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Ausgangslage und Zielsetzung 
Die Phasenkontrastmikroskopie ist ein etabliertes Verfahren zur Qualitätskontrolle in der Zellkultur. Ihre 
Leistungsfähigkeit wird jedoch durch den Meniskuseffekt eingeschränkt: In Zellgefäßen wölbt sich die 
Flüssigkeit durch Kapillarkräfte am Rand nach oben. An der so entstehenden gekrümmten Oberfläche wird 
der Beleuchtungsstrahlengang gebrochen, wodurch die für Phasenkontrast erforderliche zentrische 
Beleuchtung am Rand nicht mehr gegeben ist. In Zellgefäßen wie Mikrotiterplatten (MTP) ist der effektiv 
nutzbare Bildbereich dadurch auf die flache Mitte der Wells begrenzt, was je nach Durchmesser nur 2% 
der Gesamtfläche beträgt. 
PhaseAdaptS verfolgte das Ziel, den Meniskuseffekt zu kompensieren, um den mikroskopierbaren Bereich 
deutlich zu vergrößern und große Flächen effizient zu erfassen. Bei der Aufnahme großer Flächen ergibt 
sich jedoch ein weiteres Problem: Die Phasenkontrastmikroskopie ist ein langsames Verfahren, wenn große 
Flächen gescannt werden sollen. Hierdurch ergibt sich die zusätzliche Anforderung, das Aufnahmeverfahren 
hochdurchsatzfähig zu machen. 
 
Ansatz und Vorarbeiten 
Das Projekt konnte auf Vorarbeiten aufbauen, in denen Hochdurchsatzmikroskope entwickelt wurden, die 
kontinuierlich Bilder aufnehmen, während sich die Probe bewegt. Ein Anhalten für jedes Bild ist nicht 
erforderlich; die Einzelbilder werden zu einem Gesamtbild zusammengesetzt, das die gesamte Probe 
abbildet. Dieser Ansatz wurde für PhaseAdaptS übernommen. 
Auch zur Kompensation des Meniskuseffekts gab es Vorstudien. Sie legten nahe, dass sich 
Phasenkontrastbedingungen wirksam herstellen lassen, wenn die Beleuchtung an die lokale Krümmung der 
Flüssigkeitsoberfläche angepasst wird. Benötigt werden adaptive Komponenten im 
Beleuchtungsstrahlengang, die je nach Probenposition unterschiedliche Einstellungen annehmen können, 
um die durch den Meniskus verursachte Lichtbrechung gezielt zu kompensieren. 
 
Konzept des Demonstrators  
Als Projektziel wurde festgelegt, ein effektives Phasenkontrastverfahren zu entwickeln und dessen 
Funktionsfähigkeit mit einem Demonstrator zu belegen. Der Demonstrator basiert auf einem 
handelsüblichen inversen Phasenkontrastmikroskop. Die adaptiven Komponenten zur 
Meniskuskompensation wurden oberhalb der Probe in den Beleuchtungsstrahlengang integriert und als 
herausnehmbare Einheit konstruiert, um die übrigen Funktionen des Mikroskops uneingeschränkt nutzen 
zu können. Zwei adaptive Komponenten wurden für den Einsatz identifiziert, welche in jeweils einem 
Arbeitspaket untersucht wurden: ein Liquid Crystal Display (LCD) und ein flüssigkeitsgefülltes Prisma. 
Für die Bildaufnahme wurde ein mäandernder Scan ohne Anhalten definiert. Für jede Bildposition werden 
die Einstellungen der adaptiven Komponenten vorab berechnet und über elektrische Triggersignale mit der 
Bildaufnahme synchronisiert. Daraus ergab sich die Anforderung, die Komponenten innerhalb von 
Millisekunden zwischen Zuständen umzuschalten, um das Ziel von mindestens 50 Bildern pro Sekunde zu 
erreichen. 
 
Adaptive Komponenten 
Das LCD erzeugt die für die Phasenkontrastmikroskopie notwendige ringförmige Beleuchtung durch eine 
einstellbare Schwarz-Weiß-Matrix. Der Ring lässt sich auf dem Display frei verschieben und verzerren, sodass 
die Beleuchtung schnell an die lokale Meniskuskrümmung angepasst werden kann. 
Eine Vielzahl von LCD-Modellen wurde auf Eignung untersucht und so modifiziert, dass sie bei weißer 
Darstellung möglichst transparent sind. Diese Modifikation war erforderlich, weil die integrierte 
Hintergrundbeleuchtung handelsüblicher LCDs für Mikroskope ungeeignet ist. Ein zentrales Problem 
bestand darin, dass viele Displays auch im weißen Zustand einen großen Teil des Lichts blockierten. Das 
führte zu einer unzureichenden Ausleuchtung der Probe, was bei Hochdurchsatzaufnahmen mit kurzen 
Belichtungszeiten problematisch ist: Um Bewegungsunschärfe zu vermeiden, muss die Beleuchtung in der 
kurzen Belichtungszeit so hell wie möglich sein.  
Schließlich wurde ein monochromes LCD mit günstigen Transmissionseigenschaften identifiziert. Für die 
Synchronisation mit der Bildaufnahme wurde eine Steuerung auf Basis eines Raspberry Pi und elektrischer 
Triggersignale entwickelt. Versuche bestätigten, dass der Beleuchtungsstrahlengang wie geplant beeinflusst 
werden kann. 
 
