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Kapitel 1

Einleitung

Nachdem Mikrosonden schon seit Langerem in den verschiedensten Gebieten wie

Mikrostrukturierung, Lithographie oder der Untersuchung der Wirkung ionisierender

Strahlung auf Mikroelektronik Anwendung finden, entwickelte sich in den letzen zehn bis

fiinfzehn Jahren auch das Interesse der Radiobiologen an diesen Instrumenten. Die Vorteile

der Benutzung einer Mikrosonde gegeniiber einer Breitfeldbestrahlung liegen dabei auf der

Hand: Sie bietet die Moglichkeit, eine definierte Anzahl Ionen in ausgewéhlten Bereichen

einzelner Zellen zu platzieren und so die deponierte Dosis und sogar deren Verteilung

innerhalb der Zelle prizise zu kontrollieren.

An den Instituten, an denen eine solche gezielte Bestrahlung bereits mdglich ist, wird damit

hauptsachlich an drei Gebieten gearbeitet:

— Die Untersuchung des Strahlenrisikos bei der Bestrahlung mit niedrigen Dosen
Hierbei geht es hauptsidchlich um die Erforschung des Effektes, dass Zellen sehr
empfindlich auf niedrige Dosen reagieren, wiahrend die Strahlenbestdndigkeit fiir hohere
Dosen zunimmt ("low-dose hypersensitivity") [MAR93]. Durch die gezielte Bestrahlung
kann bei diesen Experimenten die bei der Breitfeldbestrahlung auftretende statistische
Verteilung der Ionentreffer pro Zelle vermieden und so wesentlich genauere Aussagen
iiber deren Empfindlichkeit gemacht werden.

— Die Untersuchung des "Bystander-Effekts"
In den letzten Jahren wurde in einer Reihe von Experimenten gezeigt, dass es
Wechselwirkungen zwischen bestrahlten und benachbarten unbestrahlten Zellen gibt.
Diese fithren dazu, dass auch die unbestrahlten Zellen vergleichbare Strahlenschdaden wie
die bestrahlten zeigen (Bystander-Effekt) [MOTO01][MORO3]. Ein typisches Beispiel
dafiir ist das Experiment von Nagasawa und Little [NAG92], in dem eine Zellpopulation
mit einer konventionellen Alpha-Quelle so bestrahlt wurde, dass statistisch weniger als
1% der Zellen von einem Teilchen durchdrungen wurden und trotzdem mehr als 30% der
Zellen einen erhohten Grad an DNA-Schiden zeigten.
Die Féhigkeit, mit einer Mikrosonde wihrend der Experimente die zu bestrahlenden
Zellen nach gewissen Kriterien auszuwéhlen und daher bei der Auswertung sicher zu
sein, dass in allen anderen Zellen keine Dosis deponiert wurde, ermdglicht die prézise
Untersuchung der verschiedensten Aspekte dieses Effektes [MIC04].

— Untersuchung strahlenempfindlicher Regionen in den Zellen
Mit Mikrosonden koénnen einzelne lonen in bestimmten Bereichen innerhalb einer Zelle
platziert werden, wodurch die Untersuchung der Strahlenempfindlichkeit zelluldrer
Regionen moglich wird. So zeigten beispielsweise Untersuchungen am Gray Laboratory
(Middlesex, UK) dass auch die Bestrahlung des Zytoplasmas bei menschlichen
Fibroblasten zur Induktion von Schéden an der DNA fiihrt [OZO00].

Bereits Mitte der 1980er Jahre wurde im Rahmen einer Promotion an der Gesellschaft fiir
Schwerionenforschung (GSI) eine Einzelionen-Bestrahlungsapparatur konstruiert und an
Bakteriensporen erprobt [WEI87]. Mit Hilfe eines aus einer aufgeétzten lonenspur in
Glimmer bestehenden Kollimators konnten dabei bereits Ionen bis 1,4MeV/u mit einer
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2 Kapitel 1

Genauigkeit von etwa +/-1,5um auf der Probe platziert werden. Nach einer weiteren
Doktorarbeit, die sich mit der Inaktivierung von Séugetierzellen nach Ionenbeschuss
befasste [KRA91], wurde die Arbeit an der Bestrahlungsapparatur jedoch wieder
eingestellt.

Die ersten heute noch routinemifig fiir den Einsatz in der Radiobiologie genutzten
Mikrosonden, die Zellbestrahlungen mit Protonen und o-Teilchen mit Energien bis zu
6MeV erlauben, wurden 1991 an der Columbia Universitdt (New York, USA) [GEA91]
und 1997 am Gray Laboratory [FOL97a][FOL97b] in Betrieb genommen. Mit dem 2001
fertig gestellten Aufbau am Japan Atomic Energy Research Institute (Takasaki, Japan)
[KAMO1] ist dagegen die Bestrahlung mit allen Ionen von Wasserstoff bis Gold mit
Energien bis zu 10MeV/u moglich.

Ahnlich wie die an der GSI entwickelte, nutzen diese drei Apparaturen Kollimatoren, um
die gezielte Bestrahlung durchzufiihren, wobei darin hauptsiachlich Silizium-, Edelstahl-
oder Glaskapillaren verwendet werden. Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dass es
zu Streuungen der Teilchen an den Wénden des Kollimators kommt. Dies hat zum einen
zur Folge, dass die Energie der Ionen, die die Probe erreichen, nicht mehr genau definiert
ist, zum anderen wird der Strahlfokus durch die gestreuten Teilchen deutlich groBer als der
Durchmesser der Kapillare. So wird fiir die Mikrosonde am Gray Laboratory angegeben,
dass bei der Benutzung einer Glaskapillare mit einer Lidnge von Imm und einem
Durchmesser von lpm nur etwa 96% der eingestrahlten 3,5MeV Protonen mit einer
Genauigkeit von +/-2,5um platziert werden konnten [FOL97b]. Bei der Schwerionen-
Mikrosonde am Japan Atomic Energy Research Institute liegen sogar nur etwa 85-90% der
Teilchen innerhalb eines Bereiches mit 10um Durchmesser [KAMO1].

