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Wir stiften Zukunft

Forschungsergebnisse

Optische Technologien
der Baden-Wurttemberg Stiftung gGmbH



Zell- und Gewebediagnose mittels Streulichtmikroskopie

Im Rahmen des Forschungspro-
gramms Optische Technologien der
Baden-Wiirttemberg Stiftung wurde
in einem Gemeinschaftsprojekt die
Zell- und Gewebediagnose mittels
Streulichtmikroskopie untersucht.

Das Verstédndnis der Funktion biolo-
gischer Zellen als Grundeinheit aller
lebenden Organismen ist essenziell flr
den wissenschaftlichen Fortschritt in
den Lebenswissenschaften. Deshalb
ist es wichtig, Uber Werkzeuge zur
Vermessung von Zellen und zellulérer
Organellen auf Submikrometerskala
zu verfugen, die diese nicht schadigen
und ihre Funktion nicht durch externe
Marker verandern. Deshalb werden
weltweit Modifikationen von Lichtmi-
kroskopen untersucht, die aber ohne
das Einbringen von externen Markern
(z.B. Fluorophore) meist keinen hinrei-
chenden Kontrast aufweisen.

Durch das in dem Projekt entwickelte
Verfahren kann mittels Messung des
spektral und winkelaufgeldsten Streu-
lichts die Aufldsung von definierten
Streuern wesentlich verbessert wer-
den. So kdnnen prinzipiell zellulare
Strukturen optisch erkannt und hin-
sichtlich bekannter Krankheitsbilder
mit geeigneten Auswerteverfahren
analysiert werden. Ein weiterer Vorteil
des Verfahrens ist, dass keine exter-
nen Marker verwendet werden mus-
sen, da die Lichtstreuung selbst Ur-
sprung des Kontrasts ist.

Im Rahmen des Projekts wurde ein
Streulichtmikroskop aufgebaut und op-
timiert. Neben spektral und winkelauf-
geldsten Messungen wurde auch eine
Erweiterung auf polarisationsabhan-
gige Experimente realisiert. Dadurch
kbnnen aufwendige Referenzmes-
sungen umgangen werden.

Der Messaufbau wurde mithilfe von
Polystyrolkigelchen evaluiert. Dazu
wurden Uber 100 Polystyrolklgelchen

spektral vermessen und mit einem
weiteren Aufbau, der Kkollimierten
Transmissionsmethode, verglichen. Die
gemittelten Durchmesser der Polysty-
rolkigelchen wurden auf unter einen
Nanometer genau bestimmt, also mehr
als einen Faktor 1000 genauer als der
absolute Durchmesser, der einige Mi-
krometer betrug, siehe Abbildung 1.

Des Weiteren wurde eine gro3e Anzahl
zwei- und dreidimensionaler Modelle
auf Unterschiede des Remissions- und
Transmissionsverhaltens untersucht,
die jeweils einerseits mit Losungen der
exakten Maxwell-Gleichungen und
andererseits mit Lésungen der Trans-
portgleichung berechnet wurden. Mit
diesen theoretischen Betrachtungen
lasst sich die Gdltigkeit der seither
verwendeten  Auswertealgorithmen
abschatzen.

Es konnte gezeigt werden, dass fur
kleine Streuer (im Vergleich zur Licht-
wellenldnge) abhangige Streuung
schon fur kleine Konzentrationen vor-
liegt, d.h. dass hier die seither in der
Regel angenommene unabhangige
Streuung nicht verwendet werden
kann. Bei groBeren Streuern tritt die

abhangige Streuung dagegen erst bei
gréBeren Konzentrationen auf.

Somit besteht die Mdglichkeit, dass
z.B. Bakterien aufgrund der Streulicht-
messungen nicht nur erkannt werden,
sondern ihre genaue GrdBe durch Ver-
gleich mit den Simulationen ermittelt
werden kann.

Messungen an Zellkernen dagegen
zeigten Streuspektren, die ohne the-
oretische Betrachtungen selbst qua-
litativ nicht erklarbar waren, siehe
Abbildung 2. Genauere aufwendige
Simulationen, die ohne die Hardware-
Beschleunigung der Streulicht-Simu-
lation aus Rechenzeit-Grinden nicht
durchflihrbar gewesen waren, er-
moglichten dann die Interpretation der
Spektren als Uberlagerung der Spek-
tren des Zellkerns und dessen Mi-
krostruktur, insbesondere der Nukleoli.

