgewicht gleichen sich die Fiillstinde (4) von Kii-
vette und Reservoir an. Die Fiillhohe in der Kiivette wird durch eine Hohenfinderung des
Reservoirs eingestellt. Zum Starten der Immersion ist eine Befiillhilfe (5) notwendig.

Der Basishalter ist iiber zwei Schlduche mit einem luftdicht verschlossenen Vorratsbe-
hilter verbunden, der mit Immersionsmedium gefiillt ist. Ein Schlauch, der Gasschlauch,
reicht vom oberen Bereich des Reservoirs in den oberen Bereich der Kiivette, der Gas

enthilt. Fiir die Schlauchfiihrung ist eine der beiden Zugédngen des Halters und eine klei-
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ne, vertikale Durchgangsbohrung unterhalb der Kiivette vorgesehen. Die andere Leitung,
der Mediumschlauch, fiihrt vom Boden des Vorratsbehilters iiber die Ausgleichséffnung
des Basishalters in das Schaleninnere. Um ein kompakteres System zu erhalten, ist es
empfehlenswert, die zwei horizontalen Offnungen an einer Halterseite zu belegen. Das Sys-
tem wird in seiner Funktion durch die Verwendung des anderen Zugangs allerdings nicht

eingeschrankt.

Im befiillten Zustand erzeugen Medium und Gas ein geschlossenes System, was sich im
Gleichgewicht mit dem Umgebungsdruck befindet. Eine Hohenverdnderung der Kompo-
nenten ist mit einer Druckdifferenz verbunden, die vom System ausgeglichen wird. Dadurch
wird ein Angleichen der Fiillstinde im Behélter und in der Kiivette realisiert. Dies wird
dazu verwendet, die gewiinschte Fiillh6he in der Kiivette einzustellen. Um die Proben-
und Rotationseinheit zu beliiften, geniigt ein Absenken des Vorratsbehélters bis unterhalb
der Schale.

Zum Starten der Immersion ist zunéchst der trockene Fliissigkeitsschlauch zu befiillen.
Mittels einer Befiillhilfe wird die Luft aus dem Schlauch gezogen und das Immersions-
medium stromt nach, da der erzeugte Unterdruck im Reservoir durch aus der Umgebung
nachstromendes Gas iiber den Gasschlauch ausgeglichen wird. Befindet sich die Fliissig-
keitsfront im Schlauch unterhalb der Fiillhohe des Vorratsbehilters, fliefst das Medium im
Schlauch weiter und fiillt die Schale. Dieser Fluss entsteht nach dem gleichen Prinzip der
Druckdifferenz. Ist die Schale bis zur Unterseite des Basishalters gefiillt, dichtet sich das
System um den Sockel automatisch ab, sodass von aufsen kein Gas mehr nachstromt. Die

Kiivette fiillt sich mit Immersionsfliissigkeit und ein Druckgleichgewicht stellt sich ein.

Fiir den Vorratsbehélter wird eine Schott-Gewindeflasche aus Duran mit einem DIN-
Gewinde GL 45 verwendet. Dabei ist das Volumen des Behilters fiir die Funktion des
Immersionssystems irrelevant. Der Schraubverschluss verfiigt iiber zwei Zuginge, die ein
Gewinde GL 14 aufweisen. Dieses Anschlusssystem stellt zwei Moglichkeiten bereit, eine
abgedichtete Einfiihrung in das Reservoir zu realisieren. Der Fliissigkeitsschlauch fiihrt
durch eine Schraubkappe mit Bohrung, dhnlich einer Uberwurfmutter, in der sich ein
Schlaucheinsatz befindet. Der Einsatz besteht aus PTFE mit einem Silikonring in der
Mitte, der beim Verschrauben der Kappe zusammengedriickt wird und so durch seine Ver-
formung den Bereich um den durchfiihrenden Schlauch herum vollstdndig abdichtet. Fiir
den anderen Zugang kommt eine Uberwurfmutter in Kombination mit einem dichtenden
Septum aus Silikonkautschuk zum Einsatz. Im Septum wird als Gasrohr eine Sterican-
Kaniile platziert, die {iber einen Durchmesser von 2,1 mm und eine Gesamtlinge von
80 mm verfiigt und aus nicht rostendem Chrom-Nickelstahl besteht. Die Kaniile besitzt

einen Luer-Anschluss, an dem der Gasschlauch iiber einen Konnektor angeschlossen wird.
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Bei dem etablierten Luer-Lock-Anschlusssystem, das beispielsweise bei Infusionssystemen
vorzufinden ist, werden zwei Verbindungspaare mit einer halben Umdrehung verschraubt,
sodass ein Verdrillen der angeschlossenen Schliuche unterbunden wird. Eine optimale Si-
cherung wird durch die Verwendung von Kontermuttern gewéahrleistet.

Die verwendeten Silikonschlduche haben einen Aufendurchmesser von 3 mm und einen
Innendurchmesser von 1,5 mm. Fiir das Gas fiihrende Schlauchende, das in die Kiivette
ragt, wird ein PTFE-Schlauch eingesetzt, der aufgrund seiner Steifigkeit besser geeignet
ist. Um sein Abknicken am unteren Halterrand zu reduzieren, hat er einen kleineren Au-
fsendurchmesser von 1,6 mm. Auferhalb des Basishalters ist er mit dem Silikonschlauch
verbunden. Das Fliissigkeitsreservoir ist mit seinen Anschliissen und den Schlduchen als
Gesamtes fiir die Dampfsterilisation im Autoklaven geeignet.

Die Befiillhilfe besteht aus einer Einmalspritze, die an einem Dreiwegehahn angeschlossen
ist. Der Hahn verfiigt {iber drei Luer-Lock-Konnektoren, die in beliebiger Kombination mit-
einander verbunden werden kénnen. An den beiden weiteren Verbindungen sind die zwei
Teile des Fliissigkeitsschlauchs angeschlossen. Im normalen Betrieb sind beide Schlauch-
teile miteinander verbunden. Lediglich zum Befiillen wird die Verbindung zum Reservoir
mit der Spritze eingestellt, um den noétigen Unterdruck durch das Aufziehen der Spritze
7 erzeugen.

Die eingesetzte Immersionsfliissigkeit zur SLOT-Messung richtet sich nach der zu unter-
suchenden Probe (vgl. Abschnitt 3.1.4).
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4.5 Offenes Immersionssystem

Durch das offene Immersionssystem wird die Proben- und Rotationseinheit mit Immersi-
onsfliissigkeit versorgt und ein Austausch von Fliissigkeit und Gas ermoglicht. Dies schafft
eine grundlegende Voraussetzung fiir die Versorgung lebender Proben bei Langzeituntersu-
chungen (vgl. Abschnitt 3.2.1). Der Aufbau &dhnelt dem geschlossenen Immersionssystem,
das jedoch eine Erweiterung um einige zusétzliche Komponenten erfahrt. Im Wesentlichen
setzt sich der Aufbau fiir das offene Immersionssystem neben der Proben- und Rota-
tionseinheit aus fiinf Baugruppen zusammen: Druckausgleich, Gas- und Mediumzufluss
sowie Gas- und Mediumabfluss (vgl. Abb. 4.9). Vom Basishalter ausgehend ist fiir bei-
de Flussrichtungen ein Schlauch-in-Schlauch System vorgesehen. Dies bedeutet, dass der
Gas fiihrende Schlauch in den Mediumschlauch ein- bzw. ausgekoppelt wird und somit
jeweils nur ein Zugang am Halter besetzt wird. Fiir die Anschliisse am Basishalter kom-
men Schlauchtiillen zum Einsatz. Im Anhang A.1.2 ist eine Liste aller Komponenten des

Immersionssystems zu finden.

Gaszufluss Gasabfluss

Medium- I Medium-
zufluss I abfluss
Druck-
ausgleich

Abbildung 4.9: Ubersichtsschema des offenen Immersionssystems mit Proben- und Rota-
tionseinheit, Druckausgleich sowie Zu- und Abfluss von Medium und Gas
4.5.1 Mediumzufluss und -abfluss

Beim Mediumzufluss und -abfluss geht es darum, Immersionsfliissigkeit in der Proben-
und Rotationseinheit bereitzustellen und verbrauchtes Medium auszutauschen. Eine sche-

matische Darstellung des Aufbaus mit Mediumzufluss und -abfluss ist in Abbildung 4.10
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dargestellt. Das frische Medium befindet sich, ebenso wie beim geschlossenen Immersions-
system (vgl. Abschnitt 4.4) in einem nach aufen verschlossenen, starren Vorratsbehlter,
der lediglich iiber zwei abgedichtete Zuginge mit einem Fliissigkeitsschlauch und einem
Luftrohr verbunden ist. Fiir die Anwendung ist wichtig, dass der Vorratsbehéalter nicht ver-
formbar ist. Der Fliissigkeitsschlauch befindet sich am Boden des Behélters und fiihrt iiber
eine Befiillhilfe zu einem Anschluss eines T-Stiicks, an dem spéter ein Schlauch des Gaszu-
flusses (vgl. Abschnitt 4.5.2) eingekoppelt wird. Am Ausgang des Kopplungsstiicks ist ein
im Durchmesser gréferer Mediumschlauch angeschlossen, der eine Verbindung mit einer
Schlauchtiille des Basishalters herstellt. Das Luftrohr wird aufkerhalb des Reservoirs durch
einen Schlauch verldngert, der ein offenes Ende aufweist. Um eine mogliche Kontamination
des Systems durch die Raumluft an dieser Stelle zu verhindern, ist ein Filter vorgesehen.
Das andere Ende des Luftrohrs taucht in die Immersionsfliissigkeit des Vorratsbehélters
ein.

Bei der Mediumzufuhr ist entscheidend, die Fiillhhe in der Schale zu regulieren, um ein
Uberflieken zu verhindern und dennoch ein Abdichten der Halterunterseite mit Fliissigkeit
zu realisieren. Das kontrollierte und bedarfsgerechte Nachfiillprinzip ist in Abschnitt 4.1
erlautert. Bei diesem Aufbau wird die Einstellung der Fiillhohe in der Schale durch das

Luftrohrende im Medium des Reservoirs vorgenommen.

Zum erstmaligen Versorgen des Mediumschlauchs mit Fliissigkeit wird analog zum ge-
schlossenen Immersionssystem (vgl. Abschnitt 4.4) die Befiillhilfe eingesetzt. Der durch
das Befiillen erzeugte Unterdruck im Reservoir wird durch blaschenweise nachstromende
Umgebungsluft durch das Luftrohr ausgeglichen. Ist das Druckgleichgewicht der Fliissig-
keit in dem Reservoir und der Schale hergestellt, wirkt auf die Fliissigkeitsoberfliche sowohl
am Luftrohrende als auch in der Schale nur der Umgebungsdruck. Zusatzliche Druckinde-
rungen beispielsweise durch eine Hohendnderung des Luftrohrendes oder durch Abfiithren

von Medium aus der Schale haben ein erneutes Angleichen der Fiillstinde zur Folge.

Die Oberflichenspannung der Fliissigkeit, die nachstromende Umgebungsluft am schma-
len Luftrohrende erfihrt, ist nicht zu vernachlissigen ist, da hierdurch das System um den
Gleichgewichtspunkt herum zum Stocken kommt. Dies hat zur Folge, dass ein Nachstrémen
von Umgebungsluft ins Reservoir und somit von Fliissigkeit in die Schale gegebenenfalls
ausbleibt. Dem entgegenwirkend bietet es sich an, mit einem zusétzlichen Druckgefille zu
arbeiten. Dafiir wird das Luftrohrende etwas oberhalb der gewiinschten Fiillhdhe der Scha-
le platziert und das Nachstromen von Umgebungsluft in den Vorratsbehilter bei Erreichen
des gewiinschten Fiillstands unterbunden. Die Fiillh6he in der Schale bleibt bestehen, da
durch das Blockieren der Luftzufuhr kein Ausgleich der zusétzlichen Druckdifferenz mehr

stattfinden kann. Das Blockieren der Zufuhr wird durch ein Quetschventil realisiert, was
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den Luftschlauch vollstéindig abdichtet. Die Offnung des Ventils ist im befiillten System-
zustand an den Mediumabfluss gekoppelt.

Fiir den Mediumabfluss ist die gegeniiberliegende Offnung des Basishalters iiber einen
Schlauch mit einem weiteren T-Kopplungsstiick verbunden, an dem der Gasabfluss ausge-
koppelt wird. Von diesem Bauteil fiihrt ein diinnerer Schlauch iiber eine Schlauchpumpe in
einen verformbaren Abfallbeutel, in dem das verbrauchte Medium aufgefangen wird. Die
Schlauchpumpe hat die Funktion, Medium dosiert abzupumpen, ohne dabei in direkten
Kontakt mit der Fliissigkeit zu kommen. Um das gesammelte verbrauchte Medium von
der Fliissigkeit im Schlauch zu trennen, ist im Abfallreservoir eine Phasengrenze in Form

einer Tropfkammer vorgesehen.

Abbildung 4.10: Schematische Darstellung des offenen Immersionssystems mit Medium-
zufluss und -abfluss. Aus dem starren Vorratsbehélter (1) fithren ein Luftrohr (2) und ein
Mediumschlauch (3), der iiber ein T-Kopplungsstiick (4) mit dem Basishalter verbunden
ist. Zum Starten der Mediumzufuhr ist eine Befiillhilfe (5) vorgesehen. Das Luftrohr ist
mit einem Sterilfilter (6) versehen und kann mit einem Ventil (V) verschlossen werden.
Das abfliekende Medium wird mittels einer Schlauchpumpe (Py) in einen verformbaren
Abfallbeutel (7) geleitet. Im Druckgleichgewicht befindet sich die Fliissigkeitsoberfliche
am Luftrohrende (A) auf gleicher Hoéhe mit dem Fliissigkeitsstand in der Schale (B).

Die Umsetzung des Fliissigkeitsreservoirs samt der Luft- und Mediumleitung sowie der
Befiillhilfe erfolgt dquivalent zum Aufbau des geschlossenen Immersionssystems und ist
in Abschnitt 4.4 ausfiihrlich beschrieben. Der am oberen Ende des offenen Luftschlauchs
eingesetzte Filter ist ein steriler Spritzenvorsatzfilter, der {iber Luer-Lock-Adapter mit den
Schlauchteilen verbunden ist. Die filternde Membran besteht aus Polyethersulfon (PES)

mit einer Porengréfe von 0,2 pm. Direkt hinter dem Filter befindet sich ein elektrisches
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Schlauchquetschventil (PS-1615NC, BMT Brandt Medizintechnik, Deutschland), das im
stromdurchflossenen Zustand 6ffnet und normal geschlossen (engl. normally closed, NC)
ist. Das Ventil ist dafiir geeignet, den verwendeten Silikonschlauch (ID: 1,5 mm, AD:
3,5 mm) mit einem Arbeitsdruck von maximal 1500 mbar vollstdndig abzudichten.

Beide T-Kopplungsstiicke bestehen aus klarem Polypropylen (PP) und weisen jeweils drei
Luer-Lock-Anschliisse auf. Abbildung 4.11 zeigt ein Schema der Anschliisse an einem T-
Kopplungsstiick. Die diinnen Fliissigkeitsschlauche sind iiber Luer-Lock-Konnektoren mit
dem T-Stiick verbunden. Um den dickeren Silikonschlauch (ID: 9 mm, AD: 12 mm) anzu-
schliefen, wird ein Adapter aus dem Zylinder einer Einmalspritze hergestellt. Dazu wird
der Kolben der Spritze entfernt und der Zylinder so gestutzt, dass der Silikonschlauch
iiber das offene Ende gezogen werden kann. Der Luer-Anschluss des Spritzenzylinders, der
ebenfalls aus PP besteht, wird an das T-Stiick gesteckt. Das jeweils andere Schlauchende
ist an einer Messing-Schlauchtiille des Basishalters angeschlossen. Alle verwendeten Ad-
apter, Anschliisse und Schlduche sind autoklavierbar und werden der Anforderung der

Biokompatibilitéit gerecht.

> I
1 I

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Anschliisse am T-Kopplungsstiick. Der
Fliissigkeitsschlauch (1) wird iiber ein Luer-Lock-Adapter am T-Kopplungsstiick (2) an-
geschlossen. Der dicke Fliissigkeitsschlauch (3) ist {iber einen gestutzten Spritzenzylinder
(4, grau) mit dem T-Stiick verbunden. Der diinne Gasschlauch (5) fiihrt iiber einen Luer-
Lock-Adapter durch das T-Stiick und den dicken Fliissigkeitsschlauch, um das Schlauch-
in-Schlauch System zu bilden.

Die eingesetzte peristaltische Schlauchpumpe (400FD/A1 Brush DC motor 12V, BMT
Brandt Medizintechnik, Deutschland) fordert mit 13 Umdrehungen pro Minute bei dem
verwendeten Schlauchinnendurchmesser von 1,5 mm etwa 0,88 ml/min. Diese geringe For-
dermenge zeichnet die Pumpe ebenso aus wie ihre Fordergenauigkeit von bis zu einem
Mikroliter. Der Medium fiihrende Schlauch wird um das rotierende Element der Pumpe
gespannt und mit zwei Klemmen fixiert. Ist die Pumpe aufer Betrieb, dichtet sie den

Silikonschlauch vollstandig ab, sodass keine zusétzlichen Ventile ben6tigt werden.
Der Abfallbehilter besteht aus einem Kinderurinbeutel (Urosid, ASID BONZ GmbH,
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Deutschland) und weist eine integrierte Tropfkammer als Phasengrenze und Kontamina-
tionsschutz auf. Der Beutel ist in sterilen Einzelverpackungen erhéltlich. Der Fliissigkeit

abfithrende Schlauch ist iiber Luer-Lock-Konnektoren mit dem Abfallreservoir verbunden.

4.5.2 Gaszufluss und -abfluss

Die Elemente des Gaszuflusses und -abflusses sorgen neben dem Gasaustausch auch fiir
die Immersion der Probe mit dem bereitgestellten Medium und stellen den Fiillstand in
der Kiivette ein. Ein Schema vom (Gaszufluss und -abfluss zusétzlich zu den Elementen
des Mediumaustauschs ist in Abbildung 4.12 zu finden.
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Abbildung 4.12: Schema des offenen Immersionssystems mit Zu- und Abflusses von Medi-
um und Gas. Das Gasreservoir (1) ist {iber einen Schlauch mit einem U-Rohr-Manometer
(2) verbunden. Ein weiterer Schlauch reicht vom U-Rohr durch das T-Kopplungsstiick
in den oberen Teil der Kiivette, der Gas enthélt. Fiir den Gasabfluss fiihrt ein weiterer
Schlauch aus dem oberen Teil der Kiivette durch das zweite T-Stiick iiber eine Schlauch-
pumpe (Pg). Das Ende dieses Schlauchs ist offen. Die Schlduche sind jeweils mit einem
Sterilfilter (3) versehen, um ein Eindringen von Kontaminationen in das System zu ver-
hindern. Das U-Rohr-Manometer dient zur Einstellung der Fiillh6he in der Kiivette. Ein
Gasaustausch ist ebenso moglich.

Im oberen Teil der Kiivette, in der Gasphase, befindet sich je ein offenes Ende eines Gas-
schlauchs. Die Schlduche kommen durch die kleinen, vertikalen Bohrungen im Basishalter

unterhalb der Kiivette, durch die sie fiihren, innerhalb der Kiivette zum Stehen. Sie ver-
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laufen im Weiteren an der Halterunterseite entlang zu je einer Seite der Basishalter6ffnun-
gen. Der diinne Gasschlauch fithrt durch den breiten Fliissigkeitsschlauch (vgl. Abschnitt
4.5.1) und wird am T-Stiick ein- bzw. ausgekoppelt. Diese Schlauchfiihrung erzeugt das
Schlauch-in-Schlauch System.

Der Schlauch des Gasabflusses lduft iiber eine Schlauchpumpe, die einen Unterdruck im
System erzeugen kann. Das Ende des Gasschlauches ist offen und zur Vermeidung von

Kontaminationen mit einem Sterilfilter versehen.

Der Gaszufluss besteht aus einem verformbaren Gasreservoir, das iiber einen Gasschlauch
mit einem verschliefsbaren Hahn, einem U-Rohr-Manometer und dem T-Kopplungsstiick
verbunden ist. Das Gasreservoir stellt das fiir die Inkubation gewiinschte Gasgemisch be-
reit. Es ist so beschaffen, dass es eine Gasmenge beinhaltet, kompressibel und stets im
Gleichgewicht mit dem Umgebungsdruck ist. Dadurch baut es in keinem Zustand einen
zusétzlichen Druck auf das System auf. Um ein Auswechseln des Gasreservoirs wihrend des
Betriebs der Inkubationsprobenkammer zu ermoglichen, ist ein verschliekbarer Hahn vor-
gesehen. Das U-Rohr-Manometer umfasst einen zu einem Halbkreis gebogenen Schlauch,
der im unteren Teil mit Wasser gefiillt ist. Eine fliissigkeitsfreie Schlauchquerverbindung
verkniipft die beiden Schlauchenden des U-Rohrs und kann wahlweise eingesetzt werden,
um das U-Rohr zu umgehen. Dariiber hinaus sorgt die Querverbindung fiir die Stabili-
tdt und den Halt der U-Form. Zwischen U-Rohr-Manometer und T-Stiick ist ein weiterer
Sterilfilter platziert.

Die Kiivette wird mit Immersionsfliissigkeit gefiillt, indem ein lokaler Unterdruck generiert
wird. Der Unterdruck in der Kiivette wird tiber ein Abpumpen von Gas an der Abflussseite
erzeugt. Sofern die Unterseite des Basishalters durch Immersionsmedium abgedichtet ist,
wird die Fliissigkeit aus der Schale auf diese Weise in die Kiivette gezogen. Durch die Kon-
zeption des Mediumzuflusses, stromt gleichzeitig Fliissigkeit in die Schale nach, sodass der
Halter abgedichtet bleibt. Der erzeugte Unterdruck wirkt nicht nur auf das Immersionsme-
dium, sondern gleichermafsen auf die Fliissigkeit des U-Rohr-Manometers und sorgt dort
fiir ein Verschieben der Fliissigkeitssaule in Richtung des Basishalters. Da das Wasser et-
wa die gleiche Dichte wie die Immersionsfliissigkeit aufweist, steigen die Fliissigkeitsstinde
auf gleiche Hohe an, da sie die gleiche Druckdifferenz erfahren. Der Schlauch des U-Rohrs
ist in seinem Durchmesser so angepasst, dass die Oberflichenspannung des Wassers nicht
ausreicht, die Wassersdule vollstindig in der vertikalen Schlauchposition zu halten. Statt-
dessen reifst die untere Fliissigkeitsoberfliche ab und Gas gelangt aus dem angeschlossenen
Reservoir blaschenweise durch die Saule iiber den Gasschlauch in die Kiivette. Durch die-
sen Mechanismus stagniert die Wassersdule im U-Rohr ab einer bestimmten Druckdiffe-

renz und jeder zusédtzlich aufgebaute Unterdruck wird iiber nachstromendes Gas aus dem
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Reservoir ausgeglichen. Diese definierte, maximal erreichbare Druckdifferenz ist von der
verwendeten Fliissigkeitsmenge im U-Rohr abhéngig und bestimmt gleichzeitig die Fiillho-
he der Kiivette. Der Unterdruck im System wird auch ohne weiteres Abpumpen konstant
gehalten, da das (Gassystem luftdicht abgeschlossen ist und kein Druckausgleich mit der
Umgebung stattfinden kann. Uber ein weiteres Pumpen von Gas wird der Gasaustausch
innerhalb der Kiivette realisiert. Ist die Unterseite des Basishalters nicht vollstdndig durch
Immersionsfliissigkeit abgedichtet, wird eine erzeugte Druckdifferenz in der Kiivette iiber
einstromendes Gas durch die Ausgleichsoffnung im Halter ausgeglichen (vgl. Abschnitt
4.5.3).