Diese Nachteile konnen mit fokussierenden Mikrosonden vermieden werden. Bei ihnen
wird der Ionenstrahl durch eine Anordnung von Schlitzen und ionenoptischen
Komponenten in einen Fokus mit wenigen hundert Nanometern Durchmesser gelenkt.
Diese Systeme haben den zusédtzlichen Vorteil, dass dieser Zielpunkt durch elektrische oder
magnetische Felder bewegt werden kann. So ist es mdglich, die Ionen mit Hilfe der
Strahlablenkung auf die Positionen der Zellen zu zielen, wodurch die Bestrahlung im
Vergleich zu den kollimierenden Mikrosonden, bei denen die Zellen vor die Mikroschlitze
gefahren werden miissen, wesentlich schneller durchgefiihrt werden kann.

Diese Vorteile und das gestiegene Interesse von Radiobiologen an der gezielten
Bestrahlung von Zellen sind die Griinde dafiir, warum in den letzten Jahren an mehreren
Instituten vorhandne fokussierende Mikrosonden so umgeriistet werden, dass damit
Zellbestrahlungen mdglich sind. So gibt es derartige Aktivitdten beispielsweise an der PTB
in Braunschweig [GRE04], am CENBG in Bordeaux (Frankreich) [MORO1] und an der TU
Miinchen [HAUO04].

Ziel dieser Arbeit ist es, auch die Schwerionen-Mikrosonde an der GSI, mit der im
Gegensatz zu allen anderen Mikrosonden mit allen Ionen von Kohlenstoff bis Uran mit
Energien bis zu 11,4MeV/u gearbeitet werden kann, so zu modifizieren, dass damit
Einzelzellbestrahlungen moglich sind. Dazu muss ein Weg gefunden werden, wie der
fokussierte Ionenstrahl mit minimaler Streuung aus dem Vakuum des Strahlrohres auf die
Zellen, die sich in normalem Umgebungsdruck befinden, gezielt werden kann. Daneben
wird zur Bestrahlung mit einer definierten Teilchenanzahl ein zuverléssiger Trefferdetektor
bendtigt, der die Qualitit des Mikrostrahls nicht zerstort. Aufgrund der horizontalen
Strahllage muss auBerdem ein Gefda3 entwickelt werden, in dem die Zellen wahrend der
Bestrahlung in vertikaler Position gehalten werden konnen.
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Bei diesen Modifizierungen ist zu beachten, dass an der Mikrosonde neben den
radiobiologischen Untersuchungen auch weiterhin Experimente zu Strahlenschiden an
Integrierten Schaltkreisen und zur Mikrostrukturierung durchgefiihrt werden sollen und
deshalb ein einfacher Wechsel zwischen den dafiir bendtigten Bestrahlungsautbauten
moglich sein soll.



Kapitel 2
Die Mikrosonde

2.1 Funktionsweise

Die Mikrosonde, die sich am Ende des Linearbeschleunigers der GSI (UNILAC) befindet,
ist ein Instrument, das die Fokussierung des Ionenstrahls bis auf fokale Durchmesser von
etwa 500nm erlaubt [FIS85], mit dem aber auch einzelne Ionen mit der gleichen
Genauigkeit auf einer Probe platziert werden konnen [FIS91]. Das dazu verwendete System
aus Schlitzen und magnetischen Komponenten ist in Abb. 2.1 dargestellt.

magn.
Strahl-
ablenkung

\AdA,

A
Strahl-
Tonen- ¢ paiter -
strahl

magnetische
Linse

Probe

Anti-

Streuschlitze ‘Ag;ert;r_
cnde Elektronik
und
Computer

Abb. 2.1 Schematischer Aufbau der Mikrosonde

Die Ionen gelangen durch die Objektschlitze, die iiblicherweise eine Offnungsfliche von
etwa 10 x 10um? besitzen und daher nur einen kleinen Teil des priméiren lonenstrahls
passieren lassen, in die Mikrosonde. Dort werden sie von einer magnetischen Quadrupol-
Triplett-Linse auf die Probe fokussiert. Durch die Aperturblende mit einem Offnungs-
durchmesser von etwa 100um, die sich direkt vor der Linse befindet, werden deren
sphérische und chromatische Aberrationen begrenzt. Zusitzliche Anti-Streuschlitze sorgen
dafiir, dass nur wenige der an den Kanten der Objektschlitze gestreuten Ionen die Probe
erreichen. Diese wiirden wegen ihrer veridnderten Energie und des eventuell verédnderten
Ladungszustandes den Strahlfokus erheblich aufweiten. Vor der Linse befindet sich eine
magnetische Strahlablenkung, die es erlaubt, den Fokus in der Objektebene horizontal und
vertikal zu bewegen.

Die Detektion der Ionen wird in den meisten Experimenten mit Hilfe der Sekundir-
elektronen durchgefiihrt, die beim Auftreffen der Teilchen von der Probe emittiert werden.
Daher befindet sich direkt vor der Probe ein Detektor, der in der Lage ist, diese Elektronen
nachzuweisen.
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Mit dem elektrostatischen Strahlschalter, der sich vor den Objektschlitzen befindet, kann
durch Anlegen von 400V der Ionenstrahl innerhalb von 200ns so weit ausgelenkt werden,
dass keine Ionen mehr die Probe erreichen. Bei fiir unsere Versuche typischen
Teilchenraten von etwa 1000 Ionen/s und Energien von bis zu 11,4 MeV/u liegt die
Wabhrscheinlichkeit dafiir, dass sich nach dem Anlegen der Abschaltspannung noch ein Ion
hinter dem Strahlschalter befindet und so das Target erreicht, bei etwa 2,5x10’4. Bei der
Bestrahlung von biologischen Proben kann daher der Effekt von ungewollten
Doppeltreffern, die auf die Abschaltzeit der Mikrosonde zuriickzufithren sind,
vernachldssigt werden.