Das flüssigkeitsgefüllte Prisma dient der gezielten Neigung der Beleuchtungsrichtung. Zwischen zwei im 
Ausgangszustand parallelen Glasplatten befindet sich eine Flüssigkeit, die durch eine flexible Hülle 
abgedichtet ist. Durch eine definierte Kippbewegung der Glasplatten zueinander wird die Strahlrichtung 
verändert, um den Meniskuseffekt zu kompensieren. Die Kippung erfolgt über Servomotoren. 



Im Projekt wurden mehrere Varianten realisiert, mit Schwerpunkt auf einem hochdynamischen Design, das 
Positionswechsel in Sekundenbruchteilen erlaubt. Der begrenzte Bauraum stellte eine wesentliche 
Herausforderung dar. Die flexible Hülle musste Beweglichkeit und Dichtheit zugleich gewährleisten. Nach 
mehreren Versuchen wurde sie aus Silikon in einer gefrästen Gussform gegossen. Experimente zeigten, dass 
der Strahlengang gezielt beeinflusst werden konnte. Allerdings erfüllte die Ansteuerung die Anforderungen 
an Genauigkeit und Geschwindigkeit nicht. Da das LCD die Kompensation des Meniskuseffekts allein 
ausreichend und deutlich dynamischer ermöglicht, wurde für den finalen Demonstrator auf das Prisma 
verzichtet. 
 
Systemaufbau und Synchronisation 
Für den vollständigen Demonstrator wurde eine sehr helle LED mit einer Lasersteuerung kombiniert, die 
Mikrosekundenpulse erlaubt. Zwei Hochgeschwindigkeitskameras und ein hochdynamischer 
Mikroskoptisch ermöglichen High-Speed-Aufnahmen. Mehrere Bewegungscontroller übernehmen die 
Steuerung und Synchronisation sämtlicher Komponenten, damit Beleuchtung, adaptive Elemente, Kameras 
und Tisch exakt im Takt arbeiten. 
 
Algorithmus und Messprozess 
Ein weiterer Meilenstein war die Entwicklung eines Algorithmus, der für jede Position in einem Zellgefäß die 
erforderlichen LCD-Einstellungen zur Meniskuskompensation berechnet. Grundlage sind Bildaufnahmen 
einer zweiten Kamera, die den Beleuchtungsstrahlengang beobachtet. Daraus wurde ein zweistufiger Mess- 
und Aufnahmeprozess umgesetzt. Im ersten Durchlauf wird die durch den Meniskuseffekt verursachte 
Lichtbrechung mit der zweiten Kamera erfasst. Im zweiten Durchlauf werden die Probenbilder mit 
angepasster Beleuchtung aufgenommen und anschließend zu einem großflächigen Gesamtbild 
zusammengefügt. 
 
Ergebnisse 
Der Demonstrator wurde umfassend mit unterschiedlichen Zellkulturgefäßen erprobt. Es wurden 
Aufnahmegeschwindigkeiten von bis zu 60 Bildern pro Sekunde erreicht und damit die Zielvorgabe von 50 
Bildern pro Sekunde übertroffen. Gegenüber einem Stop-and-Go-Verfahren, bei dem für jedes Einzelbild 
angehalten werden muss, ist das Verfahren etwa 25-mal schneller. Im Vergleich zur 
Hochgeschwindigkeitsmikroskopie ohne Meniskuskompensation benötigt es lediglich etwa die dreifache 
Zeit, was angesichts der zusätzlichen Komplexität als sehr gutes Ergebnis zu bewerten ist. 
Der mikroskopierbare Flächenanteil im Phasenkontrast konnte je nach Probentyp um bis zu das Neunfache 
gesteigert werden. Dank der präzisen Synchronisation bleibt diese Fläche auch bei der Aufnahme in 
kontinuierlicher Bewegung auf dem Niveau eines Stop-and-Go-Verfahrens; die Bildqualität wird durch die 
Bewegung nicht beeinträchtigt. 
 
Fazit 
PhaseAdaptS zeigt, dass sich der Meniskuseffekt in Zellkulturgefäßen adaptiv kompensieren lässt und damit 
großflächige Phasenkontrastaufnahmen im Hochdurchsatz möglich sind. Der entwickelte Demonstrator 
übertrifft die Zielgeschwindigkeit, erhöht den nutzbaren Bildbereich deutlich und hält die Bildqualität auch 
während kontinuierlicher Bewegung stabil. Die Projektziele wurden erreicht. 
 