Dadurch, dass das System auch beim Nachstromen des Gases iiber das U-Rohr eine ge-
wisse Trégheit aufweist, wandern nach Abschlieffen des Pumpvorgangs unter Umsténden
weitere Gasbldschen durch die Fliissigkeit des U-Rohrs in das System und wirken der auf-
gebauten Druckdifferenz entgegen. Um dieses unerwiinschte, zusitzliche Nachstromen des
Gases zu unterbinden, wird zwischen Gasreservoir und U-Rohr-Manometer ein Schlauch-
quetschventil installiert. Das Ventil 6ffnet lediglich, wenn die Gaspumpe eingeschaltet ist.

Dadurch wird gewéhrleistet, dass die aufgebaute Druckdifferenz erhalten bleibt.

Fiir die Gasschlauche innerhalb des Basishalters und des Schlauch-in-Schlauch Systems
werden, analog zum Aufbau des geschlossenen Immersionssystems (vgl. Abschnitt 4.4),
diinne PTFE-Schlduche (ID: 1 mm, AD: 1,6 mm) verwendet. Im T-Kopplungsstiick fiih-
ren die Schlduche durch das Innere eines Luer-Lock-Adapters in das Innere eines Sili-
konschlauchs (ID: 1,5 mm, AD: 3,5 mm), der von aufen am Luer-Lock-Konnektor ange-
schlossen ist. Durch diese Schlauchfiihrung ist eine vollstindige Abdichtung der Gasleitung
sichergestellt.

Das Gasreservoir besteht aus einem Infusionsbeutel (Infubag, S.E. Niindel Kunststofftech-
nik GmbH, Deutschland), der ein Volumen von 250 ml besitzt und iiber seinen Zugang
mit Luer-Lock-Adaptern und einem Dreiwegehahn am Gasschlauch angeschlossen wird.

Der dritte Zugang des Dreiwegehahns ist mit einem Blindstopfen verschlossen.

Der Schlauch des U-Rohr-Manometers (ID: 7 mm, AD: 9 mm) formt im unteren Teil
einen Halbkreis mit einem Radius von 38 mm. Die offenen Enden des U-Rohrs sind iiber
Luer-Lock-Konnektoren mit jeweils einem Dreiwegehahn verbunden. Die Dreiwegehidhne
sind iiber einen weiteren Schlauch, der Querverbindung, aneinander gekoppelt. An den
jeweils dritten Anschluss der Héhne ist der Gasschlauch an einem Luer-Lock-Adapter

angeschlossen.

Das eingebaute, elektrische Schlauchquetschventil (PS-1615NC, BMT Brandt Medizintech-
nik, Deutschland) ist identisch mit dem des Mediumzuflusses und -abflusses. Als Pumpe
wird eine Schlauchpumpe (400FD /A1 Brush DC motor 12V, BMT Brandt Medizintechnik,
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Deutschland) eingesetzt, die von ihrer Bauart und ihren Eigenschaften der Mediumpumpe
gleicht. Allerdings ist sie mit einem anderen Motor versehen, der mit 47 Umdrehungen
pro Minute bei dem verwendeten Schlauchdurchmesser etwa 3,2 ml/min férdert. Beim
Gaszufluss und -abfluss kommen die gleichen Spritzenvorsatzfilter zum Einsatz wie beim
Luftrohr des Mediumzuflusses (vgl. Abschnitt 4.5.1).

Das Schlauchsystem ist dafiir ausgelegt, im Autoklaven sterilisiert zu werden. Da Steril-
filter zur Vermeidung von Kontaminationen eingesetzt werden, ist eine Sterilisation der
Komponenten vom Basishalter bis zum Filter ausreichend. Alle weiteren Elemente, wie
beispielsweise das U-Rohr-Manometer und das Gasreservoir, bleiben wiahrend des Inkuba-

tionsbetriebs unsteril.

4.5.3 Druckausgleich

Die Druckausgleichsoffnung hat die Funktion, den Umgebungsdruck iiber die Ausgleichsoff-
nung im Basishalter innerhalb der Schale und der Kontaminationsbarriere bereitzustellen.
Dies ist besonders wichtig, um ein kontrolliertes Nachfiillen der Schale mit Immersions-
medium zu ermdéglichen (vgl. Abschnitt 4.5.1). Auferdem wirkt iiber die Druckausgleichs-
offnung auf die innere und dullere Seite des Barrieremediums der gleiche dufsere Druck,
sodass Schwankungen des Umgebungsdrucks nicht zum Uberfliefen des Barrieremediums
fiihren. Eine schematische Darstellung des Druckausgleichs innerhalb des gesamten offenen
Immersionssystems ist in Abbildung 4.13 zu sehen.

Zur Realisierung des Druckausgleichs ist der Anschluss eines verformbaren Gasreservoirs
an die Ausgleichséffnung des Basishalters vorgesehen, damit bereits auf das Immersionsme-
dium in der Schale das fiir die Inkubation angepasste Gasgemisch wirkt. Auf diese Weise
wird ein moglicher pH-Gradient innerhalb der Proben- und Rotationseinheit vermieden
(vgl. Abschnitt 3.2.1). Das Reservoir entspricht vom Konzept her dem Gasreservoir des
Gaszuflusses (vgl. Abschnitt 4.5.2). Dariiber hinaus bietet das Reservoir die Sicherheit, die
Proben- und Rotationseinheit auch schon dann mit dem gewiinschten Gas zu versorgen,
wenn die Abdichtung der Halterunterseite mit Immersionsmedium noch nicht vollstandig
erfolgt ist. Um eintretende Kontaminationen zu verhindern, ist ein Filter zwischen dem
Gasreservoir und der Ausgleichs6ffnung geschaltet.

Die Umsetzung des Anschlusses am Basishalter erfolgt analog zum Mediumzufluss und
-abfluss (vgl. Abschnitt 4.5.1) {iber eine Messing-Schlauchtiille, an die ein Silikonschlauch
(ID: 9 mm, AD: 12 mm) angeschlossen wird. Die andere Seite des Schlauchs ist mit einem
gekiirzten Spritzenzylinder verbunden, der einen Luer-Anschluss bereitstellt. Ein weiterer
Schlauch (ID: 1,5 mm, AD: 3,5 mm), mit Luer-Lock-Konnektoren angeschlossen, verbin-

det das Gasreservoir mit dem dicken Schlauch. Fiir das Gasreservoir wird ein weiterer
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Infusionsbeutel eingesetzt. Der verwendete Filter ist identisch mit den iibrigen im Aufbau
eingesetzten Filtern. Eine Sterilisation des Schlauchsystems vom Anschluss des Basishal-

ters bis zum Filter ist im Autoklaven problemlos moglich.

i

\/

Abbildung 4.13: Schema des Druckausgleichs innerhalb des offenen Immersionssystems.
Das zweite verformbare Gasreservoir (1) ist iiber einen Schlauch mit der Ausgleichs6ffnung
des Basishalters verbunden. Zwischen Reservoir und Halter ist ein Filter (2) geschaltet.
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4.6 Heizsystem

Das Heizsystem wird dazu genutzt, die Temperatur der Probenumgebung auf 37 °C zu
regulieren, was fiir das Uberleben der Probe innerhalb der Inkubationsprobenkammer ent-
scheidend ist (vgl. Abschnitt 3.2.2). Dabei nimmt das System keinerlei Einfluss auf die
Funktionalitit des Aufbaus, beispielsweise im Hinblick auf die optische Zugénglichkeit der
Probe. Das Heizsystem besteht aus einer Isolationshaube, in der ein Heizelement und ein
Thermometer eingelassen sind (vgl. Abb. 4.14, links). Die Regelung der Temperatur mit
diesem System erfolgt iiber ein Mikrocontroller-Board und ist in Abschnitt 4.7.2 beschrie-

ben.

4.6.1 Isolationshaube

Die Isolationshaube ist so konzipiert, dass sie direkt {iber der Rechteck-Kiivette platziert
wird und mit ihrer offenen Unterseite auf dem Basishalter aufliegt. Die Haube ist aus vier
Seitenwanden und einem Deckel zusammengebaut, die eine Dicke von 5 mm aufweisen.
Zwischen Haube und Kiivette besteht, aufier an den Aufenkanten der Seitenwinde, eine
ca. 1 mm breite Luftschicht, die Platz fiir das Heizelement bietet. Die beiden langen
Seitenwande, die senkrecht zur optischen Achse des optischen Systems ausgerichtet sind,
besitzen jeweils eine Offnung, die 20 mm hoch und 10 mm breit ist. Diese Offnungen sind
mittig platziert und ermoglichen das ungehinderte Passieren des rasternden Laserstrahls
durch die Kiivette.

Die fiinf Einzelteile der Haube wurden in der hauseigenen Mechanischen Werkstatt aus dem
Werkstoff PMMA hergestellt. Die Konstruktionszeichnungen dazu (vgl. Anhang A.2.6)
wurden von Moritz Hitzemann angefertigt. Weitere Bohrungen in den 6ffnungsfreien Sei-
tenwinden zur Kabelfiihrung des Heizelements und zur Befestigung des Thermometers
wurden mit einem Bohrer hinzugefiigt (vgl. Abb. 4.14, rechts oben). Vor dem Verkleben der
Teile zur Haube, wurden Heizelement und Thermometer eingesetzt. Die Klebeverbindung

erfolgte mit einem Plastik-Spezialkleber (Superzement S30, Vollmer GmbH, Deutschland).

4.6.2 Heizelement

Als Heizelement kommt ein Widerstandsdraht zum Einsatz. Der stromdurchflossene Draht
wandelt elektrische Energie in Wéirme um, die er ungerichtet an seine Umgebung abgibt.
Um die Probenumgebung moglichst effektiv zu heizen, wird der Draht in vielen schma-
len Schleifen an den Innenseiten der vier Haubenwinde fixiert. Dadurch wird zum einen
die Oberflachenkapazitiat der Haube optimal ausgenutzt und zum anderen eine gréfere

Drahtldnge auf kleinem Raum untergebracht. Zur einfacheren Befestigung des Drahtes
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wird er in der angepassten Form zwischen zwei Lagen durchsichtigen Klebebands fixiert
und so eine passgenaue Heizfolie erstellt (vgl. Abb. 4.14, rechts unten). Diese Heizfolie
besteht aus vier miteinander verbundenen Elementen, die mit Plastik-Spezialkleber an die
Innenwénde der Haubenteile fixiert werden. Der jeweilige Teil des Drahtes, der die Heiz-
folienelemente verbindet, wird nach dem Zusammenfiigen der Haube an der Unterseite
der Haube verklebt. Die beiden Enden des Widerstandsdrahtes werden iiber eine kleine
Bohrung an einer kurzen Seitenwand aus der Haube herausgefiihrt und weiterfiihrend mit
zwei Kabeln verbunden. Um mechanische Belastung auf die herausfiihrenden Drahtenden
zu reduzieren, ist der dufere Bereich der Bohrung mit einem Tropfen Heifskleber versehen.
Der als Heizdraht verwendete Widerstandsdraht (Isotan, Isabellenhiitte Heusler GmbH &
Co. KG, Deutschland) besteht aus Konstantan, eine Legierung aus 55 % Kupfer, 44 %
Nickel, 1 % Mangan und besitzt einen Widerstand von 97,5 {2/m bei einem Durchmesser
von 0,08 mm. Der Gesamtwiderstand des Drahtes ist abhidngig vom temperaturabhéin-
gigen spezifischen elektrischen Widerstand, der Drahtlinge und dessen (Querschnitt. Der
spezifische elektrische Widerstand des verwendeten Drahtes ist im Temperaturbereich des
Heizelements konstant und betrdgt 0,49 2mm?/m. In dem Heizelement ist knapp 1 m
Draht untergebracht und der Gesamtwiderstand betrigt etwa 92 (2, wodurch bei einer

angelegten Spannung von 12 V ein Strom von ca. 130 mA fliefst.

Abbildung 4.14: Heizsystem der Inkubationsprobenkammer. Foto des Heizsystems beste-
hend aus Isolationshaube mit eingelassenem Heizelement und Thermometer (links). Die
vier Seitenwinde der Haube (rechts oben) und die Heizfolie mit dem passend fixierten
Widerstandsdraht (rechts unten).

4.6.3 Thermometer

Zur Temperaturmessung kommt ein Infrarot-Thermometer (MLX90614 ESF-ACF-000,

Melexis Microelectronic Systems, Belgien) zum Einsatz, das beriihrungslos arbeitet und
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somit im geringen Abstand zur Kiivette in der Haube platziert werden kann. Das Thermo-
meter setzt sich aus einem Infrarot-Sensor und einem Chip zusammen, der das Temperatur-
signal verstirkt und aufbereitet. Beide sind in einem Metallgehduse TO-39 platziert. Der
Sensor selbst besteht aus einem Thermosaulenchip, das heifst aus hintereinander geschalte-
ten Thermoelementen auf einem Chip, die empfangene Wérmestrahlung in ein elektrisches
Signal umwandeln. Das Messfeld des Sensors (engl. field of view, FOV) betragt 10° und
ermoglicht so eine gerichtete Temperaturmessung. Diese ist notwendig, um ausschliefllich
die Temperatur des Systems zu messen, nicht aber der Umgebung. Die digital ausgegebene
Temperaturinformation ist kalibriert und entspricht dem Temperaturmittelwert aller Ob-
jekte im Messfeld. Ausgelesen wird das Temperatursignal iiber einen Zweileiterbus (System
Management Bus, basierend auf dem I?C-Busprotokoll) mit dem Mikrocontroller-Board.
Dariiber hinaus verfiigt das Thermometer iiber je einen Kontaktfuls fiir Masse und die

Betriebsspannung von 5 V. Die Temperaturauflosung des Thermometers betrigt 0,01 °C.
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4.7 Steuerung der Inkubationsprobenkammer

Zur Steuerung der entwickelten Inkubationsprobenkammer werden als Recheneinheiten
Mikrocontroller-Boards aus dem Hause Arduino eingesetzt. Die Programmierung der Mi-
krocontroller erfolgt iiber die gleichnamige Programmierumgebung. Die Systemsteuerung
gliedert sich dabei in zwei Hauptteile. Ein Teil beinhaltet ein Programm zur Ansteuerung
und Automatisierung des Pumpsystems, um die Inkubationsprobenkammer als offenes
Immersionssystem fiir die Durchfithrung von Langzeitexperimenten zu verwenden. Der
andere Teil besteht aus einem Programm zur Steuerung des Heizsystems, das ebenfalls fiir
den automatisierten Langzeitbetrieb ausgelegt ist. Zur Steuerung des Heizsystem wurde
eine Temperaturregelung entwickelt, die in das Steuerungsprogramm implementiert ist.

Ein Schaltplan des gesamten Steuerungssystems ist im Anhang A.4.1 zu finden.

4.7.1 Arduino: Hardware und Software

Die Arduino-Boards basieren auf einem Atmel AVR-Mikrocontroller, der einen 16 MHz
Schwingquarz als Taktgeber besitzt und Arbeits- und Programmspeicher bietet. Auf der
Platine dienen verschiedene Steckplatze als digitale und analoge Ein- und Ausgénge, iiber
die externe elektronische Bauteile angeschlossen werden konnen. Einige der Ausginge
sind in der Lage, pulsweitenmodulierte Signale auszugeben. Die Spannungsversorgung der
Boards erfolgt wahlweise iiber USB (5 V) oder eine externe Spannungsquelle (7 - 12 V),
wobei die Betriebsspannung bei 5 V liegt. Fiir die Arduino-Boards sind verschiedene M&g-
lichkeiten zur Funktionserweiterung gegeben, beispielsweise durch Aufsteckplatinen und
andere Erweiterungsmodule. Die Kommunikation mit dem Computer, sei es nur zur Pro-
grammierung des Mikrocontrollers oder zum Datenaustausch wihrend der Programmaus-
fiihrung, wird iiber die serielle Schnittstelle realisiert. Die Platinen sind so konzipiert, dass
sie prinzipiell nach ihrer Programmierung sowohl mit als auch ohne Verbindung zum Com-
puter laufen. Ein vorprogrammiertes Startprogramm (engl. bootloader) wird ausgefiihrt,
sobald eine Stromversorgung des Mikrocontrollers besteht. Der Bootloader ermdoglicht das
Hochladen eines neuen Programms und die USB-Kommunikation. Durch Betétigen eines
vorhandenen Reset-Schalters werden alle aktuellen Vorgéinge beendet und der Bootloader
und damit die Ausfiihrung des Programms wird von Neuem gestartet. [21]

Die Arduino-Plattform stellt neben den Boards auch eine eigene integrierte Entwicklungs-
umgebung bereit, die ebenso wie die Hardware quelloffen ist. Die Programmierung der
Mikrocontroller basiert auf den Programmiersprachen C bzw. C+4++, die allerdings fiir
den Anwender durch zusétzliche Arduino-Bibliotheken vereinfacht wird. Um den Funkti-

onsumfang der Software zu erweitern, ist das Einbinden weiterer anwendungsspezifischer
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Programmbibliotheken problemlos méglich. Die Programmieroberfliche verfiigt neben ei-
nem Text-Editor zum Schreiben eines Programms auch iiber einen seriellen Monitor, der
dem seriellen Datenaustausch dient. Hier konnen vom Arduino gesendete Daten angezeigt
werden und, iiber die Eingabe in einer Kommandozeile, Daten an den Arduino iibertragen
werden. [21]

Zur Steuerung der Inkubationsprobenkammer werden zwei Arduino-Boards eingesetzt: ein
Arduino Leonardo fiir das Pumpsystem und ein Arduino Uno fiir das Heizsystem. Im We-
sentlichen unterscheiden sich die beiden Platinen in den eingebauten Mikrocontrollern
und der Anzahl der digitalen und analogen Ein- und Ausgéinge. Der Arduino Leonardo
basiert auf dem Mikrocontroller ATmega32u4 und weist 20 digitale und 12 analoge An-
schlussmoglichkeiten auf, wihrend die Platine des Arduino Uno mit dem Mikrocontroller
ATmega328 bestiickt ist und iiber 14 digitale und 6 analoge Steckplitze verfiigt. Der nicht-
fliichtige Programmspeicher beider Mikrocontroller, der Flash-Speicher, belduft sich auf
32 KB und beinhaltet bereits den Bootloader. Der maximal fliekende Strom pro Ein- und
Ausgang ist bei dem Arduino Leonardo auf 40 mA und bei dem Arduino Uno auf 20 mA

begrenzt.

Da fiir die Steuerung der Inkubationsprobenkammer das Schalten héherer Strome und
Spannungen notwendig ist, werden die Arduino-Boards mit aufsteckbaren Platinen erwei-
tert, die diese Aufgabe erfiillen. Hierfiir werden Platinen, die mit vier Relais ausgestattet
sind, verwendet - die sogenannten Relais Shields (SLD01101P, Seeed Technology Inc.,
China). Mit den Relais Shields ist das Schalten von Strémen bis 8 A und Spannungen
bis 35 V moglich. Ein Relais ist ein elektromagnetischer Schalter, bei dem ein Stromkreis
durch einen fliellenden Strom im Relais unterbrochen oder geschlossen wird, je nach Bau-
art. Die Relais Shields bieten neben den herkommlichen Steckplatzen der Arduino-Boards
vier NO/NC-Kontaktschnittstellen, die an die Relais gekoppelt sind. Angesteuert werden
diese Schnittstellen {iber die digitalen Arduino-Ausgénge 4 bis 7.

Zum Schutz der Technik sind die Arduino-Boards samt Aufsteckplatinen in einem (Geh&use
(ET 241, BOPLA Geh&use Systeme GmbH, Deutschland) platziert. Das Gehéuse ist mit
drei verschiedenen Eingéngen versehen: eine USB-Doppeleinbaubuchse zur Verbindung der
beiden Arduino-Boards mit dem Computer, eine Hohlbuchse zur Spannungsversorgung des
Gesamtsystems mit 12 V und eine 5-polige Rundsteckerbuchse zum Anschluss des Heiz-
systems. Die serielle Schnittstelle mit dem Computer wird beim Arduino Leonardo {iber
einen Micro-USB-Anschluss und beim Arduino Uno {iber einen USB-Typ-B-Anschluss
realisiert. Im Inneren des Gehéuses befindet sich eine Steckerleiste mit 11 Steckplatzen,
die aus Platinen-Steckverbindern zusammengeltet wurde. Die Steckerleiste wird mit der

Hohlbuchse verbunden und iiber ein externes Netzteil mit 12 V und max. 3000 mA ver-
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sorgt. Hierliber werden die Boards, die Schlauchpumpen und Schlauchquetschventile sowie
das Heizelement gespeist. Die freien Steckplidtze bieten die Moglichkeit zur Installation
weiterer Gerite.

Die beiden Schlauchpumpen und Quetschventile sind in den Deckel des Gehéuses eingelas-
sen und mit ihm verschraubt, sodass sie im Inneren an die vier NO-Kontaktschnittstellen
des Arduino Leonardo Relais Shields angeschlossen und einzeln angesteuert werden kon-
nen.

Das Heizsystem fiihrt mit dem Heizelement und dem Infrarot-Thermometer {iber einen
5-poligen DIN-Rundstecker in das Gehéduse. Die Masseleitungen vom Heizdraht und Ther-
moelement sind bereits auferhalb des Gehduses zusammengefiihrt. Der Heizdraht ist an
einer NO-Kontaktschnittstelle des Arduino Uno Relais Shields angeschlossen. Die Span-
nungsversorgung des Thermometers mit 5 V erfolgt iiber den entsprechenden Anschluss
am Arduino Uno. Der Zweileiterbus bestehend aus Takt- (engl. serial clock, SCL) und
Datenleitung (engl. serial data, SDA) ist mit den analogen Arduino-Eingéngen A5 und
A4 verbunden.

4.7.2 Temperaturregelung des Heizsystems

Die Temperaturregelung erfolgt im Zusammenspiel mit dem Mikrocontroller-Board und
das daran angeschlossene Heizsystem. Ziel ist es, die Temperatur als Regelgrofie im System
auf einen bestimmten Wert zu bringen und konstant zu halten. Die gewiinschte Temperatur
liegt dabei oberhalb der Umgebungstemperatur.