2.2 Der Bestrahlungsaufbau

Um gezielte Bestrahlungen von Zellen durchfilhren zu koénnen, mussten einige
Verdnderungen am Bestrahlungsaufbau hinter der Mikrosonde, in dem sich die Proben
wihrend der Experimente befinden, durchgefiihrt werden. Dieser ist in Abb. 2.2
schematisch mit allen wichtigen Komponenten dargestellt.

Licht-
Zellgefih quelle
Strahlrohr —
=—=—|__ Lichtschalter
Vakuumfenster «—
Ionenstrahl Objektiv CCD-
» 6 Kamera
SE-Detektor Strahlteiler
I verschiebbarer
Halbleiterzahler
X-Y-Tisch

Abb. 2.2 Schematische Abbildung des Bestrahlungsaufbaus

Da die Zellen wéhrend der Bestrahlung in Nahrmedium aufbewahrt werden sollen, kann
der Bereich, in dem sie sich befinden, wihrend der Experimente nicht evakuiert werden.
Die Ionen konnen sich dagegen nur im Vakuum des Strahlrohres, in dem die Wahrschein-
lichkeit fiir Sto8e mit anderen Teilchen sehr gering ist, {iber ldngere Strecken geradlinig
bewegen. Daher befindet sich am Ende des Strahlrohres ein diinnes Fenster, das Luf-
teinbriiche in das Vakuum verhindert und das der fokussierte Ionenstrahl durchdringen
kann, ohne allzu stark gestreut zu werden.

Durch die horizontale Lage des Strahls in der Mikrosonde wird ein Gefd3 benotigt, das die
Zellen wihrend der Bestrahlung in einer Néhrlosung in vertikaler Position hélt. Der Boden
dieses Gefilles, an den sich die Zellen anhaften sollen und durch den sie auch bestrahlt
werden, muss dabei moglichst diinn sein, um die Streuung des Strahls zu minimieren. Das
Zellgefal3 ist in einen X-Y-Tisch eingebaut, der die Bewegung der Probe mit einer
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Genauigkeit von weniger als einem Mikrometer erlaubt. Hinter der Probe befindet sich ein
optischer Aufbau, der neben Auflicht- und Nomarski- auch Fluoreszenzmikroskopie
ermOglicht. Durch einen Halbleiterzéhler, der hinter die Probe bewegt werden kann, besteht
aulerdem die Moglichkeit, Scanning Transmission Ion  Microscopy, ein
Mikroskopieverfahren, bei dem der Energieverlust an jeder Stelle der Probe gemessen wird,
durchzufiihren.

In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Komponenten dieses Aufbaus genauer
beschrieben.
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Der X-Y-Tisch

Da der Ionenstrahl mit Hilfe der magnetischen Strahlablenkung nur {iber einen Bereich von
etwa einem Quadratmillimeter ausgelenkt werden kann, muss die Probe bei der
Bestrahlung groBerer Fldchen vor dem Austrittsfenster des Strahls bewegt werden konnen.
Hierzu dient der selbst konstruierte X-Y-Tisch, der sich auf dem Endflansch des
Strahlrohres befindet, und in den die Proben wéhrend der Bestrahlung eingesetzt werden
(siche Abb. 3.1).

Endflansch des Positionssensor
Strahlrohres

Vakuumfenster

Fiithrungsschienen

DC-Motor
Abb. 3.1 Schematische Darstellung des X-Y-Tisches (links: Seitenansicht; rechts: Draufsicht)

3.1 Aufbau

Der Tisch besteht aus zwei iibereinander liegenden Formteilen aus Metall, die auf den
Endflansch des Strahlrohres montiert sind. Diese Teile sind mit ihrer Unterlage jeweils iiber
Fithrungsschienen verbunden, so dass sie gegen diese in eine Richtung frei bewegt werden
konnen. Da diese beiden Bewegungsrichtungen senkrecht zueinander stehen, konnen
Proben, die sich im oberen Formteil des Tisches befinden, durch entsprechende
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Verschiebung der einzelnen Tischebenen sowohl horizontal als auch vertikal in einem
Bereich von jeweils etwa 10mm verfahren werden.

In der Mitte der oberen Platte befindet sich eine quadratische Aussparung, in die die Proben
eingesetzt werden konnen. Uber eine kleine Feder in der linken oberen Ecke der
Aussparung werden sie gegen drei an den gegeniiberliegenden Seiten angebrachten Saphir-
kugeln gedriickt. Diese greifen in die an den Kanten der Proben angebrachten V-Nuten
(siche Kapitel 4 "Das ZellgefdB") und sorgen dafiir, dass die Proben vollfldchig auf dem
unteren Anschlag aufliegen. So ist gewdhrleistet, dass der Abstand zwischen dem
Vakuumfenster und der Unterkante der Probe nicht mehr als 100pum betrégt.

3.2 Bewegung

Zur Bewegung des Tisches dienen zwei Gleichspannungsmotoren, die jeweils eine
Feingewindeschraube mit einer Steigung von 0,25mm/Umdrehung antreiben. Die aktuelle
Position des Tisches kann iiber zwei Positionssensoren, die auf Basis der photoelektrischen
Abtastung zweier gegeneinander verschiebbarer optischer Strichgitter arbeiten, eingelesen
werden. Hierzu wurden die entsprechenden GlasmalBstibe zweier Messtaster des Typs
MT2501 der Firma HEIDENHAIN am Tisch angebracht. Diese Komponenten haben den
Vorteil, dass jeweils ein integrierter Referenzpunkt eingebaut ist, iiber die der Tisch in eine
definierte Ausgangsposition gefahren werden kann.

Die Motoren des Tisches werden direkt von der Steuerungssoftware iiber zwei analoge
Spannungsausgdnge am Computer (siche Kapitel 7 "Die Steuerungssoftware") gesteuert.
Um vorgegebene Koordinaten prédzise und schnell anfahren zu kdnne, werden dabei die
angelegten Spannungen als Funktion der Differenz zwischen aktueller und Zielposition
berechnet mit:

6V fir 8,5um <dyy
d,, !
Uyy = 0,8V+ | —=—2— 1|V fiir 0,05um <dyy <38,5um
ly [1000/,[m4J |8 Iy 8
ov fiir dyy <0,05um

wobei mit dyy, der Abstand zwischen Soll- und Ist-Position in x- bzw. y-Richtung
bezeichnet wird.

