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Um die Zelldicke aus digitalholographischen Phasenkontrastbildern zu ermitteln,
ist eine genaue Kenntnis des zellularen Brechungsindex notwendig. Es wird ein
digitalholographisches  Verfahren vorgestellt, welches den integralen

Brechungsindex von spharischen Suspensionszellen als Parameter der
Anpassung eines Modells an digitalholographische Phasendaten ermittelt.

1 Einfiihrung

Digitalholographische Verfahren ermdglichen eine
quantitative  Multifokus-Phasenkontrastmikrosko-
pie, die zur markerfreien dynamischen Lebendzell-
analyse geeignet ist [1]. Die Berechnung der Zell-
dicke aus digitalholographischen Phasenverteilun-
gen erfordert prazise Informationen Uber den Bre-
chungsindex von Einzelzellen, sowie Uber dessen
statistische Verteilung. Mit dem vorgestellten Algo-
rithmus wird der zelluldre Brechungsindex als Pa-
rameter der iterativen Anpassung eines Modells an
digitalholographische  Phasenverteilungen  be-
stimmt. Vorraussetzung hierfir sind ein sphari-
sches Zellvolumen, ein bekannter Brechungsindex
des Zellkulturmediums sowie ein bekannter Abbil-
dungsmalfistab.
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Abb. 1 Durchlicht-Anordnung zur digitalholographischen
Mikroskopie. Lichtquelle ist ein frequenzverdoppelter
Nd:YAG-Laser (4 = 532 nm).

2 Das Anpassungsverfahren

Das Verfahren nutzt digitalholographisch-mikro-
skopische Phasenkontrastbilder (Abb. 2, links,

Abb. 3 (a)), wie sie mit einem Aufbau ent-
sprechend Abb. 1 aufgenommen werden. Die
Phasenkontrastbilder werden zunachst numerisch
untergrundkorrigiert. Fir die durch eine Zelle ver-
ursachte Phasendifferenz Ag, an der Koordinate

(x, y) qilt [2]:
A, (%,7) = 27”(111 ) -d(x. ). (1)

Dabei sind n; und ny, die Brechungsindizes von
Zelle und Medium, d(x, y) ist die Zelldicke an der
Position (x, y) und 1 ist die Wellenlédnge des Laser-
lichts. Mit dem Zellradius R und dem Zellmittel-
punkt (xo, ¥o) gilt unter der Annahme sphérischer
Zellen:

d(x, )= 2R —(x=x)" = (= 1)’ )

Einsetzen in (1) liefert:

sz(x)=47”<nz—nM>-JR2—(x—x0)2—<y—yo)2. @3)

Gl. (3) wird iterativ nach der Methode der kleinsten
Quadrate Uber die Parameter nz, R, x, und y, an
die Phasenverteilung angepasst. Hierzu wird das
GauB3-Newton-Verfahren [3] verwendet. Abb. 2
zeigt die Anpassung von Gl. (3) an den Schnitt
durch die gemessene Phasenverteilung eines syn-
thetischen Partikels (bead).
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Abb. 2 Links: Digitalholographisches Phasenkontrastbild
eines Bead. Rechts: Profil zum Schnitt entlang der ge-
strichelten Linie links.
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Ein Beispiel fur die Anpassung von Gl. (3) an die
Phasenverteilung einer Zelle wird in Abb. 3 anhand
von Pseudo-3D Darstellungen illustriert. Die Unsi-
cherheit in der Bestimmung des zellularen Bre-
chungsindex n; sowie des Zellradius R wird an-
hand der Standardabweichung der Ergebnisse an
verschiedenen Phasenkontrastbildern ein und
derselben Zelle ermittelt.
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Abb. 3 (a) Digitalholographisches Phasenkontrastbild
einer Zelle. Die Bilder (b) bis (d) zeigen Pseudo-3D
Darstellungen von (b) den Phasendaten, (c) der Anpas-
sung an die Phasendaten gemaf Gl. (3) und (d) des
Betrags der Differenz zwischen Phasendaten und An-
passung. Mit n,, = 1,337 ergeben sich n; = 1,373+0,003
und R = (10,2+0,1) um.

3 Messungen und Ergebnisse

Die Funktionalitat des Algorithmus wird durch Un-
tersuchungen an Beads und einer Zelllinie Gber-
pruft. Die Messung an Beads ergibt einen radius-
unabhéngigen Brechungsindex von 1,3381+0,0004
(der angegebene Fehler ist in diesem Fall die
Standardabweichung der Brechungsindexvertei-
lung der Beads). Bei Zellen hingegen liefert eine
Zunahme des Radius eine Abnahme des integra-
len Brechungsindex (Abb. 4).
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Abb. 4 Brechungsindex in Abhé&ngigkeit vom Radius.
Links: Beads. Rechts: HepG2-Zellen. Der Brechungsin-
dex der beads ist radiusunabhangig, der der Zellen
nimmt mit zunehmendem Radius ab.

Eine mdgliche Erklarung hierfir ist der Wasserge-
halt der Zellen [4]: GréRRere Zellen enthalten ver-
haltnismaRig mehr Wasser als kleinere. lhr Bre-
chungsindex ist daher naher an dem des Zellkul-
turmediums bzw. an dem von Wasser. Abb. 5 zeigt

die Brechungsindexstatistik von 55 HepG2-Zellen
(Lebertumorzellen). Als Mittelwert der Verteilung
ergibt sich ein zellularer Brechungsindex von
1,370+0,005 (Angegebener Fehler: Standardab-
weichung der Statistik).
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Abb. 5 Brechungsindexstatistik einer Messung von
HepG2-Zellen (N = 55).

4 Zusammenfassung

Vorgestellt wurde ein Verfahren zur Bestimmung
des integralen zellularen Brechungsindex aus digi-
talholographischen Phasenkontrastbildern. Die
korrekte Funktionsweise des Algorithmus wurde
durch Messungen an Beads demonstriert. An mit
einem 63x Objektiv aufgenommen sphéarischen
Suspensionszellen erlaubt die Methode die Be-
stimmung des integralen Brechungsindex mit einer
Prazision von etwa 0,003. Die Unsicherheit in der
Bestimmung des Zellradius liegt bei ca. 0,1 pm.
Das Verfahren ist markerfrei, erfordert keine zu-
séatzliche Probenpraparation und ist somit problem-
los in der Lebendzellanalyse einsetzbar. Weiterhin
wurde gezeigt, dass der Brechungsindex von
HepG2-Zellen mit der ZellgrolRe abnimmt.
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