Der Regelkreis besteht darin, die Regelgréfe zu messen, diesen Istwert mit einem vorge-
gebenen Sollwert zu vergleichen und die Differenz {iber einen Regler auszugleichen. Der
Regler bestimmt die Stellgrofse, das heift die am Heizdraht anliegende Spannung und da-
mit die Warmezufuhr, die einen Einfluss auf die Regelstrecke nimmt. Die Regelstrecke
besteht aus den Elementen, die die Regelgrofe enthalten, was im entwickelten System der
Probenumgebung entspricht. Aufere Einwirkungen auf die Regelstrecke, wie beispielsweise
Verluste durch Warmeabgabe an die Umgebung, werden als Storung bezeichnet. Dadurch,
dass der Regelkreis fortlaufend besteht, wirkt der Regler allen angreifenden, dufseren Sto-
rungen entgegen. |19]

Die Umsetzung des Regelkreises geschieht mithilfe des Arduino-Boards. Zur Messung der
lokalen Temperatur der Probenumgebung wird das Signal des Infrarot-Thermometers aus-
gelesen. Ein Vergleich von Ist- und Sollwert wird vorgenommen, um die Reaktion des Reg-
lers zu bestimmen. Im Normalfall wird die Stellgréfe {iber den Regler in Form einer Leis-
tungsverstiarkung entsprechend der Regeldifferenz angepasst. Dies bedeutet, dass bei einer

groken Abweichung der Regelgrofie vom Sollwert die Leistung der Stellgréfse erhoht wird.
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Diese Verstarkung kann iiber ein analoges Spannungsausgangssignal oder ein pulsweiten-
moduliertes Spannungssignal reguliert werden. Da fiir das Schalten des Heizelements ein
Relais Shield verwendet wird, kommen beide Varianten der Leistungsverstirkung nicht in
Frage. Ein Relais bietet lediglich ein digitales Ausgangssignal und ist fiir das hochfrequente
Schalten im Bereich mehrerer zehntausend Hertz zur Erzeugung eines pulsweitenmodu-
lierten Signals nicht ausgelegt. Alternativ wird daher die zugefithrte Warmeleistung nicht
iiber die Grofe der anliegenden Spannung, sondern {iber die Dauer der anliegenden Ma-
ximalspannung geregelt. Folglich hat der Regler in dem entwickelten System die Aufgabe,
den Schalter fiir die Spannungsversorgung des Heizelements solange zu 6ffnen, bis der Soll-
wert erreicht ist. Ein erneuter Abfall des Istwerts durch dufere Stérungen wird durch den

Regler stets ausgeglichen.

4.7.3 Basis der Steuerungsprogramme

Ein Arduino-Programm besteht in der Regel aus zwei Methoden, setup und loop. Die
setup-Methode wird einmalig beim Programmstart ausgefiihrt und dient dazu, Variablen
zuzuordnen, Bibliotheken zu initialisieren, Startbedingungen zu setzen, Betriebsmodi fest-
zulegen, usw. Der Inhalt der loop-Methode lduft hingegen in einer Schleife immer wieder-
kehrend ab, solange das Programm in Betrieb ist. In dieser Methode sind alle Prozesse
und Steuerungsabléufe enthalten, die vom Arduino-Board durchgefiihrt werden sollen.
Die Basis der Programme zur Steuerung der Arduino-Boards ist fiir beide Anwendungen
identisch. Die Steuerungsprogramme setzen sich jeweils aus drei Dateien zusammen, wobei
eine das Hauptprogramm enthilt und in den zwei weiteren Dateien Funktionen fiir die seri-
elle Kommunikation und fiir weitere, individuelle Programmroutinen definiert sind. Beide
Programme sind fiir den Datenaustausch und die Kommunikation mit dem Computer iiber
den seriellen Monitor ausgelegt. Uber die Eingabe definierter Befehle in die Kommando-
zeile des seriellen Monitors werden entsprechende Steuerungsfunktionen aufgerufen und
vom Board ausgefiihrt.

Um die serielle Kommunikation mit dem Computer zu starten, wird in der setup-Methode
eine Dateniibertragungsrate von 9600 bit /s initialisierend festgelegt. Die einzelnen Zeichen
eines Kommandos iiber den seriellen Monitor werden zu einem Gesamtbefehl zusammen-
gefiigt und zwischengespeichert, bis sie iiber die Eingabetaste bestitigt werden. Dadurch
wird der Befehl als komplett bewertet, als Riickmeldung iiber den seriellen Monitor aus-
gegeben und in der loop-Methode weiterverarbeitet. Hier erfolgt ein Abgleich der Eingabe
mit den vorhandenen, programmierten Befehlen. Kommt es zu einer Ubereinstimmung
mit einem Befehl, wird die dahinterliegende Funktion aufgerufen und ausgefiihrt. Gibt es

keine Ubereinstimmung, wird eine Fehlermeldung und ein Verweis auf die Hilfe-Funktion
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ausgegeben. Nach der Befehlseingabe wird der Zwischenspeicher bereinigt, um erneute
Kommandos entgegennehmen zu konnen. Es ist zu beachten, dass die Eingabe stets in
Grofbuchstaben erfolgt.

Die Programmierung der Mikrocontroller erfolgte iiber die integrierte Entwicklungsumge-

bung Version 1.6.4.

4.7.4 Programm zur Steuerung des Pumpsystems

Das Steuerungsprogramm des Pumpsystems verfiigt {iber verschiedene Funktionen fiir den
automatisierten Langzeitbetrieb oder, um Pumpprozesse von Medium und Gas einzeln

durchzufiihren. Die Programmbefehle und -funktionen werden im Folgenden vorgestellt.

MEDIUM _ON:

Die Mediumpumpe wird eingeschaltet und das Quetschventil zum Nachstromen von Luft
in das Reservoir gedffnet. Falls gerade ein weiterer Pumpvorgang lauft, wird dieser zuvor
abgebrochen. Mit dieser Funktion wird der Mediumaustausch realisiert.

MEDIUM _OFF:

Die Mediumpumpe wird ausgeschaltet und das Quetschventil geschlossen. Der Austausch
von Medium wird gestoppt.

GAS ON:

Die Gaspumpe wird gestartet und das Quetschventil zwischen Gasreservoir und U-Rohr-
Manometer gedffnet. FEine gegebenenfalls aktive Mediumpumpe wird zuvor deaktiviert.
Dadurch wird die Kiivette gefiillt und ein Gasaustausch im System findet statt.

GAS OFF:

Die Gaspumpe wird gestoppt und das Ventil geschlossen. Der Gasaustausch wird gestoppt.
FILL:

Die Ausfiihrung ist identisch mit GAS ON, nur dass das Ventil dabei geschlossen bleibt.
M_FILL:

Die Ausfithrung stimmt mit MEDIUM _ON iiberein, allerdings wird das Ventil nicht ge-
offnet.

MG CYCLE="Mediumpumpdauver [s]’,’Gaspumpdauver [s]’,’Intervall [s]’,’Anzahl der Zy-
klen’:

Diese Funktion ist fiir das wiederholte Pumpen von Medium und/oder Gas vorgesehen.
Hierbei wird die Pumpe immer gleichzeitig mit dem zugehorigen Ventil fiir die angegebene
Dauer aktiviert. Zuerst startet der Mediumaustausch. Ist er beendet, folgt der Austausch
von Gas. Beide Pumpprozesse werden jeweils nach Ablauf einer Zeitspanne, die das Inter-

vall beschreibt, so oft wiederholt, wie es mit der Anzahl der Zyklen vorgegeben wird. Die
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Dauer des Intervalls startet mit dem Beginn eines jeden Zyklus. Soll nur Medium oder Gas
ausgetauscht werden, ist fiir die Dauer des anderen Pumpprozesses Null einzugeben. Bei
der Eingabe des Befehls ist auf die entsprechende Syntax zu achten. Der zyklische Ablauf
kann durch die Eingabe von STOP unterbrochen werden. Ist vor Beginn dieser Funktion
ein Pumpvorgang bereits aktiv, wird dieser unmittelbar gestoppt.

HELP:

Alle definierten Befehle samt ihren Funktionen werden im seriellen Monitor angezeigt.

Zur Ubersicht wird jeder eingegebene Befehl iiber eine Ausgabe der ausgefiihrten Aktion
im seriellen Monitor bestétigt. Alle zur Ansteuerung nétigen Zuordnungen der Steckplitze
sind im Programm beschrieben. Der vollstindige Quellcode des Programms befindet sich
im Anhang A.5.1.

4.7.5 Programm zur Steuerung des Heizsystems

Mit dem Programm zur Heizsystemsteuerung wird die Temperaturregelung des Heizsys-
tems gesteuert. Dariiber hinaus ist die Ausgabe der aktuell gemessenen Temperatur des
Thermometers méglich. Um das Auslesen der Temperatursignale {iber den Zweileiterbus zu
vereinfachen, wird eine zusétzliche Bibliothek in das Programm eingebunden. Die Biblio-
thek (I2C Master Interface, Version 1.10, von Peter Fleury) stellt entsprechende Befehle
zur Kommunikation mit Zweileiterbusgeriten, speziell fiir 12C-Gerite, bereit. Vor ihrer
Verwendung werden Angaben zur Taktrate und die Steckplatzbelegung geméft der vor-
liegenden Gerite angepasst. Die bereits beschriebene Temperaturregelung (vgl. Abschnitt
4.7.2) ist in das Steuerungsprogramm implementiert. Dabei sieht das Programm eine Rege-
lung der Probenumgebungstemperatur auf 37 °C vor, da dies fiir viele biologische Proben
gefordert ist. Die einzelnen Befehle und Funktionen des Programms sind im Folgenden

erlautert.

GET TEMP:

Die aktuelle Temperatur wird ausgelesen und iiber den seriellen Monitor ausgegeben.
INTERVAL="Zeit [s]’:

Die aktuelle Temperatur wird wiederholt in einem gewiinschten Zeitintervall iiber den seri-
ellen Monitor ausgegeben. Um die Temperaturausgabe zu beenden, ist STOP einzugeben.
HEATING:

Die Temperaturregelung wird gestartet. Gleichzeitig wird die aktuelle Temperatur jede
Sekunde iiber den seriellen Monitor ausgegeben. Das Heizelement wird solange aktiviert,

bis das Thermometer eine Temperatur von 37 °C registriert. Ab dieser Temperatur bleibt
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das Heizelement ausgeschaltet. Ein Temperaturabgleich und gegebenenfalls ein Einschal-
ten des Heizelements wird ein Mal pro Sekunde vollzogen, um eine Uberlastung des Relais
Shields zu verhindern. Der Heizprozess wird mit der Eingabe STOP beendet.

HELP:

Die verfiigbaren Befehle mit ihren Funktionen werden iiber den seriellen Monitor ausge-

geben.
Der gesamte Quellcode des Steuerungsprogramms ist im Anhang A.5.2 zu sehen. Der Quell-

code beinhaltet ebenfalls das Kommunikationsprotokoll des Thermometers und sdmtliche

Belegungen der Steckplitze.
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4.8 Integration in den SLOT-Aufbau

Zur Durchfiihrung von Messungen nach dem SLOT-Prinzip, wird die entwickelte und
umgesetzte Proben- und Rotationseinheit in einen bereits vorhandenen SLOT-Aufbau
integriert. Aus Griinden des verfiigharen Raumes und der Sicherheit wird in dieser Arbeit
die Probenkammer zunéchst nur mit dem geschlossenen Immersionssystem (vgl. Abschnitt
4.4) in den SLOT-Aufbau eingebaut. Bereits vorhandene Komponenten der Lichtquelle,
der Strahlformung sowie der Ablenk- und Fokussiereinheit werden fiir den Messaufbau
iibernommen. Die Positionierung und Befestigung der Proben- und Rotationseinheit im
SLOT-Aufbau wird iiber eine héhenverstellbare Halterung des Rotationsmotors erreicht.
In dem Aufbau wird lediglich eine Detektionseinheit des Transmissionskanals verwendet,
was fiir die Bildgebung und fiir die prinzipielle Durchfiihrung und Charakterisierung von
SLOT-Messungen ausreichend ist. Die Detektionseinheit des Fluoreszenzkanals ist nicht
Teil dieser vorliegenden Arbeit. Der Messaufbau ist zur Veranschaulichung in Abbildung
4.15 dargestellt.

4.8.1 SLOT-Aufbau

Der bestehende Messaufbau entspricht dem grundlegenden SLOT-Messaufbau (vgl. Ab-
schnitt 2.1.1), wobei die Proben- und Rotationseinheit durch die entwickelte Einheit substi-
tuiert wird und die Detektionseinheit des Fluoreszenzkanals entfillt. Als Lichtquelle wird
eine griine Laserdiode (LD-520-50SG, Roithner Lasertechnik GmbH, Osterreich) mit einer
Wellenldnge von 520 nm eingesetzt, die im cw-Betrieb arbeitet. Das emittierte Licht fiihrt
iiber einen Spiegel und wird mittels einer Linse (AC064-013-A-ML, Thorlabs Inc., USA)
in eine Singlemodefaser (P3-460A-FC-1, Thorlabs Inc., USA) eingekoppelt. Das Faseren-
de ist iiber einen Adapter mit der Einheit der Strahlformung verbunden, die aus einem
motorisierten Zoomobjektiv (H6Z0812M, Computar, CBC AMERICAS Corp., USA) be-
steht. Durch die Einstellung von Fokus und Zoom werden die Parameter des Laserstrahls
justiert. Der an die Probengrofe angepasste Strahldurchmesser wird durch die integrierte,
variable Irisblende bestimmt. Der geformte Laserstrahl trifft anschlieftend auf die Ablenk-
und Fokussiereinheit, die aus einem x-y-Galvoscannerpaar (CT Set IV, MediaLas electro-
nics GmbH, Deutschland) und insgesamt drei Linsen (67-422, Edmund Optics Inc., USA)
besteht. Die Elemente der Strahlformung und der Ablenk- und Fokussiereinheit sind fest
auf einem Translationstisch fixiert, sodass der Abstand zur Proben- und Rotationseinheit
iiber eine Mikrometerschraube einstellbar ist. Dadurch kann die Fokusebene der abbilden-
den Linse innerhalb der zu untersuchenden Probe gelegt werden. Die Detektionseinheit des

Transmissionslichts wird unabhéngig von den anderen Komponenten iiber eine Halterung
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auf der optischen Achse positioniert. Die Sammellinse (47343-INK, Edmund Optics Inc.,
USA) kollimiert das Laserlicht und fithrt es {iber einen Diffusor auf die sensitive Fliache der
Photodiode (PDA36A-EC, Thorlabs Inc., USA), die Licht in einem Wellenlangenbereich
von 200 nm bis 1100 nm detektiert.

Die Komponenten des SLOT-Aufbaus sind an einem optischen Tisch befestigt, der me-
chanische Storungen durch eingesetzte Schwingungsdampfer weitestgehend unterbindet.
Dariiber hinaus befindet sich um den Aufbau herum eine vollstdndig verschliefsbare Box,

die Einfliisse von Umgebungslicht wihrend der Messungen unterbindet.

Abbildung 4.15: Die Integration des entwickelten Systems in den SLOT-Aufbau. Die roten
Pfeile markieren den Weg des Laserlichts im System. Licht wird iiber eine Faser (1) in die
Einheit der Strahlformung (2) gefiihrt, die aus einem motorisierten Zoomobjektiv besteht.
Das Spiegelpaar des x-y-Galvoscanners (3) bildet zusammen mit der abbildenden Linse (4)
die Ablenk- und Fokussiereinheit. Der Strahl passiert die Proben- und Rotationseinheit
(5) und trifft auf eine Photodiode (6), die transmittiertes Licht detektiert. Die Halterung
des Rotationsmotors erfolgt iiber eine verkippbare Haltevorrichtung (7). Drei Stangen, die
den Halter in seiner Position fixieren, formen ein Turmsystem, das fiir die Gabel (8) des
Basishalters als vertikale Schiene dient und eine komfortable Hoheneinstellung ermdoglicht.
Der Behilter des Immersionsmediums findet Platz auf einem Podest (9).
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4.8.2 Halterung des Rotationsmotors

Die Positionierung und Befestigung der dynamischen Elemente der Proben- und Rotati-
onseinheit erfolgen {iber die Halterung des Rotationsmotors. Als Haltevorrichtung kommt
ein modifizierter, verkippbarer Spiegelhalter (KC2-T /M, Thorlabs Inc., USA) zum Ein-
satz, auf dem der Rotationsmotor horizontal montiert wird. Der Halter besteht aus zwei
quadratischen Platten, die iiber jeweils drei Federn und Konterstifte sowie Stellschrauben
fest miteinander verbunden sind. In den Ecken der Platten, im Abstand von 60 mm, be-
finden sich Durchgangslocher fiir Stangen mit einem Durchmesser von 6 mm. Wahrend
die untere Platte iiber Schrauben an den Stangen fixiert wird, kann die obere Platte iiber
die Stellschrauben relativ zur unteren Platte in ihrer Neigung ausgerichtet werden. Beide
Platten verfiigen in ihrer Mitte iiber ein 50,8 mm grofes Durchgangsloch, das spater die
Detektion von Fluoreszenzlicht nach unten ermdoglichen kann.

Der Halter wurde fiir seinen Einsatz als Halterung des Rotationsmotors in der hauseigenen
Mechanischen Werkstatt nach entsprechenden Konstruktionszeichnungen (vgl. Anhang
A.2.7) modifiziert. Dabei wurde eine Ecke der Haltevorrichtung ausgespart, um ausrei-
chend Platz fiir den im Winkel von 45° versetzten Motor zu bieten. Der Rotationsmotor
ist iiber vier vorhandene Durchgangslécher (M 5) mit der oberen Platte des Halters fest
verschraubt und somit verkippbar gelagert. Uber die drei iibrigen Durchgangslocher in
den Ecken der Platten fiihren drei Stangen (ER10, Thorlabs Inc., USA) vertikal zu einer
am optischen Tisch verschraubten, passenden Bodenplatte (CPVM, Thorlabs Inc., USA).
Die 254 mm langen Stangen bilden eine Art Turm und sind iiber Schrauben fest mit der
Bodenplatte und der unteren Platte des Halters verbunden. Die Hohe der Haltevorrich-
tung ist dariiber variabel einstellbar und an die anderen Komponenten anpassbar. Das

Turmsystem bietet die geforderte mechanische Stabilitiat der Einheit.

4.8.3 Gabel fiir Basishalter

Der statische Basishalter inklusive Kiivette wird mithilfe einer Gabel iiber den dynami-
schen Komponenten der Proben- und Rotationseinheit befestigt. Die Gabel ermoglicht ein
komfortables Bewegen des Basishalters in vertikaler Richtung entlang zweier Stangen des
Turmsystems als eine Art Schiene, um beispielsweise einen Probenwechsel durchzufiihren.
Zum Herstellen der Messsituation befindet sich der quaderférmige Rand des Basishalters
im Abstand von ca. 1 mm zur Schale.

Die Gabel ist aus zwei T-Stiicken aufgebaut, die einen Abstand von 30 mm aufweisen. Sie
bestehen aus verschraubten Stangen (ER1, ER2 und ER90C, Thorlabs Inc., USA), die

einen Durchmesser von 6 mm besitzen. Die Abzweigungen der T-Stiicke fiithren passgenau
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durch die beiden horizontalen Durchgangslécher des Basishalters. Die beiden geraden Ele-
mente der T-Stiicke verlaufen vertikal, das heifst parallel zum Turmsystem, und sind exakt
rechtwinklig ausgerichtet. Sie werden {iber zwei identische Adaptervorrichtungen (CDAT,
Thorlabs Inc., USA) untereinander und mit zwei Stangen des Turms, die sich im Abstand
von 60 mm befinden, gekoppelt. Die Adaptervorrichtungen sorgen fiir die mechanische Sta-
bilitat und die passende Ausrichtung des Basishalters in Bezug auf die Rotationseinheit.
Die T-Stiicke sind zu jeder Zeit fest mit dem Adapter verbunden. Die Verschraubung der
Adapter mit dem Turmsystem kann zeitweise gelost werden, um die Hohe des Basishalters

zu verandern.

4.8.4 Halterung des Medium-Vorratsbehilters

Zur Halterung des Medium-Vorratsbehélters des Immersionssystems wird ein héhenver-
stellbares Podest verwendet, das unabhédngig von den SLOT-Komponenten aufgestellt
wird. Der Fufs des Halters wird zur Sicherung des Behélters mit dem optischen Tisch
verschraubt. Die Einstellung der Hohe erfolgt iiber einen Standard-Halter (PH75/M und
TR50/M, Thorlabs Inc., USA). Zwei verbundene Basisplatten (BA2, Thorlabs Inc., USA),
die mit dem Standard-Halter verschraubt sind, bieten ein Podest zur Platzierung des Vor-

ratsbehélters.
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5 Charakterisierung des entwickelten Systems

In diesem Kapitel geht es darum, das entwickelte System hinsichtlich seiner grundsitz-
lichen Funktion zu iiberpriifen und zu charakterisieren. Im Vordergrund steht dabei die
Durchfiihrung verschiedener Testmessungen, anhand derer sowohl technische als auch die
biologischen Aspekte des Systems im Sinne der Anforderungssperzifikationen (vgl. Kapitel
3) untersucht werden.

Um die technische Seite des entwickelten Systems ndher zu beleuchten, werden in Ab-
schnitt 5.1 Bildaufnahmen von Testobjekten mit dem SLOT-Messaufbau vorgestellt. Die
darauffolgenden Abschnitte dienen im Wesentlichen der Charakterisierung der Inkubati-
onsprobenkammer auferhalb des SLOT-Systems. Abschnitt 5.2 beschéftigt sich dabei mit
der Testung des Heizsystems und der implementierten Temperaturregelung. Daran an-
kniipfend erfolgt in Abschnitt 5.3 die Uberpriifung der Sterilitit der Inkubationsproben-
kammer. Abschlieftend wird in Abschnitt 5.4 die Inkubation von humanen embryonalen
Stammzell-Sphéroiden beschrieben. Am Ende jeden Abschnitts wird der entsprechende

Inhalt analysiert.

5.1 Bildaufnahme mit SLOT

In diesem Abschnitt wird die entwickelte Probenkammer zur Verwendung fiir Bildaufnah-
men eines Objekts nach dem SLOT-Prinzip getestet. Eine Charakterisierung geschieht
insbesondere in Bezug auf die technischen Anforderungsspezifikationen, die eng mit der
Proben- und Rotationseinheit verkniipft sind.

Es werden drei Projektionsdatensitze des Transmissionskanals von verschiedenen Proben
aufgenommen und ausgewertet. Die zu vermessenen Objekte sind zur Fixierung in einem
Agarosezylinder eingebettet. Der fiir die Messungen verwendete, experimentelle Aufbau
von SLOT (vgl. Abschnitt 4.8) enthélt die Proben- und Rotationseinheit der Inkubati-
onsprobenkammer und das geschlossene Immersionssystem. Die zur Steuerung und Da-
tenerfassung eingesetzte, hauseigene SLOT-Softwareumgebung enthilt die Steuerung des

Rotationsmotors.

5.1.1 Vorbereitung der Messungen und Bildaufnahmemodalitéten

Vor Beginn der Bildaufnahme ist die Probe herzustellen, die Proben- und Rotationseinheit
vorzubereiten und das Messsystem zu justieren.

Die Herstellung eingebetteter Objekte ist in Abschnitt 4.3 erldutert. Fiir die Testmessun-
gen werden zum einen spharische Silikatpartikel und zum anderen Zell-Sphéroide einge-
setzt. Die Silikatpartikel (Sicastar-redF, micromod Partikeltechnologie GmbH, Deutsch-
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land) weisen einen Durchmesser von 10 pm auf und liegen in Suspension vor. Die Kiigel-
chen werden mit destilliertem Wasser verdiinnt und zur fliisssigen Agarose gegeben. Die
Konzentration der Partikel im Agarosegel betragt 1,85 Kiigelchen/pul. Zur Vermeidung
von Aggregaten innerhalb des Gels ist bei der Herstellung der Agarosezylinder auf eine

sorgfiltige Vermengung zu achten.