Wie im Graph dieser Funktion (Abb. 3.2) zu sehen ist, wird bis zu einem Abstand von etwa
8,5um zwischen der aktuellen und der Zielposition die Maximalspannung von 6V an die
Motoren angelegt, wodurch eine Fahrgeschwindigkeit von etwa 250um/s erreicht wird. Erst
beim Unterschreiten dieses Abstands wird die Motorspannung und damit die
Geschwindigkeit der Tischbewegung kontinuierlich bis auf 0,8V reduziert und bei einem
Abstand von 0,05um auf 0V gesetzt, wodurch ein sehr prizises Anfahren der erwiinschten
Position moglich ist.
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Spannung [V]

04—
o2 4 6 8 10 12

Abstand [pum]

Abb. 3.2 Darstellung der beim Anfahren bestimmter Koordinaten an die Motoren angelegte Spannung
als Funktion des Abstandes zwischen aktueller und Zielposition

Mit diesen Einstellungen wurden Versuche zur Prézision des Tisches beim Anfahren von
Koordinaten durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abb. 3.3 dargestellt sind.

Abb. 3.3 Ergebnisse zur Untersuchung der Anfahrprézision des Tisches: links: Ausschnitt der Probe
(Kupfergitter, Gitterkonstante = 12,5um); rechts: Aufnahme der Probe, nachdem der Tisch bewegt
wurde und die Koordinate der ursprunglichen Stelle wieder angefahren wurde. Der schwarze Punkt ist
Schmutz auf der Probe, der zeigt, dass keine Verschiebung um ein Vielfaches der Gitterkonstanten
stattgefunden hat

Das linke Bild zeigt den Ausschnitt eines Kupfergitters mit einer Gitterkonstante von
12,5um. Die Aufnahme im rechten Bild entstand, nachdem mit dem Tisch zehn
verschiedene Positionen im gesamten erreichbaren Bereich und anschlieBend wieder die
Koordinate des Ausgangspunktes angefahren wurden. Der dunkle Fleck in den Bildern ist
Schmutz auf der Probe, der zeigt, dass es sich jeweils um den selben Ausschnitt der Probe
handelt. Zum besseren Vergleich der Bilder sind darin diinne Linien eingezeichnet, die sich
jeweils an der gleichen Position im Bild befinden. Die Differenz der Probenpositionen in
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diesen beiden Bildern zeigt, dass die Prédzision des Tisches beim Anfahren von Koordinaten
im Bereich einiger zehntel Mikrometer liegt.

3.3 Einbau der Proben

Die im Unterkapitel 3.1 "Aufbau" beschriebene Probenhalterung im X-Y-Tisch soll
gewibhrleisten, dass sich die Proben nach dem Einsetzen immer in der gleichen Position
befinden. So bestiinde die Mdglichkeit, die Zellerkennung an einem externen Mikroskop
mit gleicher Halterung durchzufiihren und bei der Bestrahlung die dort bestimmten
Koordinaten der Zellen zu tibernehmen.

Um diese Moglichkeit zu tberpriifen, wurden Versuche zur Reproduzierbarkeit der
Positionierung beim Einsetzten der Probe durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Probe vier Mal
in die Halterung eingesetzt und jeweils eine Aufnahme von ihr gemacht. Die dabei
entstandenen Bilder, in die wiederum Hilfslinien eingefiigt wurden, sind in Abb. 3.4 zu
sehen.

Abb. 3.4 Versuche zum reproduzierbaren Einbau der Probe: Die Probe wurde dreimal aus- und wieder
eingebaut und jeweils eine Aufnahme gemacht

Der Vergleich dieser Bilder zeigt, dass sich die Position der Probe bei erneutem Einsetzen
in die Halterung des Tisches um bis zu 40pum verdndern kann. Bei solchen Schwankungen
ist die direkte Ubernahme der auf einem externen Mikroskop bestimmten Koordinaten von
Zellkernen zur Bestrahlung nicht moglich. Da die Genauigkeit aber dennoch ausreicht, um
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Objekte, deren Positionen bekannt sind, ins Bildfeld der Kamera zu fahren, konnen externe
Koordinaten zum groben Anfahren der Objekte verwendet werden.

Dies ist bei solchen Experimenten interessant, bei denen nur wenige Zellen auf einer
groflen Probe verteilt sind. Dabei kann das sehr zeitaufwédndige Absuchen der gesamten
Probenfliche in der Mikrosonde mit einem Bildfeld von etwa 300um x 400pum durch die
wesentlich schnellere Bestimmung der Zellpositionen in einem entsprechenden externen
Mikroskop ersetzt werden. Nach der Ubernahme und dem Anfahren der dort bestimmten
Koordinaten muss dann allerdings nochmals eine Objekterkennung in der Mikrosonde
durchgefiihrt werden, bevor die Bestrahlung durchgefiihrt werden kann.

Obwohl bei dieser Methode die Zellerkennung zweimal durchgefiihrt werden muss, kann
doch die Bestrahlungszeit und damit der Stress, dem die Zellen ausgesetzt sind, deutlich
reduziert werden.



Kapitel 4
Das Zellgefald

Das ZellgefaB, in dem die Zellen kultiviert und bestrahlt werden und in dem auch die
Beobachtungen nach der Bestrahlung stattfinden, wurde speziell fiir die Experimente an der
Mikrosonde konstruiert (siche Abb. 4.1).