FUr die Hardware-beschleunigte Streu-
lichtsimulation wurden zwei algorith-
mische Ansatze auf Basis der Max-
well-Gleichungen verfolgt, die Diskrete
Dipol-Approximation (DDA) und die
Finite-Difference-Time-Domain-Metho-
de (FDTD). Die sequentielle DDA ist fUr
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Abbildung 1: Histogramm der 137 Kugeldurchmesser, die einzeln mit Hilfe der spektral aufgelo-
sten Streulichtmikroskopie bestimmt wurden (Mittelwert v, = 4,1471 ym und Standardabweichung
0, = 0,0206 um). Die dunkelblaue Linie représentiert die GauB‘sche GréBenverteilung der Polystyrol-
Kugel-Suspension, die mit dem Aufbau der kollimierten Transmission bestimmt wurde (Mittelwert
V;; = 4,1468 pm und Standardabweichung o, = 0,0208 pm).
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geringe Brechungsindizes gegentber
einer sequentiellen FDTD-Methode auf
einer CPU hinsichtlich der Rechenzeit
vorteilhafter. Die DDA konnte fUr eine
Grafikkarte parallelisiert und damit um
bis zu einem Faktor 15 beschleunigt
werden.

Die FDTD-Methode skaliert verglichen
dazu wesentlich besser auf paralleler
Hardware, da lediglich lokale Daten-
abhéangigkeiten zwischen den elektro-
magnetischen Feldvariablen der Grid-
Zellen existieren. Fur die DDA wird das
Material stattdessen in Dipole diskreti-
siert, deren Wechselwirkungen in dem
Simulationsalgorithmus zu globalen
Datenabhéangigkeiten fuhren und damit
den Geschwindigkeitsgewinn auf einer
Grafikkarte begrenzen.

Im Gegensatz dazu konnte fur die
FDTD-Methode fur die parallelisierten
Implementierungen auf einer Grafik-
karte eine Beschleunigung um den
Faktor 100 bis 200 erreicht werden.
Somit wird z.B. fur eine Menge an 3D-
Simulationen, die die Rechenzeit von
ca. einer Woche auf einer CPU bendéti-
gen, diese auf einer Grafikkarte mit der
erarbeiteten Implementierung in 1 bis
2 Stunden berechnet. Insofern konnte
gezeigt werden, dass fur parallele Im-
plementierungen mit der FDTD deut-
lich bessere Ergebnisse gegentber der
DDA erreicht werden kénnen.

Mit der parallelen FDTD-Implemen-
tierung konnten wesentlich umfang-
reichere Simulationen durchgefihrt
und Schlussfolgerungen aus den
Ergebnissen gezogen werden. Fur
die parallele FDTD-Implementierung
wurden alle Schritte einschlieBlich der
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Feldberechnung, der Berechnung des
Perfectly Matched Layer, dem Total-
Field/Scattered-Field-Verfahren und
dem Near-To-Farfield-Verfahren auf die
GPU Ubertragen (siehe Abbildung 3).

Eine Einschrénkung, die Grafikkarten
prinzipiell mit sich bringen, ist der auf
wenige GByte begrenzte Speicher, der
flr die FDTD die GréBe des maximal
moglichen  Simulationsgebiets  be-
stimmt.

Um das Simulationsgebiet unabhan-
gig von der SpeichergroBe zu reali-
sieren, wurde es in Bereiche zerlegt,
die eigenstandig auf einer Grafikkarte
berechnet werden kdnnen. An den
Randern der Bereiche entsteht ein zu-
satzlicher Kommunikationsaufwand, so
dass insgesamt durch das Gebietszer-
legungsverfahren die Performance der
parallelen FDTD reduziert wird. Diese
Performance-Reduktion konnte jedoch
durch geeignete MaBnahmen auf le-
diglich ca. 25% begrenzt werden.

Mit dieser FDTD-Implementierung
steht nun ein Werkzeug flr die rechen-
zeiteffiziente DurchfGhrung von kom-
plexen Streulichtsimulationen zur Ver-
fligung, das intensiv fur die Arbeiten in
diesem Projekt eingesetzt wurde und
dartber hinaus fur zukUnftige Projekte
auch anderen Anwendern zur VerfU-
gung steht.

Fir ein  Online-Analyse-Werkzeug
wurden Arbeiten durchgefuhrt, die
sich aus zwei Grinden auf Untersu-
chungen am Zellkern konzentriert ha-
ben. Zum einen ist die GroBe, Form
und die Homogenitat des Zellkerns
eines der Hauptmerkmale fUr die Be-
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Abbildung 2: Polarisationsabhéngige Streuspektren von Zellkernen: a) CHO-Kern. b) 3T3-Kern.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der FDTD,
PML = Perfectly Matched Layer, TF = Total Field,
SF = Scattered Field, NTFF = Near-To-Farfield.

stimmung von Gewebeentartungen,
zum anderen hatten Simulationen von
gréBeren Geometrien (z.B. Zellen) die
verfugbaren Rechenzeiten gesprengt.

Diese Untersuchungen zeigen einer-
seits das Potenzial der Streulichtmi-
kroskopie fur die Krebsfriherkennung,
demonstrieren aber auch andererseits
eindrucksvoll die Notwendigkeit der
theoretischen Beschreibung der Spek-
tren.
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