Die Zell-Sphéiroide bestehen aus undifferenzierten humanen embryonalen Stammzellen
(hES-Zellen), die sich zu kugelformigen Aggregaten zusammenlagern und so einen dreidi-
mensionalen Zellverband bilden. Die Proben wurden von Christina Kropp (AG Zweigerdst,
Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfiigung gestellt. Zur Einbettung werden die
Zell-Sphéroide zu der nicht mehr heiften, aber noch fliisssigen Agarose gegeben und samt
Gel in eine Kapillare {iberfiihrt. Da die Aggregate duflerst empfindlich sind, ist dabei jede
mechanische Belastung zu vermeiden. Fiir jede Probe wird ein eigener Sockel in Verbin-

dung mit der Schale zur Verfiigung gestellt.

Um eine eingebettete Probe zentrisch auf der Rotationsachse zu platzieren, wird zuvor
die exakte Lage der Rotationsachse auf dem Sockel der Proben- und Rotationseinheit be-
stimmt. Durch die leicht variable Klebeverbindung von Sockel und Schale und durch das
Postieren der Schale selbst kann die Position der Rotationsachse von dem Zentrum des
runden Sockelquerschnitts geringfiigig abweichen. Die Achsenlage wird unter Zuhilfenahme
der Steuerungssoftware und des iibrigen Messauftbaus identifiziert, wobei der Basishalter
iiber die Gabelhalterung ausreichend weit vom Sockel entfernt befestigt ist. Die Rotations-
achse wird zunéchst als virtuelle Achse im aktuellen Grauwertbild der signalerfassenden
Photodiode iiber die entsprechende Funktion im Steuerungsprogramm angezeigt. Im Ab-
gleich mit dem laufend aktualisierten Bild wird die Position der Rotationsachse auf der
Sockeloberflache mit einem wasserfesten Stift markiert. Nach einer Drehung der Rotations-
einheit um 90° wird dieser Vorgang wiederholt. Der entstandene Kreuzungspunkt auf dem
Sockel kennzeichnet die Rotationsachse und gibt die Position vor, auf der die eingebettete

Probe zentrisch iiber eine Klebeverbindung fixiert wird.

Zur Justierung der Rotationsachse in Bezug zur optischen Achse wird der Sockel an einer
Seite, die in Richtung der optischen Achse weist, mit einem Punkt markiert. Das Bild des
Transmissionskanals wird zwischengespeichert und die Rotationseinheit um 180° gedreht.
Das aktuelle Bild wird mit dem gespeicherten Bild iiberlagert und die beiden Punkten
werden mithilfe der verkippbaren Haltevorrichtung des Rotationsmotors zur exakten De-
ckung gebracht. Liegt eine vollstéindige Uberlappung vor, ist die Rotationsachse des System

orthogonal zur z-Achse ausgerichtet.

Vor Durchfiihrung der Probenimmersion mit dem geschlossenen Immersionssystem wer-

den die Durchtrittsfenster der Kiivette vorsichtig von Staub- und Schmutzpartikeln befreit
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und der Basishalter in der Messposition nah iiber den rotierenden Komponenten platziert.
Die Proben- und Rotationseinheit wird langsam mit Immersionsfliissigkeit aus dem an-
geschlossenen Vorratsbehélter gefiillt. Die Fiillhohe der Kiivette wird iiber den Fiillstand
des Reservoirs so eingestellt, dass der Agarosezylinder eine vollstdndige Immersion erfihrt
und der Gasschlauch weiterhin in Kontakt mit dem Gas innerhalb der Kiivette steht. Beim
verwendeten Immersionsmedium handelt es sich um destilliertes Wasser, da es den gleichen
Brechungsindex aufweist wie das Einbettungsmedium Agarose.

Der fiir die Bildaufnahme zu scannende Bereich wird in der SLOT-Software so ausgewihlt,
dass der gesamte Agarosezylinder abgedeckt ist. Die Verstirkung der Photodiode zur Op-
timierung des Kontrastumfangs wird manuell eingestellt. Der Strahldurchmesser und die
Fokusebene der Ablenk- und Fokussiereinheit werden ebenfalls an die vorliegende Probe
angepasst. Abschliefsend werden die Aufnahmeparameter, das heiflt die Pixelanzahl und
die Anzahl der Projektionen, festgelegt. Sind alle Einstellungen getan, wird der Aufbau
lichtdicht abgeschlossen und das Generieren der Projektionsrohdatensétze gestartet. Wah-
rend des gesamten Messvorgangs ist darauf zu achten, dass keine duferen Bewegungen das
Messsystem beeinflussen.

Nach Aufnahme der Projektionsbilder erfolgt eine Weiterverarbeitung der Datenséitze mit
der quelloffenen Bildverarbeitungssoftware ImageJ [25]. Die Rekonstruktion der vorberei-
teten Projektionsdatensitze wird unter der Verwendung der quelloffenen Software tilt aus
IMOD [13] durchgefiihrt.

5.1.2 Testmessungen an Silikatpartikeln und hES-Zell-Sphiroiden

Nach erfolgreicher Proben- und Messvorbereitung wird die Bildaufnahme von Silikatpar-
tikeln in SLOT ausgefiihrt. Durch ihre sphéirische Form und ihren geringen Durchmesser
von 10 pm stellen die Kiigelchen in Bezug auf die Bildgebung ndherungsweise punktformi-
ge Absorptionszentren dar. Dariiber hinaus kann ihre Konzentration so gewéhlt werden,
dass einzelne, frei liegende Kiigelchen im Zylinder vorkommen, was vorteilhaft hinsichtlich
der Charakterisierung des Systems ist.

Abbildung 5.1 zeigt ein Sinogramm der Projektionsaufnahmen des Transmissionskanals,
in dem mittig der sinusdhnliche Verlauf eines einzelnen, absorbierenden Partikels zu se-
hen ist. Die weiteren Strukturen werden durch die Absorption anderer Partikel und des
Agarosezylinders verursacht.

Zur Charakterisierung des Bewegungsverlaufs, der bei einer mechanisch stabilen Rotation
der Probe um eine feste Achse einer Kreisbahn folgen sollte, wird im Sinogramm die Ab-
weichung von einer Sinusfunktion bestimmt. Dafiir wird zunéchst der Verlauf der Position

eines einzelnen Partikels aus dem Sinogramm extrahiert und dann mit einer Sinusfunktion
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iiberlagert. Um die Genauigkeit der Ausgleichsrechnung zu erhéhen, werden die Positions-
mittelwerte eines Amplitudenbereichs um einen Schwellenwert von 65 % der maximalen
Intensitét beriicksichtigt. Die verwendete Algorithmus wurde von Georgios Antonopoulos
im Rahmen seiner Promotion [2| am Laser Zentrum Hannover e.V. entwickelt und mit der
freien Software GNU Octave umgesetzt. In Abbildung 5.2 ist der extrahierte Kurvenver-
lauf mit iiberlagerter Sinusfunktion und die Abweichung beider Kurven dargestellt. Die

maximale Abweichung liegt bei 60 pm, wobei die Auflésung 4,02 pm betragt.
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Abbildung 5.1: Sinogrammdarstellung einer Projektionsebene der vermessenen Probe. In
der Mitte ist der sinusférmige Verlauf eines einzelnen Silikatpartikels im Agarosezylinder
zu sehen.

Im Sinogramm des Partikels sind deutliche Stufen und Verschiebungen sichtbar, was sich
in einer teils starken und sprungférmigen Abweichung der Partikelbewegung von einem si-
nusformigen Verlauf widerspiegelt. Die Probenbewegung wihrend der Messung weicht von
der gewlinschten Kreisbahn ab. Es ist davon auszugehen, dass der Rotationsmotor selbst
fiir die Zeit der Messdauer keine von aufen induzierten Bewegungen erfahrt und statisch
gelagert ist. Somit kann geschlussfolgert werden, dass der Grund fiir die Abweichung in
einer mangelnden Stabilitat der dynamischen Komponenten der Rotationseinheit bzw. der
Probe beziiglich der Rotationsachse liegt. Eine kleine, ruckartige Bewegung der Kompo-
nenten konnte sich durch die Tréigheit des flexiblen Agarosezylinders in einem grofseren

Sprung bei der Probenbewegung dufsern.
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Abbildung 5.2: Ein aus dem Sinogramm der Projektionsdaten (vgl. Abb. 5.1) extrahierter
Verlauf eines Silikatpartikels mit iiberlagerter Sinusfunktion (oben) und die Abweichung
beider (unten).
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Um die mechanische Stabilitdt in Bezug auf die Rotationsachse zu erhohen, wird die Scha-
le, die als einziges Bauteil des Rotationssystems nur durch die Schwerkraft auf der Achse
gehalten wird, iiber eine Klebeverbindung direkt am Rotationsteller fixiert. Die Klebever-
bindung wird mit Heikkleber realisiert, der an zwei gegeniiberliegende Vertiefungen des
Tellers angebracht wird.

In einer weiteren Testmessung erfolgt die Bildaufnahme von Silikatpartikeln mit fixierter

Halterung der Schale. In Abbildung 5.3 ist ein Sinogramm der Aufnahme dargestellt.

-

Amplitude

Winkel

Abbildung 5.3: Sinogrammdarstellung einer Projektionsebene der vermessenen Probe bei
fixierter Halterung der Schale. Mittig ist der sinusférmige Verlauf eines einzelnen Silikat-
partikels im Agarosezylinder zu sehen.

Wiederum wurde der Verlauf eines einzelnen Silikatpartikels isoliert und eine Ausgleichs-
rechnung anhand des beschriebenen Algorithmus umgesetzt. Die Uberlagerung der extra-
hierten Kurve mit einer Sinusfunktion und die Abweichung beider befindet sich in Abbil-
dung 5.4. Die maximale Abweichung der Kurve vom Sinusverlauf ist bei dieser Messung
mit fixierter Schale deutlich reduziert und belduft sich auf etwa 6 pm. Diese Abweichung
ist auf eine leicht verkippte Rotationsachse beziiglich der optischen Achse des Systems
zuriickzufithren. Das Ausbleiben von Versatz und Stufen im Sinogramm deutet auf eine
ausreichende, mechanische Stabilitdt innerhalb der Verbindung der dynamischen Kom-
ponenten und der Probe in Bezug auf die Rotationsachse hin. Wie der Abbildung 5.4
(unten) zu entnehmen ist, ergibt das Rauschen der aufgenommenen Probenbewegung eine

Abweichung von etwa 2 pm. Die Auflésung der Projektionsdaten selbst betrigt 3,3 pm.
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Abbildung 5.4: Ein aus dem Sinogramm der Projektionsdaten (vgl. Abb. 5.3) extrahierter
Verlauf eines Silikatpartikels mit iiberlagerter Sinusfunktion (oben) und die Abweichung
beider (unten).
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Der bei dieser Messung generierte Projektionsdatensatz wird weiterverarbeitet und eine
Rekonstruktion durchgefiihrt. Im Anhang A.6.1 ist eine Projektionsaufnahme und eine
Maximumintensitatsprojektion des rekonstruierten Datensatzes gezeigt.

Ebenfalls mit zusétzlich befestigter Schale wird in einer weiteren Messung die Bildaufnah-
me einer biologischen Probe, der hES-Zell-Sphiroide durchgefiihrt. Anhand des erfassten
Datensatzes erfolgt eine Weiterverarbeitung und Rekonstruktion. Eine Projektionsaufnah-

me und eine Maximumintensitéitsprojektion des rekonstruierten Datensatzes ist im Anhang
A.6.2 zu finden.

5.1.3 Analyse der Bildaufnahme mit SLOT

In den Testmessungen zur Bildaufnahme unter Verwendung der entwickelten Probenkam-
mer ist das Herstellen der Messsituation in Form der Probenimmersion mit dem einge-
setzten, geschlossenen Immersionssystem wiederholt storungsfrei realisierbar. Die Fiillh6he
der Kiivette ist einstellbar und bleibt nach fester Positionierung des Vorratsbehilters er-
halten. Durch die Groke der Hohendifferenz kann der Druck auf das System und damit
die Geschwindigkeit, in der sich die Proben- und Rotationseinheit fiillt und leert, reguliert
werden. Ein fast vollstindiges Entleeren der Proben- und Rotationseinheit ist moglich, wo-
durch sich die Gefahr von Verschiittung des Mediums minimiert. Lediglich in der Schale
bleibt eine geringe Menge der Immersionsfliissigkeit nach Entleeren der Einheit zuriick.
Durch die Einbettung der Probe im Agarosezylinder wird die Probe in einen statischen,
bewegungsfreien Zustand gebracht. Auch der Zylinder als Ganzes ist fest mit dem drehen-
den Sockel verbunden. Aufgrund seiner geringen Grofe und seiner zylindrischen Form ist
davon auszugehen, dass durch die Rotation weder eine Verschiebung noch eine Verformung
ausgelost wird.

Die fiir die Bildaufnahme notwendige optische Zugénglichkeit der Probe ist sowohl durch
das System selbst als auch durch die Fixierung der Probe realisiert. Die orthogonale Aus-
richtung der Kiivettenfenster zur optischen Achse ist durch den Basishalter und seine
Gabelhalterung vorgegeben.

Ohne eine zusétzliche, direkte Fixierung der Schale auf dem Rotationsteller, kommt es bei
der Testmessung an Silikatpartikeln zu einer mechanischen Instabilitdt der Probe wéah-
rend des Messvorgangs, die in der Sinogrammdarstellung einzelner Partikel als Stufen und
Verschiebungen des sinusdhnlichen Verlaufs sichtbar wird. Die Ursache hierfiir liegt in der
Instabilitdat der Probe samt der dynamischen Komponenten beziiglich der Rotationsachse.
Durch die Klebeverbindung von Schale und Rotationsteller ist die Probe auf der Rotati-
onsachse stabilisiert, sodass der Verlauf eines einzelnen Silikatpartikels im Sinogramm mit

einer Sinusfunktion iibereinstimmt. Die maximale Abweichung von der Sinusfunktion und
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damit die Bewegung der Probe in Bezug auf die Rotationsachse wihrend der durchgefiihr-
ten Testmessung liegt bei 6 pm. Diese Differenz ist auf eine leicht verkippte Rotations-
achse beziiglich der optischen Achse zuriickzufiihren. Das Rauschen der aufgenommenen
Probenbewegung belduft sich auf 2 pm und befindet sich somit deutlich unterhalb der
Bildauflosungsgrenze.

Die durchgefiihrten Testmessungen zeigen, dass die Proben- und Rotationseinheit ihre
Funktionen erfiillt hat, die eingebettete Probe zu haltern, die Rotation der Probe zu
generieren und eine Mdoglichkeit der Immersion bereitzustellen. Auferdem wurden mit dem
entwickelten System die technischen Anforderungsspezifikationen umgesetzt. Lediglich im
Hinblick auf die mechanische Stabilitéit der Probe beziiglich der Rotationsachse musste eine
Erweiterung im System vorgenommen werden. Die Rekonstruktion der mit der Proben-

und Rotationseinheit aufgenommenen Datensédtze konnte erfolgreich umgesetzt werden.
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5.2 Heizsystem mit Temperaturregelung

Wie in Abschnitt 3.2.2 erldutert, ist die Regelung der Systemtemperatur eine Grundvor-
aussetzung fiir eine erfolgreiche Inkubation. Im Folgenden wird das entwickelte Heizsystem
samt implementierter Temperaturregelung mit einem vereinfachten Messaufbau auf seine
Funktion iiberpriift. Zum einen wird die Sprungantwort des Systems aufgenommen, das
heifst die regelungsfreie Reaktion auf eine angelegte Spannung am Heizelement. Hierdurch
wird die Eignung der Heizleistung qualitativ bestimmt. Zum anderen erfolgt eine Tes-
tung der entwickelten Temperaturregelung, insbesondere im Hinblick auf das Halten einer
konstanten Temperatur in der Probenumgebung. Mit den Testmessungen wird auferdem
iiberpriift, ob die indirekte Temperaturerfassung durch das integrierte Thermometer fiir

die Temperaturregelung geeignet ist.

5.2.1 Messaufbau fiir Testung

Zur Testung des Heizsystems inklusive Temperaturregelung werden nur der Basishalter
mit Kiivette und das Heizsystem selbst eingesetzt. Auf die restlichen Komponenten der
Inkubationsprobenkammer wird verzichtet, da ihr Einfluss auf die Temperaturregelung
der lokalen Probenumgebung irrelevant ist. Fiir die Testmessungen werden Basishalter,
Kiivette und Heizsystem umgedreht und die Kiivette mit destilliertem Wasser gefiillt.
Um die gemessene Temperatur des Infrarot-Thermometers in der Isolationshaube mit der
Temperatur der Fliissigkeit innerhalb der Kiivette zu vergleichen, erfolgt parallel eine
zweite, direkte Temperaturmessung in der Fliissigkeit. Hierfiir wird ein digitaler Halbleiter-
Temperatursensor verwendet, der mittig innerhalb der Kiivette platziert ist, ohne eine
Wand zu beriihren. Die Temperaturerfassung des Sensors ist im Gegensatz zum Infrarot-
Thermometer ungerichtet. Der Messaufbau ist in Abbildung 5.5 schematisch dargestellt.
Der zusétzliche Halbleiter-Temperatursensor (DS18B20, Maxim Integrated, USA) stellt
eine kalibrierte Temperaturinformation mit einer Auflésung von 12 bit zur Verfiigung,
welche einem minimalen Temperaturunterschied von 0,0625 °C entspricht. Der Sensorchip
befindet sich in einem Kunststoffgehduse TO-92 und verfiigt iiber drei Anschliisse. Neben
der Dateniibertragung erfolgt die Versorgung mit einer Betriebsspannung von 5 V iiber
die gleiche Leitung. Diese Spannungsversorgung des sogenannten Eindrahtbusses wird als
parasitir bezeichnet. Die zwei weiteren Kontaktfiife des Sensors sind bei dieser Betriebsart
mit der Masseleitung verbunden. Das Temperatursignal wird an einem digitalen Eingang
des Arduino-Board ausgelesen. Die Spannungsversorgung des Temperatursensors erfolgt
ebenfalls iiber das Board. Ein Schaltplan zum Anschluss des Sensors ist im Anhang A.4.2

zu finden. Die Verbindung des Heizsystems mit dem Arduino-Board ist identisch mit der
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im Normalbetrieb (vgl. Abschnitt 4.7).

Zur Durchfiihrung der Testmessungen werden zwei reduzierte Programme der Heizsystem-
steuerung verwendet (vgl. Anhang A.5.3 und A.5.4), mit denen das Auslesen beider Tem-
peratursensoren und die Ausgabe der Temperaturinformation iiber den seriellen Monitor
im Sekundentakt moglich ist. Zum Auslesen des Halbleitersensors werden zwei zusétzliche
Bibliotheken (Dallas Temperature Control Library,Version 3.7.0, von Miles Burton und

OneWire Library, Version 2.2, von Jim Studt) in die Programme eingebunden.

L=
3

Abbildung 5.5: Schema des Messaufbaus zur Testung des Heizsystems mit Temperatur-
regelung. Das Heizsystem (1) und der Basishalter (2) sind invertiert und die Kiivette ist
mit destilliertem Wasser gefiillt (3). Das Infrarot-Thermometer (4) befindet sich in der
Isolationshaube. Ein digitaler Halbleiter-Temperatursensor (5) ist zur direkten Erfassung
der Fliissigkeitstemperatur innerhalb der Kiivette platziert.

5.2.2 Messung der Sprungantwort des Systems

Die vom Heizelement ausgehende Wirmeleistung ist durch den fliefenden Strom und
den Widerstand des Elements begrenzt. Laut Herstellerangaben korreliert der vorhandene
Strom von etwa 130 mA bei einem freien Draht an Luft mit einer Temperaturerh6hung
des Drahtes um 40 °C [11]. Der in der Praxis erreichte Wert weicht durch die Isolation und
Fixierung des Drahtes vom theoretischen Wert ab. Ferner ist die Regelstrecke mit einzu-
beziehen, da fiir die Funktionalitit des Heizsystems schlieflich die Temperaturerhéhung
in der Fliissigkeit von Interesse ist. Um die durch den Heizprozess maximal erreichbare
Temperatur der Fliissigkeit zu bestimmen, wird das System durchgehend geheizt, bis sich
ein Gleichgewicht mit der Umgebung einstellt. Beide Temperatursensoren werden ausge-
lesen und die Sprungantwort des Systems bei einer angelegten Spannung von 12 V wird

aufgenommen. Beim Steuerungsprogramm zum Messen der Sprungantwort entfillt die
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Temperaturregelung. Abbildung 5.6 zeigt die Temperaturdifferenzen der beiden gemesse-

nen Temperaturen und der Umgebungstemperatur in Abhéngigkeit von der Zeit.
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Abbildung 5.6: Sprungantwort des Systems bei Anlegen einer Spannung von 12 V an das
Heizelement. Aufgetragen sind die Temperaturdifferenzen der gemessenen Temperaturen
und der Umgebungstemperatur in Abhéngigkeit von der Zeit.

Die Temperaturdifferenz, die vom Infrarot-Thermometer gemessen wurde, ist in schwarz
dargestellt und die des Halbleitersensors in rot. Beide Kurven liegen sehr nah beieinander
und zeigen den Verlauf einer Sattigungskurve. Die maximale Abweichung beider Kurven
betragt circa 1 °C und tritt bei einer grofken Temperaturdifferenz von iiber 20 °C auf. Der
Anstieg der Temperaturdifferenz verkleinert sich kontinuierlich mit der Anndherung an
die maximal erreichbare Temperaturdifferenz, bis nach ca. 90 min eine maximale Tempe-

raturdifferenz von etwa 24 °C erreicht wird.

5.2.3 Testung der Temperaturregelung des Heizsystems

Das Regelverhalten und die Genauigkeit der Temperaturregelung des Heizsystems wird
mit dem Messaufbau unter weitestgehend realen Bedingungen iiberpriift. Das Steuerungs-

programm sieht ein Deaktivieren des Heizelements ab einer Temperatur von 37 °C vor, die
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durch das Infrarot-Thermometer gemessen wird. Parallel wird die Temperatur innerhalb
der Fliissigkeit bestimmt. Ziel ist es, die Temperatur der unmittelbaren Probenumgebung
konstant zu halten. In Abbildung 5.7 sind die beiden gemessenen Temperaturen in Ab-

hangigkeit der Zeit dargestellt.
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Abbildung 5.7: Testung der Temperaturregelung des Heizsystems. Die beiden gemessenen
Temperaturen sind in Abhéngigkeit der Zeit dargestellt.