X-Y-Tisch

Zellgefal3
Ionenstrahl optische o
—_—> ————Ac—ﬁéé--—q:Objektlv

Vakuumfenster

Abstand Gefil3boden-Vakuumfenster
ca. 100um

Abb. 4.1 Schematische Abbildung des eingebauten Zellgefales

Um die Prizision bei der gezielten Zellbestrahlung durch Streuung der lonen in der
Eintrittsfolie nicht mehr als notwendig zu beeintrachtigen, sollte der Boden des
ZellgetaBes, auf dem sich die Zellen anheften und durch den sie bestrahlt werden, aus einer
moglichst diinnen Folie bestehen. So kann die Wahrscheinlichkeit fiir nukleare
Wechselwirkungen in diesem Material minimiert werden. Die Streuung der Teilchen durch
elektronischen Energieverlust kann aufgrund der kurzen Distanz zwischen Streuzentrum
und Objekten dagegen vernachldssigt werden.

Wegen der horizontalen Lage des Strahls in der Mikrosonde miissen die Zellgefdlle
verschlieBbar sein, sodass die Zellen senkrecht zum Strahl in einer Ndhrlosung gehalten
werden konnen. Der dabei verwendete Deckel muss optisch transparent sein, da sich die
Optik zur Zellerkennung hinter dem Zellgefa3 befindet.

Die Zellgefile sollten auBerdem so gefertigt sein, dass sie prizise in den X-Y-Tisch
passen. So kann zum einen sichergestellt werden, dass der Abstand zwischen
Vakuumfenster und dem Boden der Kammer, der auch die Streuung der Ionen beeinflusst,
gering ist. Zum anderen ermdglicht das reproduzierbare Einsetzen der Probe die
Ubernahme von auf einem externen X-Y-Tisch bestimmte Zellpositionen fiir die
Bestrahlung.

Neben den technischen Eigenschaften ist es fiir biologische Experimente von sehr grof3er
Bedeutung, dass sich die Zellen in den Kammern moglichst dhnlich verhalten, wie sie es
auch in Standard-Petrischalen tun. Dies ist besonders bei der Materialauswahl und der

12
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Vorbehandlung der Kammern zu beriicksichtigen.

Im Folgenden wird die Entwicklung des aktuellen ZellgefdBBes beschrieben, wobei bei der
Darstellung der Versionen auf die bei der jeweiligen Konstruktion aufgetretenen Probleme
eingegangen werden wird.

4.1 Verwendete Materialien

Neben der mechanischen Tauglichkeit ist der wichtigste Aspekt bei der Materialauswahl
deren Einfluss auf die Zellen. Um diesen zu testen, wurden fiir einige wichtige Materialien
Wachstumskurven von Zellen, die mit ihnen in Kontakt waren, aufgenommen und mit
denen unbeeinflusster Zellen verglichen. Dazu wurden in Standard-Petrischalen (NUNC,
Wiesbaden; Flache = 8,5 cm?) je 500 CHO-K1 Zellen eingesit und das zu testende Material
mit in das Nzhrmedium' gegeben. Etwa eine Stunde nach der Aussaat wurden in jeder
Schale mit Hilfe eines computergesteuerten Verschiebetisches die Positionen von etwa 50
Zellen bestimmt und gespeichert. Im Abstand von etwa zwolf Stunden wurden diese
Positionen wieder angefahren und die Anzahl der Zellen dort ermittelt. So konnte fiir jede
Probe die Wachstumsrate direkt iiber die Zellzahlen bestimmt werden (siehe als Beispiel
Abb. 4.2). Die Diagramme der entsprechenden Wachstumskurven sind bei den einzelnen
Materialien im Vergleich zu den Referenzproben dargestellt.

Abb. 4.2 Aufnahmen einer Position 9, 45 und 80 Stunden nach Aussaat der Zellen zur Messung von
Wachstumsraten

4.1.1 Gehause

Von Beginn an wurde fiir die Gehduse und Deckel der Zellgefdlle der an der GSI héaufig
eingesetzte Edelstahl 1.4301 verwendet. In entsprechenden Versuchen zeigte sich, dass das
Zellwachstum durch den Kontakt des Ndhrmediums mit diesem Material nicht beeinflusst
wird (siehe Abb. 4.3), weshalb es bei allen bisher produzierten Kammern verwendet wurde.

! CHO-K1-Zellen wurden in Hams F12 Medium (Biochrom, Berlin) mit 1% Penicillin/Streptomycin, 10%
fotalem Kalberserum und 1% stabilem Glutamin bei 37°C, 98% Luftfeuchtigkeit und 5%CO, kultiviert.

Die verwendeten humanen AG1522 Fibroblasten (Coriell Cell Repository, Camden, NJ, USA) wurden in
EEMEM-Néhrmedium (Bio-Whittacker, Belgien) mit 1% Penicillin/Streptomycin, 15% fotalem Kélberserum
und 1% stabilem Glutamin bei 37°C, 98% Luftfeuchtigkeit und 5%CO, kultiviert. Wahrend der Bestrahlung
wurde dieses Medium durch solches ersetzt, das 20mM HEPES (pH 7,2) enthielt.
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Abb. 4.3 Wachstumskurve unter dem Einfluss von Edelstahl im Vergleich zu einer Referenzschale

Der einzige Nachteil des Edelstahls liegt darin, dass er schwierig zu bearbeiten ist. Aus
diesem Grunde wurde auch der Einsatz von Aluminium fiir Gehduse und Deckel in
Erwédgung gezogen. Allerdings konnten aus zeitlichen Griinden bisher keine
entsprechenden Wachstumskurven aufgenommen werden.