Die schwarze Kurve zeigt die gemessene Temperatur des Infrarot-Thermometers und die
rote die des Halbleitersensors. Beide sind nahezu deckungsgleich und weisen einen stetigen
Anstieg auf. Nach etwa 30 min ist die gewiinschte Temperatur von 37 °C erreicht, welche
iiber die weitere Messdauer annahernd konstant gehalten wird. Auch bei dieser Testmes-
sung erfolgt ein starker Temperaturanstieg, der mit dem Erreichen héherer Temperaturen
kontinuierlich abnimmt, bis schliefslich die Solltemperatur erreicht ist. Die blaue Gerade
kennzeichnet den Temperaturwert von 37 °C. Die gemessene Temperaturabweichung der
Solltemperatur innerhalb der Kiivette schwankt nach erstmaligem Erreichen dieser Tem-
peratur zwischen - 0,06 °C und + 0,19 °C. Der arithmetische Mittelwert betrigt dabei
37,11 °C. Die Umgebungstemperatur lag bei der durchgefiihrten Messung zwischen 20 °C
und 21 °C.
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5.2.4 Analyse des Heizsystems mit Temperaturregelung

Aus den beiden Testmessungen des Heizsystems geht hervor, dass die gemessene Tempe-
ratur des Infrarot-Thermometers in der Isolationshaube mit der gemessenen Temperatur
der Fliissigkeit {ibereinstimmt, insbesondere fiir den relevanten Bereich der Temperatur-
regelung um den Temperaturwert von 37 °C. Das Thermometer ist folglich dafiir geeignet,
vom gewdhlten Messort aus eine ausreichend prézise Aussage liber die Temperatur der di-
rekten Probenumgebung zu liefern und in den Regelkreis eingebunden zu werden. Dariiber
hinaus ist das Heizsystem bereits so konzipiert, dass es keinen storenden Einfluss auf die
restlichen Komponenten des gesamten Systems ausiibt.

Der aufgenommenen Sprungantwort zufolge wird mit dem entwickelten Heizsystem eine
maximale Temperatur von ca. 24 °C oberhalb der Umgebungstemperatur erreicht. Dies
bedeutet, dass die maximale Systemtemperatur bei einer Raumtemperatur von 20 °C et-
wa 44 °C betrigt. Die Heizleistung ist somit ausreichend im Hinblick auf das Realisieren
der Solltemperatur von 37 °C in der Probenumgebung. Aufserdem ist der Temperaturan-
stieg bei der Testung der Temperaturregelung bereits vor Erreichen der Solltemperatur
reduziert und ein ausgepriigtes Uberschwingen im Graph ist nicht sichtbar. Die bei der
Testmessung auftretenden, maximalen Temperaturschwankungen innerhalb der Fliissig-
keit, die durch die Temperaturregelung hervorgerufen werden, liegen bei 0,19 °C. Die im
Steuerungsprogramm implementierte Temperaturregelung erweist sich in der Testmessung
als zweckméfig. Das angepasste Aktivieren und Deaktivieren des Heizelements im Sekun-
dentakt ist ausreichend, um eine anndhernd konstante Temperatur der Probenumgebung
zu realisieren.

Der Prozess des Aufheizens bis zum Erreichen der gewiinschten Temperatur nimmt in
der Testmessung eine Dauer von etwa 30 min in Anspruch. Um die bendtigte Zeit zum
Autheizen der Fliissigkeit innerhalb der Kiivette zu verkiirzen, sollte das System vorgeheizt

werden, indem das Heizsystem bereits vor Inkubationsbeginn gestartet wird.
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5.3 Sterilisierbarkeit und Sterilitit der Inkubationsprobenkam-

mer

Dieser Abschnitt beschéftigt sich mit der Testung der Inkubationsprobenkammer im Hin-
blick auf die Herstellung einer sterilen Probenumgebung, die Bestandteil der biologischen
Anforderungen ist (vgl. Abschnitt 3.2.3). Zum einen beinhaltet dies, die Funktion der Kon-
taminationsbarriere als Abdichtung zwischen statischer und dynamischer Komponenten
der Proben- und Rotationseinheit zu iiberpriifen. Zum anderen wird nach Herstellung des
sterilen Zustands der Inkubationsprobenkammer eine Inkubation mit Zellkulturmedium
durchgefiihrt und das System im Anschluss beziiglich seiner Sterilitdt charakterisiert. Die
Testungen erfolgen mit dem offenen Immersionssystem aufserhalb des SLOT-Messaufbaus
und ohne die Verwendung einer Probe. Der Basishalter wird mittels eines Stativs beriih-
rungslos iiber der Schale fixiert. Auf den Anforderungsaspekt der Bereitstellung und des
Austauschs von Medium und Gas wird nicht in diesem, sondern im folgenden Abschnitt

5.4 nédher eingegangen.

5.3.1 Funktionstest der Kontaminationsbarriere

Die mit Barrieremedium gefiillte Kontaminationsbarriere (vgl. Abschnitt 4.2.4) dient als
Abschirmung des Kammerinneren von der duferen Raumluft. Anhand einer Testmessung
soll kontrolliert werden, ob die Immersionsfliissigkeit wihrend der Pumpprozesse des Inku-
bationsbetriebs mit dem Barrieremedium verunreinigt wird oder die Immersionsfliissigkeit
iiber die Barriere eine Briicke zur dufferen Umgebung herstellt. Die kritischen Punkte eines
moglichen Vermischens sind unmittelbar an das Befiillen des Systems und an die Pump-
vorgange gekoppelt, da hierdurch neben einer internen Druckinderung auch eine Fliissig-
keitshewegung stattfindet. Um ein Vermischen der beiden Fliissigkeiten sowohl innerhalb
des Barriererings als auch innerhalb der Probenkammer ausreichend sensitiv detektieren
zu konnen, wird eine Siure als Barrieremedium und eine Base als Immersionsfliissigkeit
verwendet. Qualitativer Indikator fiir einen Mischvorgang ist dabei die Anderung des pH-
Wertes einer oder beider Fliissigkeiten.

Fiir den Test wird etwa 3,5 ml mit destilliertem Wasser verdiinnte Salzséure (HCI) in den
Barrierering gefiillt. Der pH-Wert der Saure betrégt 2,91. Als Immersionsmedium kommt
eine stark mit destilliertem Wasser verdiinnte Natronlauge (NaOH) zum Einsatz, die einen
pH-Wert von 7,16 aufweist. Da nicht bei allen Komponenten des Immersionssystems eine
chemische Resistenz gegeniiber aggressiven Losungen gewéhrleistet ist, wird eine schwach
alkalische Losung gewahlt. Das Immersionsmedium wird in den Vorratsbehélter mit einem

Volumen von 250 ml gegeben.
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Zur Simulation des Inkubationsbetriebs werden Proben- und Rotationseinheit sowie das
Schlauchsystem mit Fliissigkeit gefiillt und Medium in die Kiivette gezogen. Ein Mediu-
maustausch wird ebenfalls realisiert, bis der erste Teil der abgepumpten Fliissigkeit, etwa
6,5 ml, im Abfallbehilter aufgefangen wird. Nach Durchlaufen der Pumpprozesse wird
der Basishalter vorsichtig und ohne Vermischen der Fliissigkeiten aus der Schale und dem
Barrierering gehoben. Aufgrund der Oberflichenspannung der Fliissigkeit wird die Fliissig-
keitssdule innerhalb der Kiivette gehalten. Die pH-Werte der im Barrierering verbleibenden
Fliissigkeit und der Fliissigkeit im Abfallbehélter werden erneut bestimmt. Der Wert der
Barrierefliissigkeit betrdgt 2,90 und der des aufgefangenen Immersionsmediums 7,17. Bei
beiden Werten liegt jeweils eine Abweichung von 0,01 vom Ausgangswert vor.

Um die Detektionsgenauigkeit dieser Testmessung zu bestimmen, werden jeweils 6,5 ml
der verdiinnten Natronlauge mit 35 pl, 70 ul und 100 pnl der verdiinnten Salzsdurelsung
vermengt und die pH-Wert-Anderung bestimmt. Die Abweichungen vom Ausgangswert
belaufen sich dabei auf 0,07, 0,23 und 0,27. Die Bestimmung aller pH-Werte der Testmes-
sung erfolgte mit einem Zweipunkt-kalibrierten pH-Meter (pH 1000 L, pHenomenal, VWR
International GmbH, Deutschland).

5.3.2 Inkubationstest mit Zellkulturmedium

Anhand einer Testung des Inkubationsbetriebs mit Zellndhrmedium ohne Probe wird die
Sterilisierbarkeit des entwickelten Systems iiberpriift und die vorhandene Sterilitit bzw.
Kontamination durch Mikroorganismen nach abgeschlossener Inkubation charakterisiert.
Fiir die Inkubation wird das sterile Fliissigzellkulturmedium RPMI-1640 (PAN-Biotech
GmbH, Deutschland) ohne weitere Zusétze von Antibiotika, Fungizide, Bakterizide, etc.
eingesetzt. RPMI-Medium ist ein gebrduchliches Zellkulturmedium fiir verschiedene Zell-
linien tierischer und humaner Natur, das ebenfalls ein Nahrboden fiir Mikroorganismen
darstellt und deren Wachstum ermdglicht. Das Medium enthilt den pH-Indikator Phe-
nolrot. Die Verwendung eines speziellen Gasgemisches und somit die Verwendung von
Gasreservoiren ist fiir diese Testmessung nicht vorgesehen, stattdessen wird Raumluft ge-
nutzt.

Vor Beginn der Inkubation ist zunéchst ein steriles Inkubationssystem vorzubereiten. Alle
Mehrweg-Komponenten, das heifst Schlduche, Adapter, der Vorratsbehilter und der Ba-
sishalter samt Kiivette, werden unsteril zusammengebaut und dann nach dem Standard-
Sterilisationsverfahren im Autoklaven bei einer Dampftemperatur von 121 °C und einem
Druck von 2 bar fiir eine Dauer von 20 min sterilisiert. Der Vorgang der Dampfsterilisation
erfolgt in einem wasserdampfdurchlissigen Beutel, der unter normalen Bedingungen das

Eindringen von Raumluft in das Beutelinnere verhindert. Hierdurch wird das Kontami-
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nationsrisiko der autoklavierten Bauteile wihrend des Transports zur Sterilbank, wo der
gesamte Inkubationsaufbau zusammengesetzt wird, minimiert. Die Einweg-Komponenten
des Inkubationssystems wie die Befiillhilfe, Dreiwegehihne, Spritzenfilter, Abfallbehilter
und die Schale der Proben- und Rotationseinheit sind bereits steril verfiigbar. Neben dem
Aufbau des Inkubationssystems erfolgt auch das Abfiillen von 150 ml RPMI-Medium in
den Vorratsbehélter mit einem Gesamtvolumen von 250 ml und das Befiillen der Konta-
minationsbarriere mit 2,5 ml Silikondl in steriler Umgebung. Der Basishalter wird mithilfe
des Stativs oberhalb der Schale fixiert, sodass das Kammerinnere nach aufsen zu allen
Seiten vollstdndig abgedichtet oder mit einem Sterilfilter versehen ist. Beim Transport des
Gesamtaufbaus von der Sterilbank zum Inkubationsort ist darauf zu achten, ein Ubertre-
ten von Barrierefliissigkeit zu unterbinden. Zur einfacheren Handhabung wird das System
dazu auf einer Plexiglasplatte platziert. Das U-Rohr-Manometer bedarf aufgrund der vor-
gesehenen Sterilfilter keiner Sterilisation und wird daher erst am Inkubationsort an das
Inkubationssystem angeschlossen. Ebenso verhélt es sich mit den Pumpen, Ventilen und

dem Heizsystem.

Um die sterile Inkubation zu starten, wird die Proben- und Rotationseinheit iiber das offe-
ne Immersionssystem mit Medium gefiillt, bis der iiber das U-Rohr-Manometer definierte
Fiillstand der Kiivette erreicht ist. Das Heizsystem wird eingeschaltet. Die Inkubation wird
iiber einen Zeitraum von 48 h durchgefiihrt, wobei wihrend der gesamten Dauer kein Aus-
tausch von Medium oder Luft stattfindet. Mithilfe des entwickelten Heizsystems und der
Temperaturregelung wird die Temperatur des Mediums innerhalb der Kiivette auf 37 °C

erwarmt.

Parallel zur Inkubation in der entwickelten Inkubationsprobenkammer wird RPMI-Medium
als Negativkontrolle steril in ein Falcon-Rohrchen abgefiillt und fest verschlossen bei 37 °C
fiir 48 h in einem Standard-Tischinkubator inkubiert. Eine Positivkontrolle, das heifst die
Inkubation von kontaminiertem Medium, entfillt, da das Zellkulturmedium ohne Supple-

mente prinzipiell als Ndhrmedium fiir Organismen dient.

Sowohl das in der Inkubationsprobenkammer als auch das im Tischinkubator inkubierte
RPMI-Medium zeigten nach Inkubationsabschluss keinerlei sichtbare Triibungen oder An-
derung des pH-Wertes, der durch den pH-Indikator angezeigt wird. Zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl und zur Detektion von Hefen und Schimmelpilzen wird das Zellkultur-
medium nach Ende der Inkubationszeit auf sterile Ndhrbodentriger, sogenannte DipSlides
(Roti-DipSlides PCA /RBCplus, Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland) aufgetragen.
Die DipSlides weisen zwei unterschiedliche Zusammensetzungen von Agarndhrboden auf,
die fiir das Wachstum verschiedener Mikroorganismen ausgelegt sind. Zur Probeentnahme

wird das in der Kammer inkubierte RPMI-Medium aus der Proben- und Rotationseinheit
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in den Abfallbehilter gepumpt. In steriler Umgebung werden das abgepumpte Medium
und das im Vorratsbehilter verbliebene Medium in je ein Falcon-Rohrchen abgefiillt. Nun
werden jeweils zwei DipSlides in das abgepumpte Medium, in das Medium des Vorrats-
behélters und in das Medium der Negativkontrolle fiir eine Dauer von 15 s vollstéindig
eingetaucht, abgetropft und leicht verschraubt im Tischinkubator bei einer Temperatur
von 30 °C inkubiert. Nach einer Inkubationszeit der DipSlides von 48 h wird die Ge-
samtkeimzahl bestimmt und nach weiteren 72 h erfolgt die Detektion von Hefen und
Schimmelpilzen.

In allen sechs entnommenen Proben, die urspriinglich von drei unterschiedlichen Inkuba-
tionsorten stammen, waren nach Ablauf der vorgegebenen Inkubationszeit keine Kolonien
auf dem Agarnidhrboden sichtbar. Fotos der Ndhrboden der DipSlides nach einer Inkuba-

tion von insgesamt 5 d sind im Anhang A.7.1 zu finden.

5.3.3 Analyse der Sterilisierbarkeit und Sterilitit

Der Funktionstest der Kontaminationsbarriere hat gezeigt, dass bei der Testmessung mit
saurer und basischer Losung kein Vermischen des Barrieremediums mit der Immersions-
fliissigkeit stattfindet. Die minimale Abweichung der gemessenen pH-Werte nach dem si-
mulierten Inkubationsbetrieb ist auf die Ungenauigkeit des pH-Meters zuriickzufiihren.
Andernfalls miissten die Werte in die jeweils andere Richtung umschlagen. Dariiber hin-
aus ist die gewdhlte Detektionsmethode sensitiv genug, um bereits kleine, iibergetretene
Volumina nachzuweisen. Die Dichte des Silikondls, das als Barrieremedium wahrend ei-
ner Inkubation vorgesehen ist, betrigt 1,066 g/cm® und ist mit der Dichte der im Test
verwendeten Fliissigkeit vergleichbar. Diese Vergleichbarkeit ist insbesondere fiir die Aus-
sagekraft der Testmessung hinsichtlich der Auswirkungen von Druckdifferenzen auf die
Barrierefliissigkeit von Bedeutung.

Neben der Kontaminationsbarriere ist eine Abdichtung des Systems nach aufsen durch die
verwendeten Sterilfilter und die Konzeption des Inkubationssystems selbst gegeben. Auch
die eingesetzten Konnektoren und Luer-Lock-Adapter sind prinzipiell fiir ein vollstédndiges
Abdichten ausgelegt. Das Eindringen von Mykoplasmen in das System kann durch die
Sterilfilter und ihrer Porengrofe allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Die Sterilisation der Mehrweg-Komponenten des Aufbaus ist nach der Standardmethode
der Dampfsterilisation im Autoklaven durchfiihrbar, ohne dass die Bauteile einen sichtba-
ren Schaden nehmen oder Verdnderungen zeigen. Auch eine wiederholte Dampfsterilisation
ist moglich, wie in weiteren Sterilisationsdurchfiihrungen festgestellt werden konnte, die an
dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt werden. Die steril verfiigharen Einweg-Teile werden

bereits steril geliefert.
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Nach dem Inkubationstest unter vermeintlich sterilen Bedingungen war keine Verdnderung
des Mediums sichtbar, die auf die Kontamination und Stoffwechselaktivitét von Mikroor-
ganismen hindeuten konnte. Da der Kontaminationsnachweis mit den DipSlides negativ
ausfiel, liegt die Kontamination des Mediums folglich unterhalb der Nachweisgrenze der
verwendeten Testmethode, die sich auf unter 102 KBE/ml belauft. Aukerdem besteht die
Moglichkeit, dass Mikroorganismen im RPMI-Medium vorhanden waren, die durch den
Standard-Abklatschagar nicht nachweisbar sind. Die Funktionalitdt der Charge der DipS-
lides wurde durch einen weiteren Test einer Positivkontrolle sichergestellt, der an dieser

Stelle nicht weiter ausgefiihrt wird.
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5.4 Inkubation von hES-Zell-Spharoiden

Mit der Inkubation von hES-Zell-Sphiroiden wird eine Testung des vollstdndigen Inku-
bationssystems unter Verwendung einer biologischen Probe durchgefiihrt. Dabei wird das
offene Immersionssystem verwendet und die Testmessung findet ebenfalls auferhalb des
SLOT-Aufbaus statt. Anhand dieser Testung wird die Inkubationsprobenkammer als Gan-
ze hinsichtlich ihrer Funktion iiberpriift und die in der Kammer inkubierten Probe mit
einer Probe, die im Standard-Inkubationsschrank inkubiert wird, verglichen. Nach abge-
schlossener Inkubation erfolgt eine Lebend-Tot-Féarbung mit Fluorophoren zur Untersu-
chung der Zellviabilitiat. Zur Abbildung der Fluoreszenzintensititsverteilung der Proben
wird die Zweiphotonenfluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Eine Aussage iiber die Prolifera-

tion und Wachstumskinetik ist bei dieser Testung nicht vorgesehen.

5.4.1 Inkubationsmodalitiaten

Eine Multiwell Platte im 12 Well-Format mit mehreren Zell-Spharoiden undifferenzierter
humaner embryonaler Stammzellen wurde von Christina Kropp (AG Zweigerdt, Medizi-
nische Hochschule Hannover) zur Verfiigung gestellt. Die Aggregate liegen sedimentiert
in Suspension vor und enthalten je 2 ml des Néhrmediums E8 [3], das fiir eine optimale
Zellversorgung ausgelegt ist. Zugesetzt ist dem Medium eine gebrduchliche Antibiotika-
Kombination aus Penicillin und Streptomycin. Die Mediumerneuerung erfolgt standard-
mékig ein Mal taglich, da das Kulturmedium mit der Zeit durch Abfallprodukte angesiduert
wird. Dieses Ansduern ist durch eine orange Farbung des pH-Indikators Phenolrot sicht-
bar. Beim Mediumwechsel wird die Hélfte des inkubierenden Mediums, das heiftt 1 ml,
gegen frisches Ndahrmedium ausgetauscht. Das frische Medium wird dabei fiir den Aus-
tausch nicht auf 37 °C vorgewédrmt, sondern lediglich von der Lagerungstemperatur von
4 °C auf Raumtemperatur gebracht.

Die Zell-Sphéroide in einem Népfchen der Multiwell Platte dienen als Kontrollprobe und
werden im Standard-Inkubator bei 37 °C und einem Kohlenstoffdioxid-Gehalt der Luft von
5 % inkubiert. Die Zell-Sphiroide aus einem weiteren Néapfchen werden parallel dazu in
der entwickelten Inkubationsprobenkammer inkubiert. Um die Probe in der Inkubations-
kammer zu fixieren, wird die Halterungsmethode im Agarosetopf gewahlt (vgl. Abschnitt
4.3). Wie beschrieben, wird der Agarosetopf unter sterilen Bedingungen hergestellt. Bei
dem Befiillen des sterilen Agarosetopfes mit der empfindlichen Probe ist darauf zu achten,
dass diese nicht durch die Einwirkung duferer Krafte zerstort oder beschadigt wird. Die
Sterilisation von Schale und Socken erfolgt im Vorfeld mit 70 % Ethanol. Dariiber hinaus

wird zum Herstellen einer sterilen Probenumgebung im Inneren des Inkubationssystems
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genauso vorgegangen, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben (vgl. Abschnitt 5.3.2). Das
heifst, die Mehrweg-Bauteile werden zur Sterilisation autoklaviert und zusammen mit den
steril verfiigbaren Einweg-Komponenten zum Gesamtsystem in steriler Umgebung zusam-
mengebaut. Der Vorratsbehilter weist ein Gesamtvolumen von 100 ml auf und wird fiir
die Inkubation mit 30 ml Nihrmedium E8 gefiillt. In den Barrierering werden 3 ml Si-
likondl gegeben und der Basishalter wird iiber ein Stativ beriihrungslos zentrisch iiber
der Schale gehaltert. Die Gasreservoire, das U-Rohr-Manometer und das Heizsystem so-
wie die Pumpen und Ventile sind unsteril und werden am Inkubationsort angeschlossen.
Die beiden Gasreservoire fiir den Druckausgleich und fiir den Gaszufluss werden mit ei-
nem Gasgemisch aus 95 % Raumluft und 5 % Kohlenstoffdioxid so gefiillt, dass sie zwar
Gas enthalten, aber keinen zusétzlichen Druck auf das System ausiiben. Die Gasmischung
wird iiber Druckluft und Kohlenstoffdioxid aus einer Gasflasche mit einem Gasmischgerit
(Gasmixer Okolab S.R.L., Italien) hergestellt.

Zum Starten der Inkubation wird Medium durch Pumpen in der Proben- und Rotations-
einheit bereit gestellt und gleichzeitig die in der Inkubationskammer enthaltende Umge-
bungsluft gegen das Gasgemisch ausgetauscht. Mithilfe des Heizsystems wird die Probe-
numgebungstemperatur auf 37 °C eingestellt und fiir die Dauer des Inkubationsbetriebs
konstant gehalten. Die gesamte Inkubationszeit betrug 46 h. Nach einer Zeit von 40 h war
eine Farbinderung des Kulturmediums ins Orange deutlich erkennbar, sodass ein vollstan-
diger Mediumwechsel und ein damit verbundener Gasaustausch durchgefiihrt wurde. Das
Néhrmedium der Kontrollprobe wurde ebenfalls nach 40 h ausgetauscht, wobei sich das
Austauschvolumen auf jeweils 1 ml belief. Nach Ablauf der Inkubation waren mit blofem
Auge keine Triibungen oder Auffalligkeiten im Nahrmedium sichtbar.

Fotos des Messaufbaus der gestarteten Inkubation und der befiillten Probeneinheit befin-
den sich im Anhang A.7.2.

5.4.2 Probenpriparation nach Inkubationsabschluss

Zur qualitativen Bestimmung der Zellviabilitat nach der Inkubation wird eine Lebend-
Tot-Farbung der Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Calcein und Ethidiumhomodimer
durchgefiihrt, um diese anschlieftend mit dem Zweiphotonenfluoreszenzmikroskop abzu-
bilden. Das Calcein liegt zunéchst als nicht fluoreszierendes Calcein-Acetoxymethylester
vor, das in der Lage ist, die Zellmembran der Proben zu durchdringen. Die interzellulé-
re Esteraseaktivitit lebender Zellen wandelt das eingedrungene Molekiil in Calcein um,
das unter der Anlagerung von Calcium-Ionen griin fluoresziert. Es erfolgt ausnahmslos die
Markierung lebender Zellen mit Calcein, da defekte Zellen nicht iiber die notwendige Es-

teraseaktivitit verfiigen. Das Anregungsmaximum von Calcein liegt bei einer Wellenlédnge
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von etwa 494 nm und das Emissionsmaximum bei ca. 517 nm. Der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumhomodimer gelangt lediglich durch beschidigte Zellmembranen, nicht aber durch
intakte. Ethidiumhomodimer bindet an Nukleinsduren, wodurch seine rote Fluoreszenz 40-
fach erhoht wird. Das Anregungsmaximum des Farbstoffs liegt bei einer Wellenldnge von
528 nm und das Emissionsmaximum befindet sich bei einer Wellenléinge von 617 nm. [20]
Um die Zellviabilitdt der in der entwickelten Inkubationskammer inkubierten Sphéroide
mit denen aus dem Standard-Inkubationsschrank zu vergleichen, werden zwei Proben ge-
farbt und untersucht. Die erste Probe stellen die in der Kammer inkubierten Aggregate
dar. Dazu wird nach Ablauf der Inkubationszeit das Nahrmedium aus der Proben- und Ro-
tationseinheit abgepumpt und der Basishalter samt Kiivette in steriler Umgebung entfernt.
Die sich im Agarosetopf befindende Probe wird in das Népfchen einer Multiwell Platte
im 24 Well-Format gegeben. Die Suspension weist ein Volumen von 1 ml auf. Fiir die
Kontrollprobe werden die Zell-Sphéroide aus einem Népfchen der im Inkubationsschrank
inkubierten Multiwell Platte in ein weiteres Napfchen der 24-Multiwell Platte tiberfiihrt.
Das Gesamtvolumen dieser Aggregate mit Ndhrmedium betrégt 0,5 ml.

Die Farbung der Proben erfolgt durch Zugabe von Calcein-Acetoxymethylester und Ethidi-
umhomodimer, jeweils im Verdiinnungsverhéltnis von 1:1000, und durch die anschlieftende
Inkubation bei 37 °C fiir 1 h im Inkubationsschrank. Zur Messung der Fluoreszenzinten-
sitdtsverteilung mit dem Zweiphotonenfluoreszenzmikroskop werden die Proben in jeweils
eine Petrischale mit einem Durchmesser von 60 mm gegeben und mit je 10 ml RPMI-
Kulturmedium aufgefiillt. Die Petrischalen wurden im Vorfeld mit einer 3 mm diinnen
Schicht eines 2 %-Agarosegel gefiillt, in die zylindrische Vertiefungen eingebracht sind, um
die Sphéroide besser zu lokalisieren. Dies erleichtert das Finden der Sphéiroide unter dem
Mikroskop, wobei durch den Einsatz der Petrischale gleichzeitig geniigend Platz vorhan-
den ist, mit dem Immersionsobjektiv des Mikroskops (W Plan-Apochromat 20X /1,0, Carl

Zeiss AG, Deutschland) ausreichend nah an die Probe zu gelangen.

5.4.3 Bestimmung der Zellviabilitit

Zur Bildaufnahme der Fluoreszenzintensititsverteilung und zur damit verbundenen Be-
stimmung der Zellviabilitdt der beiden Proben wird ein Zweiphotonenfluoreszenzmikro-
skop eingesetzt. Bei dieser Methode der Fluoreszenzmikroskopie werden anstelle von einem
Photon zwei Photonen doppelter Wellenlinge zur Anregung benétigt. Die beiden Photonen
werden dabei quasi simultan absorbiert. Um die Wahrscheinlichkeit dieses Absorptions-
prozesses zu steigern und die Zweiphotonenfluoreszenz zur Bildgebung zu verwenden, ist
eine hohe Photonendichte unerldsslich. Die Anregung findet im Gegensatz zur gewdhn-

lichen Fluoreszenzmikroskopie nur im fokalen Volumen statt, da nur hier die Leistungs-
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dichte ausreichend grofs ist. Mit diesem Verfahren kénnen Fluorophore, deren Anregung
beispielsweise bei einer Wellenléinge im ultravioletten Bereich liegt, mit Licht im nahen
Infrarotbereich angeregt werden. Dies bedeutet insbesondere fiir biologische Proben eine
hohere Eindringtiefe und eine geringere Schidigung der Probe. [4]

Das zur Messung der Zellviabilitidt benutzte Mikroskop (TriM Scope II, LaVision BioTec
GmbH, Deutschland) weist als Lichtquelle einen gepulsten Titan-Saphir Laser (Chameleon
Ultra I, Coherent Inc., USA) auf, der im Wellenldngenbereich von 680 nm bis 1080 nm
durchstimmbar ist. Der Messaufbau ist in Abbildung 5.8 dargestellt.

Laser

S1

O
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Abbildung 5.8: Messaufbau des Zweiphotonenfluoreszenzmikroskops mit zwei Detektions-
kanélen. Laserlicht mit einer Wellenlinge von 1000 nm wird durch das Objektiv (Oj)
in der Probe (P) fokussiert und fiihrt im fokalen Volumen zur Zweiphotonenanregung
beider in der Probe vorhandener Fluorophore. Das riickgestreute Fluoreszenzlicht wird
vom Objektiv gesammelt und durch die Reflexion am dichroitischen Strahlteiler (S1) vom
Anregungslicht getrennt. An einem weiteren Strahlteiler (S2) wird das Licht unterhalb
einer Wellenléinge von 560 nm reflektiert (griin) und trifft iiber einen Bandpassfilter (F1,
525/50) auf einen PMT. Das transmittierte Emissionslicht (rot) wird ebenfalls von einem
PMT detektiert, nachdem es einen Bandpassfilter (F2, 620/60) durchlaufen hat.

Das Licht passiert Komponenten zur Strahlformung und eine Scan-Einheit, bevor es durch
das Objektiv in der Probe fokussiert wird. Das eingesetzte Wasserimmersionsobjektiv ver-
fiigt iiber eine numerischen Apertur von 1,0. Das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht

wird in Riickrichtung detektiert. Das riickgestreute Fluoreszenzlicht wird folglich durch
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das gleiche Objektiv gesammelt und mittels eines dichroitischen Strahlteilers vom An-
regungslicht separiert. Uber drei verschiedene Filter und Detektoren ist die gleichzeitige
Detektion drei unterschiedlicher Kanéle moglich, wovon fiir die Messung der Zellviabilitat
lediglich zwei Kanéle zum Einsatz kommen. Zur parallelen Anregung beider in die Pro-
be eingebrachter Fluorophore wird Licht einer Wellenldnge von 1000 nm verwendet. Das
emittierte Licht trifft auf einen im Winkel von 45° platzierten Strahlteiler, der Licht un-
terhalb einer Wellenldnge von 560 nm reflektiert und sonst transmittiert. Das reflektierte
Licht durchlauft einen Bandpassfilter, der zwischen 500 nm und 550 nm lichtdurchlissig ist
und wird von einem PMT detektiert. Das erfasste Signal entspricht der Fluoreszenzinten-
sitdt des Calceins. Das am Strahlteiler transmittierte Licht passiert einen Bandpassfilter,
der im Wellenldngenbereich von 590 nm bis 650 nm durchlassig ist, und wird von einem
weiteren PM'T detektiert. Dieser Detektionskanal entspricht dem Emissionslicht des Ethi-
diumhomodimers. Beide Detektoren werden simultan ausgelesen und durch ein Abrastern
der Probe in der x-y-Ebene entsteht Pixel fiir Pixel eine zweidimensionale Bildaufnahme
der Fluoreszenzintensititsverteilung innerhalb der Probe. Eine volumetrische Aufnahme
wird durch das Scannen in verschiedenen Ebenen realisiert. Hierfiir wird der Probentisch

in z-Richtung verschoben.

Abbildung 5.9: Mit dem Zweiphotonenfluoreszenzmikroskop aufgenommene Fluoreszenzin-
tensitatsverteilung je eines eingefirbten Zell-Spharoiden nach der Inkubation in der In-
kubationsprobenkammer (links) und im Inkubationsschrank (rechts). Die Darstellungen
zeigen die Projektionen der maximalen Intensitidt. Die Calceinverteilung ist griin geférbt
und mit der rot dargestellten Ethidiumhomodimerverteilung iiberlagert.

Die Bildaufnahme zur Bestimmung der Zellviabilitdt erfolgte unmittelbar nach der Far-
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bung der Proben. Zur Bearbeitung der Bilder wurde die quelloffene Software ImageJ ver-
wendet. In Abbildung 5.9 ist je eine Darstellung der Fluoreszenzintensititsverteilung in
der Maximumintensitétsprojektion eines Zell-Sphéroiden zu sehen, der in der Inkubations-
probenkammer (links) und im Inkubationsschrank (rechts) inkubiert wurde. Dabei sind die
Verteilungen beider Fluoreszenzfarbstoffe in einem Bild iiberlagert und in griin (Calcein)
bzw. rot (Ethidiumhomodimer) dargestellt.

Die Bildaufnahme erfolgte jeweils in einem quadratischen Scanbereich mit einer Seiten-
lange von 400 pm, bestehend aus 583 px. Die Farbtiefe pro Pixel betrug 16 bit. Die
aufgenommenen Ebenen in z-Richtung variierten mit der Probengréfe, wobei sich der

Ebenenabstand auf 1 pm belief.

5.4.4 Analyse der Inkubation von hES-Zell-Sphiroiden

Das prinzipielle Bereitstellen und Austauschen von Medium und Gas wurde bei der Tes-
tung durchgefiihrt. Allerdings konnte die Automatisierung des Medium- und Gasaus-
tauschs wihrend des Inkubationsbetriebs nicht getestet werden, da zwei gestorte Sys-
temfunktionen vorlagen. Zum einen war bei der Testung der Gaszufluss blockiert, sodass
das U-Rohr-Manometer und folglich der Gasaustausch iiber das am U-Rohr angeschlos-
sene Gasreservoir nicht funktioniert haben. Dies fiihrte dazu, dass die Fiillhhe innerhalb
der Kiivette nicht {iber das U-Rohr-Manometer definiert werden konnte, sondern iiber den
durch das abgepumpte Gas erzeugte Unterdruck manuell eingestellt bzw. begrenzt werden
musste. Ursache fiir die Stérung konnten Wassertropfchen im Schlauchsystem des Gas-
zuflusses gewesen sein, die durch den Dampfsterilisationsprozess hervorgerufen wurden.
Durch das Ausdampfen der verbliebenen Feuchtigkeit im System kdnnte auferdem der
Sterilfilter, der im Schlauchsystem zwischen Basishalter und U-Rohr-Manometer geschal-
tet ist, feucht geworden und dadurch verstopft sein. Ein weiterer Grund fiir die Blockade
des Gasflusses konnte ein abgeknickter diinner Gasschlauch sein, der von der Unterseite
des Basishalters in einem steilen Winkel in das Kiivetteninnere fiihrt. Das fiir die Inku-
bation geforderte Gasgemisch wurde dennoch aus dem Gasreservoir des Druckausgleichs
zur Verfiigung gestellt, sodass die kontrollierte Begasung der Probenumgebung trotzdem
durchgefiihrt werden konnte.

Zum anderen stellte eine weitere Schwierigkeit beim Inkubationsbetrieb das Nachstrémen
von Luft in den Vorratsbehélter dar. Das Nachstromen erfolgte nicht gleichméfig und
wurde durch vorhandene Luftbldschen in der Mediumzuleitung erschwert. Dariiber hin-
aus blieb ein Nachstrémen von Luft nach Offnen des Ventils zuniichst aus, sodass auch an
dieser Stelle manuell nachgeholfen werden musste. Durch das zeitweise Erhéhen der Druck-

differenz im System, das heift durch eine grofere Hohendifferenz von Luftrohrende und
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Proben- und Rotationseinheit, konnten die Startschwierigkeiten aufgehoben werden. So-
mit konnte das automatisierte Steuerungssystem nicht getestet werden. Stattdessen wurde
der Mediumwechsel und die Begasung manuell iiber die einzelnen Steuerungsbefehle des

entwickelten Steuerungsprogramms realisiert.

Die Biokompatibilitit aller Werkstoffe des konstruierten Inkubationssystems wird entwe-
der durch den Hersteller gewihrleistet oder kann als gegeben angenommen werden, da die
Werkstoffe als Standardmaterialien auch in der Zellkultur zum Einsatz kommen. Die zyto-
toxische Wirkung der verwendeten Bauteile der Inkubationsprobenkammer wurde jedoch
nicht experimentell ausgeschlossen. Die Sterilitdt des Inkubationssystems wurde bei dieser
Testung nicht naher evaluiert. Allerdings erfolgte der Einsatz von Antibiotika und mit

blofem Augen waren nach Ende des Inkubationshetriebs keine Kontaminationen sichtbar.

Die Lebend-Tot-Farbung mit den verwendeten Farbstoffen scheint erfolgreich, da die Fluo-
reszenz beider Farbstoffe im Bereich der Sphéroide lokalisiert ist und zudem insbesondere
die einzelnen, kugelférmigen Zellen der Aggregate markiert. Eine Hintergrundfluoreszenz
ist nur schwach vorhanden. In den Aufnahmen ist deutlich erkennbar, dass das erfasste
Signal im Wellenldngenbereich des Calceins fiir den Spharoiden der Inkubationsproben-
kammer nur sehr schwach ausgeprigt ist, wihrend die Kontrollprobe eine starke Fluo-
reszenzverteilung zeigt. Umgekehrt verhélt es sich mit der Verteilung des detektierten
Emissionslicht des Ethidiumhomodimers, das in der Probe der Inkubationsprobenkammer
die meisten, gefirbten Zellen markiert. Der Fluoreszenzintensititsverteilung zufolge zeigt
der Zell-Sphéaroid nach Inkubation in der entwickelten Inkubationsprobenkammer im Ge-
gensatz zur Kontrollprobe des Inkubationsschranks fast keine lebende Aktivitdt. In der
Kontrollprobe sind lediglich wenige, vereinzelte Zellen beschidigt, die sich hauptséachlich

im Aufseren Bereich des Sphéroids befinden.

Die Sphéroidgrofse der in der Kammer inkubierten Probe ist mit einem Durchmesser von
rund 100 pm deutlich geringer als der Zell-Sphéroid der Kontrollprobe. Der Durchmesser
dieses Spharoids betragt etwa 300 pm. Neben der ohnehin inhomogenen Grofenverteilung
der Zell-Sphéroide ist dies darauf zuriickzufiihren, dass die Zell-Sphéaroide nach Inkubation
in der Probenkammer in kleinere Aggregate zerfallen sind, wihrend die Kontrollprobe

weitestgehend als Gesamtaggregat intakt blieb.

Dass die in der Inkubationsprobenkammer inkubierten Zell-Spharoide nach Inkubationsab-
schluss keine Anzeichen von lebender Aktivitit aufwiesen, kann vielfiltige Griinde haben.
Beispielsweise konnte dies auf eine mégliche Kontamination innerhalb der Probenkammer
zuriickzufiihren sein, die trotz der Verwendung von Antibiotika nicht unterbunden werden
konnte. Moglicherweise hat die Probe auch entgegen aller Vorsichtigkeit bereits Schaden

beim Umfiillen in den Agarosetopf genommen oder die fixierte Halterung im Agarosetopf
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hat die Vitalitdt der Probe negativ beeinflusst. Eine weitere Ursache mag in der verdn-
derten Art und Weise des Ndahrmediumwechsels liegen. Auferdem wurde das Medium im

Vorratsbehélter nicht bei 4 °C, sondern lediglich bei Raumtemperatur gelagert.
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6 Diskussion und Ausblick

In diesem abschlieffenden Kapitel erfolgt in Abschnitt 6.1 zunéchst eine Zusammenfassung
der erarbeiteten Ergebnisse der vorliegenden Abschlussarbeit und eine Diskussion. Die
Diskussion ist in zwei Abschnitte gegliedert, welche die beiden Schwerpunkte der Arbeit
widerspiegeln. Einerseits wird in Abschnitt 6.2 die Verwendung des entwickelten Systems
mit SLOT diskutiert. Dieser Teil bezieht sich im Wesentlichen auf die technischen Aspekte
des Aufbaus. Anderseits ist in Abschnitt 6.3 die Diskussion der Verwendung des entwi-
ckelten Systems als Inkubator enthalten, die auch die biologischen Aspekte beriicksichtigt.
Das Kapitel schliefit mit einem Ausblick in Abschnitt 6.4.

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Inkubationsprobenkammer entwickelt und
aufgebaut, die als Proben- und Rotationseinheit zur Bildgebung einer Probe nach dem
SLOT-Prinzip optimiert ist. Einerseits ist die Probenkammer mit einem minimalisierten
Aufbau als Proben- und Rotationseinheit fiir die Bildaufnahme mit SLOT nutzbar, an-
dererseits kann das Inkubationssystem als Probeninkubator verwendet werden. Mit der
Realisierung der Kammer wurde erstmalig ein Konzept |17] der Probenrotation in SLOT
von unterhalb der Probe in Verbindung mit einem tellerbasierten System [17| umgesetzt.
Zu Beginn dieser Arbeit wurden Anforderungsspezifikationen an die Inkubationsproben-
kammer ausgearbeitet, die unmittelbar in ihre Entwicklung eingeflossen sind. Die techni-
schen Anforderungen resultieren aus dem Funktionsprinzip von SLOT und beinhalten den
statischen Zustand und die Rotation der Probe wahrend einer Messung sowie ihre optische
Zugénglichkeit und Immersion. Die biologischen Spezifikationen basieren im Wesentlichen
auf allgemeinen Inkubationsbedingungen und umfassen das Bereitstellen und Austauschen
von Nihrmedium und Gas, die Kontrolle der Umgebungstemperatur sowie die Sterilitdt
und Biokompatibilitdt des Inkubationssystems.

Unter Beriicksichtigung dieser abgeleiteten Anforderungsspezifikationen und des neuen
Rotationskonzepts wurde die Inkubationsprobenkammer konstruiert und aufgebaut. Das
Herzstiick der Kammer stellt die Proben- und Rotationseinheit dar, die als zentrale Kom-
ponente des SLOT-Auftbaus alle geforderten Kriterien in sich vereint. In Kombination
mit dem geschlossenen Immersionssystem, bei dem Immersionsfliissigkeit und Gas eine
geschlossene Einheit bilden, wurde eine einfache Moglichkeit zur Probenimmersion und
somit zur Bildaufnahme in SLOT generiert. Das Bereitstellen von Immersionsfliissigkeit
basiert dabei auf einem Druckgleichgewicht zwischen den Fliissigkeitspegeln innerhalb der

Kiivette und einem angekoppelten Fliissigkeitsreservoir.
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Um die Kammer im Inkubationsbetrieb nutzen zu kénnen, wurde anstelle des geschlos-
senen Systems ein offenes Immersionssystem etabliert, das entsprechend der biologischen
Anforderungen einen Austausch und damit einen Zu- und Abfluss von Medium und Gas in
der Proben- und Rotationseinheit vorsieht. Die Bereitstellung und der mogliche Austausch
wurde durch den Einsatz von Pumpen realisiert, mit denen ein Unterdruck auf das Medium
und Gas der Proben- und Rotationseinheit aufgebaut werden kann. Der maximal erreich-
bare Gasunterdruck in der Kiivette und die damit verbundene Fiillhhe wird durch das
U-Rohr-Manometer definiert. Fiir einen kontrollierten und bedarfsgerechten Zufluss von
frischem Medium aus einem Reservoir wurde ein angepasstes Nachfiillprinzip entwickelt

und umgesetzt.

Zur Regelung der Probenumgebungstemperatur ohne Einflussnahme auf die Funktionalitit
des iibrigen Systems wurde ein Heizsystem samt Regelungsalgorithmus implementiert,
das eine indirekte Temperaturmessung der Probenumgebung beinhaltet. Umgesetzt wurde
diese Temperaturregelung, ebenso wie eine Steuerung und Automatisierung des offenen
Immersionssystems mit jeweils einem Arduino Mikrocontroller-Board. Die beiden dafiir
geschriebenen Steuerungsprogramme stellen verschiedene Steuerungsfunktionen bereit, die
iiber die serielle Kommunikationsschnittstelle der Boards mit dem Computer ausgefiihrt

werden konnen.

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das aufgebaute System durch verschiedene
Testmessungen auf seine prinzipiellen Funktionen und auf das Erfiillen der geforderten

Spezifikationen technischer und biologischer Art untersucht.

Die Testmessungen zur Bildgebung von sphérischen Silikatpartikeln und Zell-Sphéroiden
haben gezeigt, dass mit der Probenkammer als Proben- und Rotationseinheit in Verbin-
dung mit dem geschlossenen Immersionssystem eine erfolgreiche Aufnahme von Projekti-
onsdatenséitzen der Proben moglich ist. Es hat sich herausgestellt, dass eine zuséitzliche
Fixierung innerhalb der Proben- und Rotationseinheit notig war, um die dynamischen
Komponenten und damit die Probe beziiglich der Rotationsachse mechanisch zu stabili-
sieren. Mit der zusétzlichen Befestigung wurden alle technische Anforderungen erfiillt und

eine Rekonstruktion der aufgenommenen Datensatze konnte durchgefiihrt werden.

Beim Funktionstest des Heizsystems samt Temperaturregelung konnte in der Probenumge-
bung eine konstante Temperatur von 37 °C mit einer maximalen Abweichung von 0,19 °C
eingestellt und gehalten werden. Der Regelungsalgorithmus und die Steuerung erfiillen ihre
Aufgaben, sodass das Heizsystem der biologischen Anforderung der Temperatureinstellung
gerecht wird.

Die Sterilitdt des gesamten Inkubationssystems konnte bei weiteren Testmessungen bis zur

Nachweisgrenze von unter 102 KBE/ml sichergestellt werden. Somit sind die Sterilisier-
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barkeit und Sterilitdt im iiberpriiften Rahmen mdoglich, wodurch ein weiteres biologisches
Anforderungskriterium verwirklicht wird.

Abschliefend wurde der Inkubationsbetrieb des entwickelten Systems mit hES-Zell-Sphé-
roiden getestet. Wahrend der Inkubation ergaben sich vereinzelt Schwierigkeiten bei der
Funktion des offenen Inkubationssystems, wodurch es zwar zu Einschriankungen kam, aber
die Testinkubation dennoch durchgefiihrt werden konnte. Bei der Untersuchung der Zell-

viabilitdt nach Inkubationsabschluss zeigte die Probe kaum Anzeichen lebender Aktivitét.

6.2 Verwendung des Systems mit SLOT

Im Gegensatz zu allen bisher vorhandenen Proben- und Rotationseinheiten fiir SLOT
ermoglicht die entwickelte und umgesetzte Probenkammer erstmalig eine Rotation von
unterhalb der Probe. Dadurch wird die Probe nicht ldnger hiéngend, sondern aufrecht
stehend vermessen, was neue Moglichkeiten zur Probenbefestigung eroffnet. Durch den
komplexeren, tellerbasierten Aufbau der Proben- und Rotationseinheit sind beim entwi-
ckelten System mehrere Komponenten an der Probenrotation beteiligt. Die Stabilisierung
der Probe in Bezug auf die Rotationsachse ist mit einer ausreichenden Befestigung der
Komponenten untereinander moglich. Ist eine angemessene Befestigung realisiert, bietet
der Aufbau Vorteile gegeniiber anderen Systemen (vgl. [9]) hinsichtlich der Stabilitét der
Probe auf der Achse. Bei diesem Rotationskonzept liegt der durch den Motor gegebene
Schwerpunkt der Proben- und Rotationseinheit tiefer und unterhalb der Probe, wodurch
die Anfalligkeit fiir mechanische Stérungen reduziert wird. Gleichzeitig wird die mechani-
sche Stabilitit der Probe beziiglich der Rotationsachse durch den kurzen Abstand zwischen
Rotationsmotor und Probe erhoht. Dariiber hinaus vereinfacht das tellerbasierte System
der Proben- und Rotationseinheit die Probenhandhabung gegeniiber den herkémmlichen
Messaufbauten, bei denen die Probe iiber eine Halterung hingend befestigt werden muss.
Dies ist zum einen vorteilhaft fiir den Anwender und zum anderen ebnet es den Weg fiir
einen automatisierten Probenwechsel und somit eine vollstindig automatisierte Vermes-
sung von Proben. Dies war bislang so nicht méglich (vgl. [9]).