4.1.2 Folie
Die Folie, die den Boden des Zellgefiales bildet, sollte moglichst diinn sein, um die
Streuung der Ionen zu minimieren, muss dabei aber auch so stabil sein, dass sie im
normalen Umgang nicht zerstort wird. Um die Zellerkennung vor und die Beobachtung
nach der Bestrahlung nicht zu erschweren, sollte die Folie aulerdem optisch transparent
und nicht fluoreszierend sein. Wichtig ist zudem, dass sich die Zellen auf dem Material
kultivieren lassen und in ihrem normalen Wachstum moglichst nicht beeinflusst werden.
Fiir diesen Zweck wurden mehrere Materialien in Erwidgung gezogen:
Polypropylen:
Dieses Material wird bei den Versuchen im Gray-Lab benutzt [FOL97a]. Es ist optisch
transparent und besitzt keine Eigenfluoreszenz. Herstellungsbedingt besitzen diinne
Folien dieses Materials optisch sichtbare Strukturen, die aber bei der verwendeten
Zellerkennungsmethode nicht stérend wirken. Die Folien sind ab einer Dicke von 4pum
kommerziell erhiltlich und auch in diesen Dicken noch sehr stabil.
Mylar-Folie (Polyethylenterephtalat):
Auch dieses Material wird im Gray-Lab als Trigerfolie in den dort verwendeten
ZellgefdBlen verwendet [FOL97a]. Im optischen Bereich ist es transparent, zeigt aber
bei Anregung mit UV-Licht Eigenfluoreszenzen, die speziell bei der Zellerkennung mit
Fluoreszenzmethoden sehr stérend sind. Dieses Material kann auch in Dicken unter
1um erworben werden und ist mechanisch noch stabiler als Polypropylen
Biofolie:
Diese in den Zellkammern der PTB verwendete Tragerfolie [GRE04] wird eigens fiir
die Benutzung im biologischen Bereich hergestellt [ Vivascience, Hannover]. Optisch ist
sie transparent und zeigt auch keine Eigenfluoreszenzen. Problematisch ist hingegen,
dass sie erst in Dicken ab 11um erhéltlich ist.
Polycarbonat und Polyimid:
Auch diese beiden Materialien wurden in Erwdgung gezogen. Sie sind aber optisch
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nicht transparent und zeigten bei Anregung mit UV-Licht starke
Fluoreszenzerscheinungen, die spdtestens bei der Auswertung der Proben grofle
Probleme bereitet hétten.
Unter Beriicksichtigung der Eigenschaften der einzelnen Materialien ist Polypropylen als
Trégerfolie fiir die Zellgefde am besten geeignet. Um darauf erfolgreich Zellen wachsen
zu lassen, ist eine Vorbehandlung der Folie notwendig, die im Unterkapitel 4.3
,.Zellwachstum® beschrieben wird.

4.1.3 Dichtungsmaterial

In einigen Versionen der Zellkammern (siehe Unterkapitel 4.2 ,,Design des ZellgefaBBes*)
wurden Dichtungsringe zum Abdichten der Kammer oder zum Spannen der Bodenfolie
verwendet. Nachdem sich herausstellte, dass das anfangs benutzte Dichtungsmaterial
"Perbunan" toxisch ist, wurden Silikon und Teflon als Ersatz getestet. In Versuchen zum
Zellwachstum zeigte sich, dass Teflon die Vermehrung der Zellen praktisch nicht
beeinflusst (siche Abb. 4.4), wihrend bei Silikon ein leicht verringertes Wachstum
festgestellt wurde. Teflon kann also problemlos in der Kammer eingesetzt werden, wahrend
bei Silikon darauf geachtet werden sollte, dass es mdglichst nicht mit dem Néhrmedium in
Kontakt kommt.

N(t) / N(0)

40+

35

30

25

—aA— Silikon
—na— Referenz

40 -
35
30
25

204

—aA— Teflon
—m— Referenz

\i
»
N(t) / N(0)

Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 4.4 Wachstumskurven unter dem Einfluss von Silikon (links) und Teflon (rechts) im Vergleich zu
einer Referenzschale

4.1.4 Klebstoff

In den verschiedenen Varianten des ZellgefaBes wurde immer wieder Klebstoff verwendet,
mit dem zuerst ein Glas im Deckel, spéter die Folie auf dem Boden der Kammer befestigt
wurde. Bei dessen Auswahl war neben der Klebekraft wichtig, dass er wasserfest und vor
allem nicht toxisch ist. Es stellte sich heraus, dass die Zellen absterben, wenn der an der
GSI verwendete Standard-Klebstoff ,,UHU-Plus endfest 300“ mit dem Ndhrmedium in
Kontakt ist.
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Bei der Suche nach einem moglichst chemikalienfreien Klebstoff-Ersatz entstand die Idee,
Wachs zu verwenden. Wihrend sich in den Wachstumsversuchen Bienenwachs als nicht
zellfreundlich herausstellte, zeigten die Zellen bei Kontakt mit handelsiibliches
Kerzenwachs (Stearin) keine Verdnderungen in der Wachstumsrate (siche Abb. 4.5)

259

—A— Stearin /|
—m— Referenz

20

@
1

N(t) / N(0)

Zeit [h]
Abb. 4.5 Wachstumskurven unter dem Einfluss von Stearin im Vergleich zu einer Referenzschale

Da die Klebekraft des Stearin ausreicht, um die Polypropylenfolie auf dem Boden der
Kammer zu befestigen und aullerdem Klebstoffreste nach dem Gebrauch der Kammer sehr
einfach durch Erhitzen entfernt werden konnen, wird in den aktuellen Versionen des
ZellgetaBles nur noch dieser Klebstoff verwendet.

4.2 Design des Zellgefales

Das Design des ZellgefaBles verdnderte sich im Laufe der Zeit entsprechend den jeweils
gewonnenen FErfahrungen und Versuchsergebnissen. Hier sollen die wichtigsten
Konstruktionen und Ergebnisse dargestellt werden.

4.2.1 Erste Version

B AL I

Abb. 4.6 Schematische Darstellung der ersten Version des ZellgefaRes

Bei der ersten Version der Zellkammer (siche Abb. Abb. 4.6) wird die Bodenfolie zwischen
einen Metallring und einen elastischen Dichtungsring geklemmt, um ein Verkleben des
Bodens zu vermeiden und eine einfache Wiederverwendung des ZellgefiBles zu
ermdglichen. Das Gefd3 kann mit einem Deckel aus Edelstahl verschlossen werden, der in
der Mitte ein mit einem Deckglas abgedichtetes Fenster besitzt, durch das die Zellen
mikroskopiert werden konnen. Dieser Deckel wird mit vier Schrauben am Zellgefa3
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befestigt, wobei ein weiterer Dichtungsring das Austreten von Fliissigkeit aus der Kammer
verhindert.