Das Platzieren der eingebetteten Probe auf der Rotationsachse bedarf bei der entwickelten
Proben- und Rotationseinheit ein wenig mehr Aufwand als in anderen Systemen, da eine
nachtragliche Justierung der Probe in Bezug auf die Achse durch eine Verkippeinheit
nicht vorgesehen ist. Bei einer nicht zentrisch positionierten Probe tritt Exzentrizitit auf,
wodurch die Aufnahme der Projektionsbilder einen grofseren Bildausschnitt und einen
grofseren DOF erfordert.

Um die Immersionsfliissigkeit aufzunehmen und die optische Zugénglichkeit fiir Laserlicht

und Detektoreinheiten zu ermdglichen, wird auch bei diesem System eine statische, qua-
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derformige Kiivette aus optischem Glas eingesetzt, die den zuvor verwendeten in ihren
Eigenschaften gleichkommt, allerdings umgekehrt verwendet wird. Die Umkehrung macht
ein angepasstes Immersionssystem notwendig, das die Probenimmersion gestattet, ohne
die Rotation mit einer aufwidndigen Abdichtung zwischen dynamischen und statischen
Komponenten der Proben- und Rotationseinheit negativ zu beeinflussen. Das realisierte,
geschlossene Immersionssystem beinhaltet genau diese Merkmale und erweist sich auch in
der Handhabung als dufserst praktikabel und benutzerfreundlich. Im Vergleich zur aufrecht
platzierten Kiivette ist das entwickelte System deutlich weniger anféllig fiir ein Verschiit-
ten von Fliissigkeit beim Probenwechsel bzw. beim Befiillen und Entleeren der Kiivette.
Allerdings ist bei diesem System ein grofieres Fliissigkeitsvolumen fiir die Immersion not-
wendig, da neben der Kiivette auch noch die Schale, das Schlauchsystem und zumindest
der untere Teil des Fliissigkeitsreservoirs mit Immersionsfliissigkeit gefiillt ist. Solange
kein kostspieliges oder gering vorhandenes Immersionsmedium eingesetzt wird, entstehen
durch das vergroferte Volumen keine Nachteile. Eine Wiederverwendung der Fliissigkeit
ist abhéngig von der Messsituation moglich.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit dem entwickelten Aufbau das grund-
legende Konzept fiir eine Proben- und Rotationseinheit in SLOT mit einer Probenrotation
von unten erfolgreich umgesetzt und seine Funktion demonstriert wurde. Daher kann der
eingangs aufgestellte Anforderungskatalog, der neben dem Konzept die Basis fiir den rea-
lisierten Aufbau darstellt, von technischer Seite als vollstindig betrachtet werden. Die
konstruierte Probenkammer mit dem geschlossenen Immersionssystem bietet im Vergleich
zu herkommlichen Messsystemen insbesondere einen Vorteil durch die aufrechte Proben-
halterung, die mechanische Stabilitdt der Probe beziiglich der Rotationsachse und bei der
allgemeinen Probenhandhabung. Das theoretische Grundkonzept hat sich folglich auch in
der Praxis als duflerst niitzlich erwiesen. Des Weiteren wird mit dem entwickelten System

die Erweiterung hin zu einer vollstdndig automatisierten Messroutine erleichtert.

6.3 Verwendung des Systems als Inkubator

Um die Probenkammer als Inkubator einsetzen zu kdnnen, wurden einige Erweiterungen
entsprechend der biologischen Anforderungskriterien vorgenommen ohne gleichzeitig die
essenziellen, technischen Anforderungen und ihre Umsetzung zu beeintriachtigen. Dies ist
durch die Konzeption des offenen Immersionssystems, des Heizsystems und der Steuerung
erfiillt. Auch das neue Konzept der tellerbasierten Probenkammer ist problemlos mit den
Erweiterungen zum Inkubator vereinbar. Dabei bietet die aufrechte Probenhalterung auch
im biologischen Kontext neue Halterungsmoglichkeiten, da die Probe in Richtung der

Schwerkraft gelagert ist und so gegebenenfalls ein Herabsinken verhindert werden kann.
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Alles in allem erfiillt die realisierte Inkubationsprobenkammer prinzipiell die biologischen
Anforderungsspezifikationen. Im durchgefiihrten Inkubationstest hat das entwickelte In-
kubationssystem jedoch seine Aufgabe, die Probe unter physiologisch angepassten Bedin-
gungen am Leben zu halten, nicht erfiillt. Die Griinde dafiir konnen vielfiltig sein und es
bedarf weiterer Untersuchungen, um diese niher einzugrenzen und zu evaluieren. Durch
die vorliegenden Testmessungen ist es keinesfalls ausgeschlossen, dass die realisierte Inku-

bationsprobenkammer grundsétzlich als Inkubator geeignet ist.

Das realisierte Heizsystem samt Temperaturregelung ist im Konstanthalten der Tempera-
tur von 37 °C mit einer maximalen Abweichung von 0,19 °C &ufserst prézise, wie in der Test-
messung gezeigt werden konnte. Im Vergleich des Inkubatorheizsystems mit Brutschran-
ken der Zellkultur liegen die im System auftretenden Temperaturschwankungen unterhalb
der empfohlenen Schwankungshochstgrenze von 0,2 °C [14]. Viele kommerziell erhéltliche
Brutschrinke zeigen standardméfig laut Herstellerangaben sogar grofsere Abweichungen

von der Solltemperatur, auf die sich zuséitzlich eine gewisse Einstellungenauigkeit addiert.

Die Heizleistung des Heizsystems hat sich in den Testmessungen als angemessen erwiesen.
Bei einer zu geringen Leistung des Heizelements wiirde die Warmezufuhr unter Umstdnden
nicht ausreichen, um die Solltemperatur zu erreichen. Dariiber hinaus stiege in dem Fall
die Anfilligkeit des Systems fiir Storungseinfliisse von aufen. Eine zu hohe Heizleistung
hingegen wiirde zu einem groffen Temperaturgradienten zwischen Heizelement und der
iibrigen Regelstrecke fiihren, sodass nach Deaktivieren des Heizelements durch den Regler
weiterhin eine Warmeabgabe an das System stattfinden wiirde. Diese Tragheit wiirde sich

in einem ausgeprigten Uberschwingen des Systems dufern.

Die Steuerung des Heizsystems wurde {iber das Arduino Mikrocontroller-Board mit dem
eigens geschriebenen Steuerungsprogramm inklusive Regelungsalgorithmus erfolgreich um-

gesetzt und hat sich fiir langere Inkubationszeiten als zweckméfig erwiesen.

Die Sterilitdt der Inkubationsprobenkammer kann fiir fast alle Bauteile im Kontakt mit
der Probe oder dem umgebenden Medium, die nicht als sterile Einweg-Komponenten er-
haltlich sind, durch Dampfsterilisation im Autoklaven erreicht werden, das bei korrekter
Durchfiihrung als sicherstes Sterilisationsverfahren gilt. Eine Ausnahme stellen der Sockel
und die Schale dar, deren Sterilitdt aber durch das Sterilisieren mit 70 % Ethanol erreicht
werden kann. Das Vorgehen zur Herstellung eines sterilen Inkubationsaufbaus ist durch
die Komplexitit des Gesamtaufbaus und den notwendigen Transport von der Sterilbank
zum Inkubationsort sehr aufwindig. Insbesondere das bereits eingefiillte Barrieremedium
sorgt dabei fiir eine nicht praktikable Handhabung. Vorteilhaft an dem entwickelten Sys-
tem ist allerdings, dass es nach dem sterilen Zusammenbau unter der Sterilbank vor dem

Eindringen von Kontaminationsquellen von aufsen vollsténdig isoliert ist. Damit steht die
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Inkubationsprobenkammer als steril abgeschlossene, separate Einheit zum Einsatz bereit,
was in vielen anderen temperierten Probenkammern nicht der Fall ist. Andere Systeme
sehen beispielsweise die direkte Verkniipfung von Detektoreinheiten mit dem Kammerme-
dium vor, wodurch das Kontaminationsrisiko deutlich gesteigert wird (vgl. beispielsweise
[10], [18]).

Das offene Immersionssystem, das neben dem Bereitstellen auch ein Austausch von Me-
dium und Gas ermoglicht, neigt in der Anwendung zu Schwierigkeiten, die teilweise mit
einer Kinbufe der urspriinglichen Funktion einhergehen. Davon betroffen sind der Gaszu-
fluss mit dem U-Rohr-Manometer und der Mediumzufluss in die Probenkammer. Kleine
Fliissigkeitstropfen in der Gasleitung bzw. kleine Gasbldschen in der Mediumzuleitung,
die durch die Dampfsterilisation bzw. durch das Befiillen generiert werden, kénnen inner-
halb der eingesetzten, diinnen Schlduche zu schwerwiegenden Blockaden fiihren und den
Fluss, teils auch nur temporér, behindern. Fiir den Einsatz von dickeren Schlduchen muss
allerdings in Kauf genommen werden, dass sich das vorhandene Volumen von Gas und
Medium im System vergrofert und dadurch sowohl der Verbrauch als auch die notwendige

Dauer fiir Pumpprozesse steigt.

Fiir eine zuverlissige Funktion des Gaszuflusses unter Verwendung des U-Rohr-Manometers
sollte die Schlauchfiihrung der Gasleitung an der Halterunterseite abgerundet werden. So-
mit konnte ein mogliches Abknicken des Schlauches, was durch steile Winkel verursacht
wird, und eine damit einhergehende Absperrung des Gaszuflusses unterbunden werden.
Zudem sollten fiir das Gassystem idealerweise andere Sterilfilter eingesetzt werden, die

den Durchgang auch bei vorhandener Feuchtigkeit nicht blockieren.

Vom Grundsatz her ist das entwickelte Nachfiillprinzip, das Medium bedarfsgerecht aus
dem Reservoir in die Proben- und Rotationseinheit nachstromen ldsst, optimal fiir die
zu erfiillende Aufgabe, da hierfiir keine Pumpen notwendig sind und ein Uberlaufen von
Medium sowie ein unkontrollierter Mediumfluss ausgeschlossen sind. In der Praxis hat
sich jedoch gezeigt, dass dieser Mediumnachfluss trotz der geringen Hohendifferenz der
Fliissigkeitsstinde am Luftrohrende und in der Schale zeitweise zum Erliegen kommt.
Um diese Nachfiillblockaden auszuschlieffen, konnte die Hohendifferenz weiter vergrofert
werden. Eine andere Moglichkeit konnte eine verdnderte Konstruktion der Probenkammer

darstellen, die in Abbildung 6.1 gezeigt ist.

Die tiefere Schale und der entsprechend verldngerte Basishalter haben zur Folge, dass sich
die Trégheit um die Gleichgewichtslage der Fliissigkeitsstande nicht mehr negativ auf das
System auswirkt, da der Abstand zwischen der Gleichgewichtslage und der Halterunter-
seite grofer ist. Damit kann im System eine grofere, durch Mediumabfluss herbeigefiihrte

Hohendifferenz erreicht werden, wiahrend die Abdichtung der Halterunterseite trotzdem
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erhalten bleibt. Die grofere Differenz hat einen erhdhten Druck zur Folge, der wiederum
das Nachstromen von Luft in den Vorratsbehélter erleichtert, welches bislang aufgrund der
Oberflichenspannung der Fliissigkeit am Luftrohrende gehemmt wird. Diese Moglichkeit,
innerhalb der Probenkammer eine grofsere Hohendifferenz aufbauen zu konnen, macht au-
fserdem sogar die kiinstliche Hohendifferenz zwischen Luftrohrende und Schale hinfillig,

sodass sich auch der Einsatz eines Quetschventils am Luftrohr eriibrigt.

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung einer optimierten Konstruktion der Probenkam-
mer, um die Schwierigkeit der Triagheit des Mediumflusses zu umgehen. Im Gegensatz
zum urspriinglichen Aufbau ist der Abstand H zwischen der Gleichgewichtslage der Fliis-
sigkeitsstdnde (A, B) und der abgedichteten Halterunterseite erhoht, sodass eine grofere
Druckdifferenz erreicht werden kann.

6.4 Awusblick

Die erfolgreiche Nutzung der Probenkammer als Proben- und Rotationseinheit in Kom-
bination mit dem geschlossenen Immersionssystem im SLOT-Messaufbau ist bereits ver-
wirklicht. Die notwendige, zusitzliche Fixierung der Schale auf dem Rotationsteller, die
bislang iiber eine Klebeverbindung realisiert wurde, konnte benutzerfreundlicher und re-
produzierbarer gestaltet werden, indem beispielsweise eine Einrastvorrichtung oder eine
magnetische Verbindung integriert wird.

Um weitere Detektionskanile zur Bildgebung mit SLOT zu nutzen, kann die lichtleitende
Funktion des Sockels ausgenutzt werden. Diese ermdoglicht es, von der Probe gestreutes

oder emittiertes Licht durch den hohlen Rotationsmotor nach unten zu leiten, durch Linsen
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zu sammeln und nach Passieren eines Filters mittels PMT zu erfassen. Dariiber hinaus
bietet die realisierte Proben- und Rotationseinheit die Option und das rdumliche Angebot,
weitere Detektionskanile nach oben auszubauen, da das System im Gegensatz zu anderen
Proben- und Rotationseinheiten nach oben keine raumlichen Limitierungen vorgibt.

Mit der entwickelten, tellerbasierten Proben- und Rotationseinheit konnte auferdem der
Messvorgang und das Probenwechseln automatisiert werden. Dies wiirde dem Einsatz und
der Anwendung von SLOT vollig neue Moglichkeiten erdffnen, beispielsweise als Hoch-
durchsatzmethode.

Dadurch, dass die Inkubationsprobenkammer mit dem offenen Immersionssystem als Inku-
bator noch nicht einwandfrei und reproduzierbar funktioniert, ist es an dieser Stelle noch
nicht moglich das Inkubationssystem in den SLOT-Messaufbau einzusetzen und Bildauf-
nahmen einer inkubierenden Probe zu generieren. Stattdessen sollte das System zunéchst
durch weitere Funktionstests und Testreihen charakterisiert und entsprechend der bislang
erhaltenen und der neuen Ergebnisse liberarbeitet und optimiert werden. Weitere Unter-
suchungen und auch Inkubationstests mit weiteren Proben sind notig, um die Ergebnisse
der Einzelmessungen in einen Kontext einordnen und reprisentative Aussagen treffen zu
konnen. Sofern die Schwierigkeiten in einer weiterentwickelten Version des Systems besei-
tigt sind und eine erfolgreiche Inkubation mit gréferem Probenumfang gelungen ist, steht
einer Integration in den Messaufbau allerdings nichts im Wege.

Es wire denkbar, das Inkubationssystem durch zusétzliche Elemente wie zum Beispiel eine
Kiihlung des Mediumreservoirs zu erweitern. Dafiir konnte der Vorratsbehilter etwa in ei-
ner angepassten, mit einem Peltierelement und Rippenkiihler ausgestatteten Isolationsbox
platziert werden. Des Weiteren kdnnte anstelle der Einweglosung von Schale und Sockel
eine wiederverwendbare Konstruktion gefertigt werden, die aus einem einzelnen Werk-
stiick besteht und bereits iiber einen integrierten Barrierering verfiigt. Damit wiirde keine
Klebestelle zwischen Sockel und Schale beno6tigt werden. Gleichzeitig bietet das Mehrweg-
element eine Unabhéngigkeit von der Verfiigbarkeit und der Chargenvariation der Schalen
durch den Hersteller. Durch die Wahl eines geeigneten Werkstoffs wie beispielsweise Poly-
carbonat kdnnte die Sicherheit beim Sterilisationsprozess erhéht werden, da ebenfalls das
sichere Verfahren der Dampfsterilisation verwendet werden kénnte. Polycarbonat weist mit
1,585 einen héheren Brechungsindex als das bisher eingesetzte PMMA auf, wodurch auch
im Hinblick auf die lichtleitenden Eigenschaften des Sockels eine Verbesserung stattfinden
wiirde.

Insgesamt wiirde eine ausgereiftere und verbesserte Variante des verwirklichten Inkubati-
onssystem in Verbindung mit SLOT das Potential und die Anwendungsmoglichkeiten des

tomographischen Bildgebungsverfahrens um ein Vielfaches erweitern.
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A Anhang

A.1 Komponentenliste

A.1.1 Proben- und Rotationseinheit

Bezeichnung Bezugsquelle Artikel-Nr. Bemerkung
Barrierering Mechanische Werkstatt | — PTFE
Basishalter Mechanische Werkstatt | — PTFE

Klebehilfe Mechanische Werkstatt | — Edelstahl (1.4401)
Klebewachs, rosa Lange Dental 521810 -
Rechteck-Kiivette Starna 1/G/20 optisches Glas
Rotationsmotor Oriental Motor DGM60-ARAK | -

Rotationsteller Mechanische Werkstatt | — POM

Schale Greiner Bio-One 628102 PS

Schlauchtiille Esska 139980000911 Messing, M8x0,75
Silikonsl AP150 Wacker | Sigma Aldrich 50384 -

Sockel

Mechanische Werkstatt

PMMA

91




A.1.2 Geschlossenes und offenes Immersionssystem

Bezeichnung Bezugsquelle | Artikel-Nr. Bemerkung
Dreiwegehahn Discofix B. Braun 4095111 versch. Kunststoffe
Einmalspritze Injekt, 2 ml B. Braun 4606027V PP, PE

Einmalspritze Injekt, 5 ml B. Braun 4606051V PP, PE

Infusionsbeutel Infubag Niindel k.A. PP

Kinderurinbeutel Urosid Rainer Med | 109510 versch. Kunststoffe
Gewindeflasche, 250 ml Carl Roth CK34.1 GL 45, Duran
Luer-Lock Adapter, ID:2 mm, w Vieweg 990091-20 Nylon

Luer-Lock Adapter, ID:2 mm, m Vieweg 990090-20 Nylon

Luer-Lock Adapter, ID:4 mm, w Vieweg 990091-40 Nylon

Luer-Lock Adapter, ID:6 mm, w Vieweg 990091-60 Nylon

Luer-Lock Adapter, ID:8 mm, w Vieweg 990091-80 Nylon
Luer-Lock-T-Koppelstiick, www Reichelt Ch. | 15839 PP

Schlauch, ID:1 mm; AD:1,6 mm Bola S 1810-12 PTFE

Schlauch, ID:1,5 mm AD:3 mm LabMarket 3101503 Silikon

Schlauch, ID:1,5 mm AD:3,5 mm | LabMarket 3101535 Silikon

Schlauch, ID:9 mm AD:12 mm LabMarket 3100912 Silikon

Schlauchpumpe BMT 040.K91A.B15 | -

Schlauchpumpe BMT 040.KK1A.B15 | -

Schlauchquetschventil BMT PS-1615NC -

Schraubkappe, 2 Zugéinge Carl Roth HX84.1 GL 45 mit GL 14, PP
Schraubkappe mit Schlaucheinsatz | Carl Roth HX87.1 GL 14, PP, PTFE, Silikon
Schraubkappe mit Bohrung Carl Roth 1.993.1 GL 14, PP

Septum fiir Schraubkappe Carl Roth LL48.1 GL 14, Silikonkautschuk
Spritzenvorsatzfilter Carl Roth PA59.1 PES; Porengréfe 0,2 pm
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ionszeichnungen

A.2 Konstrukt

Sockel

A.2.1
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A.2.2 Klebehilfe
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A.2.3 Rotationsteller

TonTive | Trovio oS
INOd
yosnsuoneloy Inj 1|8l
* : b 13NHORZ3:

149
yosnsuoneioy
woA yoojsbuebyoing
wnz puassed
|121ds sayoipiaw auyo

[440)

0S'T

%)

85

0529¢

06 X0E'L @ M\ ua1yoquaInd 5@
S31TV HOYNA 02'€ @ X9

95



A.2.4 Basishalter
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A.2.6 Isolationshaube
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A.2.7 Halterung des Rotationsmotors

hier Material entfernen

85,34

71,89 \ 0
68,16 \
50,67 N\
46,95
|
/27\ W0 N[00 X
0y | —|Q|™
0| O|0|—| "
<t| WO ~O|MN\| 00

WENN NICHT ANDERS DEFINIERT: OBERFLACHENGUTE: ENTGRATEN
BEMASSUNGEN SIND IN MILLIMETER UND SCHARFE
OBERFLACHENBESCHAFFENHEIT: KANTEN
TOLERANZEN: BRECHEN
LINEAR:
WINKEL:

ZEICHNUNG NICHT SKALIEREN ANDERUNG

NAME SIGNATUR DATUM BENENNUNG:

Modifikation KC2-T/M

GEPRUFT

ey (obere Platte)
PRODUKTION

QUALITAT WERKSTOFF: ZEICHNUNGSNR. Ad

Aluminium

GEWICHT: MASSSTAB:1:1 BLATT 1 VON 1
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hier Material entfernen

88,90
52,45

52,45
88,90

WENN NICHT ANDERS DEFINIERT: | OBERFLACHENGUTE: ENTGRATEN .
BEMASSUNGEN SIND IN MILLIMETER UND SCHARFE ZEICHNUNG NICHT SKALIEREN ANDERUNG
OBERFLACHENBESCHAFFENHENT: KANTEN
TOLERANZEN: BRECHEN

LINEAR:

WINKEL:

NAME SIGNATUR DATUM BENENNUNG:
Modifikation KC2-T/M
GEPRUFT
e (untere Platte)
PRODUKTION
QUALITAT WERKSTORF: ZEICHNUNGSNR. Ad
Aluminium
GEWICHT: MASSSTAB:1:1 BLATT 1 VON 1
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A.3 Protokoll

A.3.1 Herstellung eines 2 %-Agarosegel

In ein Falcon-Rohrchen werden unter Zuhilfenahme einer Feinwaage 0,8 g Agarose (Low
Melting, Biozym Plaque GP Agarose, Biozym Scientific GmbH, Deutschland) eingewogen
und mit 39,2 g VE-Wasser aufgefiillt. Die Losung wird im Rohrchen ohne verschlossenen
Deckel in kleinen Schritten in der Mikrowelle erwdrmt, wobei gelegentlich ein Schwenken
der Losung erfolgt. Ist die Agarose vollstandig aufgelost, wird 1 ml des fliissigen Gels zur
Weiterverwendung in ein Eppendorfer Reaktionsgefifs (1,5 ml) gegeben. Unterhalb der
Geliertemperatur von 26 °C bis 30 °C wird das Gel fest. Durch erneutes Aufwéirmen in der

Mikrowelle kann das Gel wiederum in den fliissigen Zustand iiberfiihrt werden.
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A.4 Schaltplane