Diese Konstruktion erlaubt eine sehr schnelle und einfache Montage der Folie in der
Kammer (siche Abb. 4.7). Da auBlerdem keine warmeempfindlichen Materialien verwendet
werden, konnen die montierten Zellgefile komplett in einem Autoklaven sterilisiert

werden.

) )

Abb. 4.7 Einbau der Bodenfolie in die erste Version des Zellgefales

Nachteilig an diesem Design ist, dass durch die Flexibilitdt des Dichtungsringes, mit der die
Folie gespannt wird, diese nicht zwingend in der Ebene des Zellkdrperbodens liegt. Dies
hat zur Folge, dass der Luftspalt zwischen Vakuumfenster und Folie groBer als die
angestrebten 100um sein kann. AuBlerdem ist bei einer Schieflage der Folie ein
Nachfokussieren der Optik beim Mikroskopieren der Zellen notwendig, wenn die Kammer
im X-Y-Tisch bewegt wird.

Aus diesen Griinden und durch Anregung der in der PTB benutzten Kammer [FRA02]
[GREO4], entschieden wir uns, die Folie auf den Boden des Zellgefdles zu kleben.

4.2.2 Zweite Version

i PR

Abb. 4.8 Schematische Darstellung der zweiten Version des Zellgefaes

Wie in Abb. 4.8 zu sehen ist, unterscheidet sich die zweite Version der Zellkammer von der
ersten nur darin, dass die Folie, die den Boden der Kammer bildet, nicht geklemmt, sondern
auf das GefaB3 geklebt wird. Hierzu wird, wie in Kapitel 4.1 ,,Verwendete Materialien*
bereits erwéhnt, Stearin verwendet, das einen Schmelzpunkt von ca. 60°C besitzt. Deshalb
ist es nicht mehr moglich, die kompletten Zellgefile im Autoklaven zu sterilisieren.
Stattdessen wurden Anfangs die einzelnen Komponenten vor der Montage autoklaviert und
danach nochmals in 70%igem Ethanol sterilisiert. Bald darauf stellten wir jedoch fest, dass
die Sterilisation des montierten Gefdfles in Ethanol ausreicht (siche auch Kapitel 4.3
»Zellwachstum®).

Mit diesen Zellgefilen wurden dann die ersten Versuche im Bestrahlungsaufbau
durchgefiihrt, wobei neue Schwierigkeiten auftraten:

- Beim SchlieBen des Deckels entsteht in der Kammer ein Uberdruck, sobald der Deckel
voll auf dem Dichtungsring aufliegt und die Befestigungsschrauben weiter angezogen
werden (siche Abb. 4.9) Dadurch kommt es zu einer Ausbeulung der Folie, die dazu fiihrt,
dass die Folie das Vakuumfenster beriihrt. Dabei besteht die Gefahr, dass das Zellgefal3
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oder das Vakuumfenster beim Verfahren des Tisches zerstort werden.

l |
E =P S = s =

Abb. 4.9 Schematisch Darstellung der Folienausbeulung beim SchlieBen der Kammer

Abhilfe fir dieses Problem schaffte ein kleines Loch im Deckel innerhalb des
Dichtungsringes, das fiir konstanten Druck im Innern der Kammer sorgt. Diese Offnung hat
aber zur Folge, dass die Sterilitdt der Probe nicht mehr sichergestellt ist.

- Beim Einsetzten der Kammer in den X-Y-Tisch ist nicht gewihrleistet, dass diese
vollflachig an den Anschligen des X-Y-Tisches anliegt. Dadurch kann der Luftspalt
zwischen Vakuumfenster und Probe grofer als die geplanten 100um werden. Aullerdem ist
dann ein Nachfokussieren des Mikroskops beim Verfahren des Tisches notwendig.

Dieses Problem wurde durch zwei V-formige Nuten an den Seiten des ZellgefdBles, an
denen es gegen die Saphirkugeln (sieche Kapitel 3 "Der X-Y-Tisch") gedriickt wird, gelost.
Diese sorgen dafiir, dass eine zusitzliche Kraft auf die Kammer ausgeiibt wird, die sie in
Richtung der Anschlédge driickt.

- Beim SchlieBen der Kammer kam es héufig vor, dass durch eingeklemmtes
Dichtungsmaterial der Deckel nicht vollstindig auf dem Gefd3 auflag. Da er daher nach
dem Einbau des Zellgefdfles in die Mikrosonde nicht ganz senkrecht zur optischen Achse
der Optik stand, kam es zum in Abb. 4.10 dargestellten Fehler bei der Positionsbestimmung
der Zellen.

Luft “".‘\0(1

n, -
Deckglas% £ o

Nihrmedium— D i

AX
Abb. 4.10 Darstellung zum Fehler bei der Positionsbestimmung durch eine schiefe Oberfléache
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Der einfallende Lichtstrahl E wird an der Grenzfliche Luft-Deckglas und Deckglas-
Néahrmedium gemdll dem Snelliusschen Brechungsgesetz

sin; N

-2
sina, N,

zur Normalen N hin gebrochen. Dabei bezeichnen n; und n, die Brechungsindizes des
Mediums, aus dem der Strahl kommt bzw. in das er eindringt. In unserer Betrachtung wird
dabei nur die Brechung im Nidhrmedium betrachtet, da der zusétzliche Versatz im Deckglas
wegen dessen geringer Dicke vernachléssigt werden kann.

Die Distanz zwischen wirklicher und beobachteter Position des Objektes, also der Abstand
zwischen ungebrochenem Strahl E’ und gebrochenem Strahl B in der Objektebene kann
dann berechnet werden mit:

Ax=D-tan(er, —,)

Um den Einfluss dieses Fehlers abschétzen zu kdnnen, wurde Ax fiir einen einseitigen
Abstand des Deckels von der Oberfliche des Gehduses von 0,2mm berechnet. Dabeli tritt
mit den Abmessungen der zweiten Version des Zellgefilles eine Bildverschiebung von
etwa Sum auf. Bei Zellkerndurchmessern im Bereich von etwa 10um wére durch eine
solche Ungenauigkeit unklar, ob ein lon, das auf das Zentrum des Zellkerns gezielt wurde,
diesen liberhaupt durchquert.