A.4.1 Gesamtes Steuerungssystem
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A.4.2 Halbleiter-Temperatursensor DS18B20

DS18B20

@
Z DO
O O

Arduino
Uno

5V

4,7kQ

D13

A.5 Quellcode

GND

A.5.1 Programm zur Steuerung des Pumpsystems

Hauptprogramm

[ KRR AR KA KA KA KA KA KA KKK KA KA EKA KA FAA
//  Controlling the incubation chamber
// Arduino Leonardo with one relay shield

medium pump: Pin7, JI1:

gas pump: Pin6, J2:
medium valve: Pind, J3:
gas valve: Ping, Jj:

//pin relations

const int MPumpPin = 7;
const int GPumpPin = 6;
const int MValvePin = 5;
const int GValvePin = 4;
//time start wvalues
long previousMillis = 0;
long previousMillis2 = 0;
long previousMillis3 = 0

//parameter values
long val 1 = 0;

)

long val 2 = 0;
long val 3 — 0;
long val 4 = 0;

//serial communication: incoming

String inputString = "";
boolean stringComplete =

connecting COMI

connecting COM2
connecting COMS3

connecting COMY

/ LEEEEEEEEEEEEEFEFEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEESEEEES

false;

and NOI
and NO2
and NO3
and NOJ

// a string to hold incoming data
// whether the string is complete

/ LEEEEEEEEEREEEERESEEEREESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEREESEEEEY
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void setup ()
{
Serial .begin(9600) ; //initialize serial
pinMode (MPumpPin, OUTPUT) ;
pinMode (GPumpPin, OUTPUT) ;
pinMode (MValvePin , OUTPUT) ;
pinMode ( GValvePin , OUTPUT) ;
}
) R AR KA A KA KKK A KK A KA KA FF KA KA A
void loop ()

{

if (stringComplete)

//print the string when a new line arrives
Serial .print (inputString);

//start pumping medium
if (inputString =— ("MEDIUM_ON\n"))
{
stopPumpMG () ;
pumpMediumOn () ;
}
//stop pumping medium
else if (inputString =— ("MEDIUM OFF\n"))
{

}
//start pumping gas
else if (inputString = ("GAS_ON\n"))

{

pumpMediumOff () ;

stopPumpMG () ;
pumpGasOn () ;

}

//stop pumping gas
else if (inputString = ("GAS_OFF\n"))
{
pumpGasOff () ;

//filling the cuvette
else if (inputString =— ("FILL\n"))
{
stopPumpMG () ;
gasWithoutValveOn () ;
}
//filling the tubes with medium
else if (inputString =— ("M_FILL\n"))
{
stopPumpMG () ;
mediumWithoutValveOn () ;
}
//start a periodical pumping of medium and gas
else if (inputString.startsWith ("MG_CYCLE"))
{

if (inputString.indexOf("=") !I= —1)

106




//get the four time parameters for this process: medium and gas
pumping

//duration , pumping interval and the amount of cycles of the
process

getVal 1();

getVal_234();

float pumpDurationM = val 1 % 1000.0;

float pumpDurationG = val 2 % 1000.0;

float pumplnterval = val 3 % 1000.0;

long cycles = val 4;

Serial.print ("Pumping_medium:_") ;

Serial . print (pumpDurationM /1000); Serial.print("s_._...");
Serial . print ("Pumping_gas:_");

Serial .print (pumpDurationG /1000); Serial.print("s_oo ")
Serial . print ("Pumping_interval:_");

Serial . print (pumplInterval /1000); Serial.print("s___.");
Serial.print ("Amount_of_cycles:_"); Serial.println(cycles);
Serial.print ("Total_duration:_");

Serial.print (pumplInterval /1000 % cycles); Serial.println("s");
Serial .println ("Cancel_process_with_STOP!") ;

stopPumpMG () ;
int i = 1;
while (i <= cycles)
{
serialEvent () ;
delay (50) ;
long currentMillis = millis ();
if (currentMillis — previousMillis > pumplInterval + 10)
{
previousMillis = previousMillis2 = previousMillis3 =
currentMillis;
Serial .print("cycle:_");
Serial .print(i); Serial.print("_of_"); Serial.println(cycles);
if (pumpDurationM > 0)

{

}
if (pumpDurationM =— 0 && pumpDurationG =— 0 )

{

}
}
else if (currentMillis — previousMillis2 > pumpDurationM)
{
previousMillis2 = currentMillis + pumplInterval;
previousMillis3 = currentMillis;
if (pumpDurationM > 0)

{
}

if (pumpDurationG > 0)

pumpMediumOn () ;

1445

pumpMediumOff () ;
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pumpGasOn () ;
if (pumpDurationG = 0)
1445
}
}
else if (currentMillis — previousMillis3 > pumpDurationG &&
pumpDurationG > 0)
{

previousMillis3 = currentMillis + pumplnterval + pumpDurationM ;
pumpGasOff () ;
i++;
}
else if (inputString =— ("STOP\n"))
{
Serial . println (inputString);
clearInput () ;
stopPumpMG () ;
break ;

}

else if(inputString != "")
{
}
}
}
else

{

clearInput () ;

Serial .println ("Please_use: MG _CYCLE="pumping_duration_of_medium_in
.8’ ,’pumping_duration_of_gas_in_s’,’pumping_interval_in_s’,’
amount_of_cycles’");
}
}
//if you meed help
else if (inputString = "HELP\n")
{
Serial.println ("MEDIUM_ON_\ t _pumping_medium_on") ;
Serial.println ("MEDIUM_OFF_\ t _pumping_medium_off") ;
Serial.println ("GAS _ON_\t_pumping_gas_on");
Serial .println ("GAS_OFF_\t_pumping_gas_off");
Serial .println ("FILL_\t_filling_the_cuvette");
Serial .println ("M _FILL_\t_filling _the_tubes_with_medium");
Serial.println ("MG_CYCLE_\ t _pumping_medium_and_gas_in_cycles");
}
//any incorrect input
else

{
}

//clear the input after every new input
Serial .println ("——");

Serial.println ("What_do_you_mean? _Use:_'HELP ") ;
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clearInput () ;

}
}

Funktionen der seriellen Kommunikation

//function to run the serial Event
void serialEventRun (void)

{

if (Serial.available()) serialEvent ();

//SerialEvent occurs whenever a new data comes in the hardware serial RX
void serialEvent ()

{
while (Serial.available() > 0)

{
char inChar = (char)Serial.read(); // get the new byte
inputString += inChar; // add it to the inputString

// if the incoming character is a newline, set a flag
// so the main loop can do something about it

if (inChar == ’\n’)

{

stringComplete = true;

void clearInput ()

{

inputString = ""; //clear the string

stringComplete = false;
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Funktionen der Programmroutine

void pumpMediumOn ()
{
Serial . println ("Pumping_medium_started!");
digitalWrite (MPumpPin, HIGH) ;
digitalWrite (MValvePin, HIGH) ;

void pumpMediumOff ()
{
Serial . println ("Pumping_medium_stopped!");
digitalWrite (MValvePin, LOW) ;
digital Write (MPumpPin, LOW) ;

void pumpGasOn ()

{
Serial . println ("Pumping_gas_started!");
digitalWrite (GPumpPin, HIGH) ;
digitalWrite (GValvePin, HIGH) ;

void pumpGasOff ()
{

Serial . println ("Pumping_gas_stopped!");
digitalWrite (GValvePin, LOW) ;
digitalWrite (GPumpPin, LOW) ;

void mediumWithoutValveOn ()

{

Serial . println ("Pumping_medium_started!");
digitalWrite (MPumpPin, HIGH) ;

void gasWithoutValveOn ()
{

Serial . println ("Pumping_gas_started!");
digitalWrite (GPumpPin, HIGH) ;

//make sure, every pumping process is turned off
void stopPumpMG ()
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if (digitalRead (MPumpPin) = HIGH)
{
pumpMediumOff () ;

}
if (digitalRead (GPumpPin) = HIGH)
{

pumpGasOff () ;

// get the entered parameter values
void getVal_1()

{

int index eq

= inputString.indexOf("=");
String substr = inputString.substring (index_eq+1, inputString.length());
substr.trim () ;

val 1 = substr.tolnt();

}

void getVal 234()

{
long index ¢l = inputString.indexOf(",");
long index ¢2 = inputString.indexOf(",", index cl +1);
long index ¢3 = inputString.indexOf(",", index c2 +1);

String substr 1 = inputString.substring(index ¢l +1, index c2);

substr_1.trim();

val 2 = substr_1.tolnt();

String substr 2 — inputString.substring(index c¢2 +1, index c3);

substr 2.trim () ;

val_3 = substr_2.tolnt();

String substr 3 = inputString.substring(index ¢3 +1, inputString.length
()

substr 3 .trim () ;
val_4 = substr_3.tolnt ();
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A.5.2 Programm zur Steuerung des Heizsystems

Hauptprogramm

V2223332223333 22 3333222133222 1333222 3322213332221 323221T,

// Controlling the heating of the incubation chamber

//  Arduino Uno with one relay shield

// wire(heating): Pind, J4: connecting COMj and NOJ

// IR—Thermometer MLX90614 ESF ACF 000 _TU: SDA (A4), SCL (A5)

/ LEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESESEESES

//library
#include <i2cmaster.h> //IR—Thermometer

//IR—Thermometer MLX9061/

#define address 0xBA //slave address

double temperaturelR = 0x0000;

float celsiusDiff = 273.15; //convert kelvin to celsius
double tempFactor = 0.02; // 0.02 degrees per LSB

//pin relation

const int wirePin = 4;

//time start value

long previousMillis = 0;

//temperature setpoint
int setpoint = 37;

//parameter value

long val 1 = 0;

//serial communication: incoming
String inputString = ""; // a string to hold incoming data
boolean stringComplete = false; // whether the string is complete

//******>I<*****>I<*******************************************

void setup ()

{
Serial . begin (9600) ;

i2¢_init(); //initialise the i2c bus
PORTC = (1 << PORTC4) | (1 << PORTC5); //enable pullups
pinMode ( wirePin , OUTPUT) ;

}

//******>I<*****>I=*******************************************
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void loop ()
{
if (stringComplete)
{
//print the string when a new line arrives

Serial .print (inputString);

//print the current temperature of IR—sensor
if (inputString = ("GET_TEMP\n"))
{

getTemplR () ;

printTempIR () ;

//print the current temperature every z seconds
else if (inputString.startsWith ("INTERVAL"))
{
if (inputString.indexOf("=") = -1)
{
//get the parameter z called interval in ms and print it in s
getVal 1();
float interval = val 1 % 1000.0;
Serial .print ("Interval_=_");
Serial.print(interval / 1000);
Serial.println("s");
printHeader () ;
//use the interval, print the temperature until the input is STOP
while (true)

{

serialEvent () ;

long currentMillis = millis ();
delay (50) ;
if (currentMillis — previousMillis > interval)
{
previousMillis = currentMillis;
getTempIR () ;

printTempIR2 () ;
}
else if (inputString =— ("STOP\n"))
{
Serial . println (inputString);
clearInput () ;
break ;
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else if(inputString != "")

{

clearInput () ;

}

else

{
Serial.println ("Please_use: INTERVAL="x_in_s’'");

//start heating until the input is STOP, parameters defined on top
//print the temperature every second
else if (inputString = ("HEATING\n"))
{
Serial .println ("Heating_started!");
printHeader () ;

while (true)

{

serialEvent () ;

delay (50) ;

long currentMillis = millis () ;

if (currentMillis — previousMillis > 1000)

{
previousMillis = currentMillis;
getTempIR () ;

printTempIR2 () ;
if (temperatureIR < setpoint)
{

digitalWrite (wirePin , HIGH) ;
}

else

{
digitalWrite (wirePin , LOW) ;

}
else if (inputString =— ("STOP\n"))
{
Serial . println (inputString) ;
clearInput () ;
digitalWrite (wirePin , LOW) ;
break ;
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else if(inputString != "")

{

clearInput () ;

//if you meed help
else if (inputString = "HELP\n")
{
Serial .println ("GET TEMP_\t_current_temperature_of_IR—sensor");
Serial .println ("INTERVAL_\t_current _temperature_and_pressure_in_the_
interval™);
Serial.println ("HEATING_\t_start _heating");

an incorrect tnput
)
else

{

Serial.println ("What_do_you_mean? _Use:_'HELP ") ;

//clear the input after every new input
Serial .println ("——");
clearInput () ;

Funktionen der seriellen Kommunikation

vgl. Abschnitt A.5.1 - Funktionen der seriellen Kommunikation

Funktionen der Programmroutine

void getTemplR ()

{

int dev = address << 1; //one shift left, library does not do it
int data_low = 0; //data byte low

int data_ high = 0; //data byte high

int pec = 0; //packet error code

i2¢ _start_wait (devH2C_WRITE); //set device address and write mode
i2c¢_write (0x07); // write address
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i2¢_rep_start(devH2C READ); //set device address and read mode
data_low = i2c_readAck(); //read 1 byte and then send ack

data_ high = i2¢_readAck(); //read 1 byte and then send ack

pec = i2c¢_readNak(); //read 1 byte and stop

i2¢_stop();

//This converts high and low bytes together and processes temperature
//MSB is a error bit and is ignored for temps

//This masks off the error bit of the high byte,

//then moves it left 8 bits and adds the low byte

temperatureIR = (double) (((data_high & 0x007F) << 8) + data_low);
temperaturelR = (temperatureIR * tempFactor);

temperatureIR = temperatureIR — celsiusDiff;

void printTemplIR ()

{
Serial . print ("Temperature:_");
Serial .print (temperaturelR);
Serial . println ("_deg_C");

void printTempIR2 ()

{

Serial . println (temperaturelR);

// get the entered parameter value
void getVal 1()
{
int index eq = inputString.indexOf("=");
String substr = inputString.substring(index eq+1, inputString.length());
substr.trim () ;
val 1 = substr.tolnt ();

// print the header
void printHeader ()

{

Serial . println ("Cancel_process_with_STOP!") ;
Serial .println ("Temperature_[degC]|") ;
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A.5.3 Programm zur Messung der Sprungantwort

Hauptprogramm

V2223332223333 22 3333222333222 1332211332222 333222333222T"

// Heating Test I

//  Arduino Uno with one relay shield

// wire(heating): Pind, J{: connecting COMj} and NOJ

// Data of sensor DS18B20: Pin 13

// IR—Thermometer MLX90614 ESF ACF 000 _TU: SDA (A4), SCL (A5)

//********************************************************

//libraries

#include <i2cmaster.h> //IR—Thermometer

#include <DallasTemperature.h> //temperature sensor
#include <OneWire.h>  //temperature sensor

//IR—Thermometer MLX90614

#define address 0x5A //slave address

double temperaturelR = 0x0000;

float celsiusDiff = 273.15; //convert kelvin to celsius
double tempFactor = 0.02; // 0.02 degrees per LSB

//temperature sensor DS18B20

OneWire oneWire(13); //sensor: digital pin number
DallasTemperature sensor(&oneWire) ;

double temperatureDS = 0;

//pin relation

const int wirePin = 4;

//time start wvalue

long previousMillis = 0;

//temperature setpoint
int setpoint = 37;

//parameter wvalue

long val 1 = 0;

//******>I<*****>I<*******************************************

void setup ()

{
Serial . begin (9600) ;

i2c¢_init(); //initialise the i2c bus
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sensor.begin(); //initialize temperature sensor
PORTC = (1 << PORTC4) | (1 << PORTC5); //enable pullups
pinMode ( wirePin , OUTPUT) ;

//print a header

Serial .println ("Heating_started!");

Serial .print ("TemperatureIR_[degC]|") ;

Serial .print ("\t");

Serial .println ("TemperatureDS_[degC]|");
}
/) R AR A KKK AR A KA KA KA KKK KA KA KK E KA KKK RAA
void loop ()
{

digitalWrite (wirePin , HIGH) ;

long currentMillis = millis () ;

if (currentMillis — previousMillis > 1000)

{

previousMillis = currentMillis;
getTempIRDS () ;
printTempIRDS () ;

Funktionen der Programmroutine

void getTemplR ()
{
int dev = address << 1; //one shift left, library does not do it
int data_low = 0; //data byte low
int data_ high = 0; //data byte high
int pec = 0; //packet error code

i2¢_start_wait (devH2C_WRITE); //set device address and write mode
i2¢_ write(0x07); // write address

i2¢_rep_start (devH2C_READ); //set device address and read mode
data_low = i2c_readAck(); //read 1 byte and then send ack

data_ high = i2¢_readAck(); //read 1 byte and then send ack

pec = i2c¢_readNak(); //read 1 byte and stop

i2¢_stop();

//This converts high and low bytes together and processes temperature

//MSB is a error bit and is ignored for temps
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//This masks off the error bit of the high byte,
//then moves it left 8 bits and adds the low byte

temperaturelR (double) (((data_high & 0x007F) << 8) + data_low);
temperaturelR = (temperaturelR * tempFactor);
temperaturelR temperaturelR — celsiusDiff;

void getTempDS ()
{
//request temperature, put it into a buffer
sensor .requestTemperatures () ;
//reads temperature from the first sensor

temperatureDS = sensor.getTempCBylIndex(0) ;

void getTempIRDS ()
{
getTempIR () ;
getTempDS () ;

void printTempIRDS ()

{

Serial .print (temperaturelR);
Serial .print ("\t\t\t");
Serial . println (temperatureDS) ;
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A.5.4 Programm Testung des Heizsystem

Hauptprogramm

V2223332223333 22 3333222133222 1333222 3322213332221 323221T,

// Heating Test II

//  Arduino Uno with one relay shield

// wire(heating): Pind, J4: connecting COMj and NOJ

// Data of sensor DS18B20: Pin 13

// IR—Thermometer MLX90614 ESF ACF 000 _TU: SDA (A4), SCL (A5)

//********************************************************

//libraries

#include <i2cmaster.h> //IR—Thermometer

#include <DallasTemperature.h> //temperature sensor
#include <OneWire.h>  //temperature sensor

//IR—Thermometer MLX90614

#define address 0x5A //slave address

double temperaturelR = 0x0000;

float celsiusDiff = 273.15; //convert kelvin to celsius
double tempFactor = 0.02; // 0.02 degrees per LSB

//temperature sensor DS18B20

OneWire oneWire(13); //sensor: digital pin number
DallasTemperature sensor(&oneWire) ;

double temperatureDS = 0;

//pin relation

const int wirePin = 4;

//time start wvalue

long previousMillis = 0;

//temperature setpoint
int setpoint = 37;

//parameter value

long val 1 = 0;

//******>I<*****>I<*******************************************

void setup ()

{
Serial . begin (9600) ;

i2c_init (); //initialise the i2c bus
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sensor.begin(); //initialize temperature sensor
PORTC = (1 << PORTC4) | (1 << PORTIC5); //enable pullups
pinMode ( wirePin , OUTPUT) ;

//print a header

Serial .println ("Heating_started!");

Serial .print ("TemperatureIR_[degC]|");

Serial.print ("\t");

Serial .println ("TemperatureDS_[degC]|");
}
[ )RR KA KKK AR A KA KA KA KA KA KK A KK E KA KA KA A

void loop ()

{
long currentMillis = millis () ;
if (currentMillis — previousMillis > 1000)
{
previousMillis = currentMillis;
getTempIRDS () ;
printTempIRDS () ;
if (temperaturelR < setpoint)
{
digitalWrite (wirePin , HIGH) ;
}
else
{
digitalWrite (wirePin , LOW) ;
}
}
}

Funktionen der Programmroutine

vgl. Abschnitt A.5.3 - Funktionen der Programmroutine
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A.6 Rekonstruktion erfasster Datensatze

A.6.1 Testmessung an Silikatpartikeln

0.1 mm

Abbildung A.1: Bildgebung der Silikatpartikel: Projektionsaufnahme (oben) und Maximu-
mintensitatsprojektion (unten) des rekonstruierten Datensatzes. Im Projektionsbild wird
die Verteilung der fixierten Silikatpartikel im Agarosezylinder in der abgerasterten x-y-
Ebene deutlich, wahrend die z-Projektion eine Darstellung der maximalen Intensitdt in
der x-z-Ebene représentiert. Einige Kiigelchen sind zu Aggregaten zusammen gelagert und
bilden aufgrund erhéhter Absorption eine dunklere Farbung. Der einbettende Zylinder ist
als schwacher Schatten sichtbar, da eine geringfiigige Absorption stattfindet. Dadurch,
dass der Agarosezylinder leicht schrig fixiert ist, zeigt die Maximumintensititsprojektion
keine exakte Kreisform, sondern ein Oval. Die Auflosung betragt 3,3 pm.
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A.6.2 Testmessung an hES-Zell-Sphéiroiden

Abbildung A.2: Bildgebung der hES-Zell-Sphéroide: Projektionsaufnahme (oben) und Ma-
ximumintensititsprojektion (unten) des rekonstruierten Datensatzes. Das Agarosemedium
ist als leichter Schatten erkennbar. Die Aufnahmen zeigen fiinf grofe Sphéroide im Durch-
messer von 200 bis 300 pm. Dariiber hinaus sind {iber den gesamten Zylinder sowohl kleine
Zellaggregate als auch vereinzelte Zellen verteilt sichtbar. Die Auflésung der Aufnahmen
liegt bei 2,67 pm.
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A.7 Bilder

A.7.1 DipSlides nach Inkubation

Abbildung A.3: Fotos der Nahrbéden der DipSlides nach einer Inkubation von insgesamt
5 d. Jeweils zwei DipSlides von abgepumptem Medium (oben), Medium des Vorratsbehél-
ters (Mitte) und Medium der Negativkontrolle (unten) mit der Gesamtkeimzahl (links)
und Hefen und Schimmelpilzen (rechts). (Anm.: Aufgrund von Kondenswasser an den
Réhrchen kommt es bei den Fotos vereinzelt zu Lichtreflexionen.)
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A.7.2 Inkubation von hES-Zell-Sphiroiden

Abbildung A.4: Fotos des Messaufbaus der gestarteten Inkubation von hES-Zell-
Sphéroiden. Zu sehen sind in den Bildern die Probeneinheit (1), das Heizsystem (2), das
Mediumreservoir (3), die Befiillhilfe (4), das U-Rohr-Manometer (5), das Gasreservoir (6),
die Schlauchpumpen (7) und die Schlauchquetschventile (8).
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Abbildung A.5: Foto der Probeneinheit der gestarteten Inkubation von hES-Zell-
Sphéroiden.
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Abkiirzungen und Symbole

AD
CAD
CRISTAL
CT

cW

DIN
DOF
FOV
HEPES
hES-Zellen
12C

ID
KBE
NC

NO
OPT
PES
PMMA
PMT
POM
PP

PS
PTFE
RPMI
SCL
SDA
SLOT
USB
uv

Aufsendurchmesser
computer-aided design

curing resin-infiltrated sample for transparent analysis with light
computed tomography

continuous wave

Deutsche Institut fiir Normung
depth of field

field of view
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
humane embryonale Stammzellen
inter-integrated circuit
Innendurchmesser

koloniebildende Einheit

normally closed

normally open

optical projection tomography
Polyethersulfon
Polymethylmethacrylat, Plexiglas
photomultiplier tube
Polyoxymethylen

Polypropylen

Polystyrol
Polytetrafluorethylen, Teflon
Roswell Park Memorial Institute
serial clock

serial data

scanning laser optical tomography
universal serial bus

Ultraviolett
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