Um diesem Problem zu begegnen, wurde bei der néchsten Version darauf geachtet, dass der
Deckel immer moglichst eben auf dem Metall aufsitzt.

- Die Dicke der Schicht des Nahrmediums beeintrachtigt die Qualitdt, mit der die Zellen
mikroskopiert werden konnen. Dies machte sich speziell bei der Fluoreszenzmikroskopie
durch wesentlich lingere Belichtungszeiten im Vergleich zu einer diinnen Mediumschicht
bemerkbar. Deshalb wurde die Schichtdicke des Nahrmediums, von der auch der optische
Versatz linear abhéngt, verringert.

4.2.3 Dritte Version

P S

Abb. 4.11 Schematische Darstellung der dritten Version des Zellgefalies

Bei der dritten Version des ZellgefdBBes (siche Abb. 4.11) wurde die Schichtdicke des
Néhrmediums bei geschlossener Kammer von 2,0mm auf 0,5mm reduziert, was das
Mikroskopieren vereinfacht und den optischen Fehler bei gekipptem Deckel im Vergleich
zur vorhergehenden Version um den Faktor vier verkleinert.

In Anlehnung an das bei der PTB verwendete Zellgefil [FRA02] [GREO4] wird die
Kammer durch ein einfaches Deckglas verschlossen, das auf das Metall aufgelegt wird. So
kann iiberfliissiges Nédhrmedium leicht entweichen und die Ausbeulung der Folie durch
Uberdruck verhindert werden.

Die Haftung des Deckglases wird durch die Oberfldchenspannung des zwischen Glas und
Metall eingeschlossenen Ndhrmediums gewihrleistet. Da in diesem Fall keine dufleren
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Krifte auf das Deckglas einwirken, kann davon ausgegangen werden, dass es immer
vollflachig auf dem Edelstahl aufliegt und damit nach dem Einbau des Gefilles in die
Mikrosonde senkrecht zur optischen Achse des Mikroskops steht.

Bei Experimenten mit diesem Zellgefd3 trat ein neues Problem auf: An den Réndern des
Deckglases verdunstet Ndhrmedium, das durch die Kapillarkrifte, die in der diinnen
Schicht zwischen Deckglas und Metall entstehen, aus dem Innern der Kammer stindig
ersetzt wird. Dadurch entsteht in der Kammer ein Unterdruck, der eine Beulung der Folie
nach innen bewirkt. Dies hat bei einer Bestrahlung den Nachteil, dass sich zum Einen der
Luftspalt zwischen Vakuumfenster und Folie vergrofBert, wodurch die Ionen stérker
gestreut werden, zum Anderen dadurch ein Nachfokussieren der Optik beim
Mikroskopieren notwendig wird.
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Abb. 4.12 Flussigkeitsverlust in den Kammern

Der erste Versuch, dieses Problem zu beheben, bestand darin, einen Dichtungsring in die
Kammer einzulegen, der sowohl am Deckglas als auch an einer Nut im Metallkdrper
anliegt und somit um den Rand des Deckglases ein abgeschlossenes Volumen erzeugt.
Sobald die Luft darin mit Wasserdampf gesattigt ist, sollte kein weiterer Fliissigkeitsverlust
mehr auftreten. Wie Abb. 4.12 zeigt, war dieser Versuch nur teilweise erfolgreich, was
daran liegt, dass auch durch die diinne Bodenfolie Fliissigkeit entweicht.

Da sich dieser Fliissigkeitsverlust nicht vollstindig vermeiden lédsst, kann das Problem der
Ausbeulung des Bodens nur durch eine Beliiftung des Gefdflinnenraumes behoben werden.
Diese wurde in der vierten Version des Zellgefalles verwirklicht.

4.2.4 Vierte Version

e &

Abb. 4.13 Schematische Darstellung der vierten Version des ZellgefaRes

In der vierten, zum Zeitpunkt dieser Dissertation aktuellen Version des ZellgefaBBes wurde
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die vorherige insofern erweitert, als der Innenraum des Gefilles iiber eine Nut in der
inneren Auflagefliche beliiftet wird. Damit sich beim Verdunsten von Fliissigkeit keine
Luftblasen zwischen Bodenfolie und Deckglas bilden, die zum einen erheblich bei der
Mikroskopie storen wiirden und zum anderen zum Trocknen und damit zur Beschiddigung
von Zellen fithren konnen, dient die Beliiftungsnut auch als Vorratsgefal fiir Nahrlosung.
Damit der Vorrat ausreicht um die wahrend der Bestrahlung verdunstende
Fliissigkeitsmenge zu ersetzen, war eine Erhohung des Metallrandes und damit auch des
Abstands zwischen Folie und Deckglas auf 0,8 mm erforderlich.

Der in der vorherigen Version eingefiihrte Dichtungsring wurde auch in diesem Design
beibehalten, da dadurch die Verdunstungsrate deutlich gesenkt werden konnte. Durch ihn
wird auflerdem das Deckglas gleichmiBig auf die Metallfliche gedriickt, wodurch ein
vollflachiges Aufliegen noch besser als in der vorherigen Version sichergestellt ist.

4.3 Zellwachstum

Fiir die Untersuchung biologischer Fragestellungen ist es von besonderer Bedeutung, dass
sich die Zellen in den verwendeten GefiBlen moglichst genauso wie in Standard-
Petrischalen verhalten. Die Suche nach den richtigen Materialien, der richtigen
Vorbehandlung des Zellgefiles und den optimalen Parametern bei der Aussaat und der
Behandlung der Zellen nahm daher einen GroBteil der Entwicklungsarbeit der Zellgefdle in
Anspruch.

Problematisch bei dieser Optimierung war, dass im Gegensatz zur Messung von
Wachstumsraten, wie sie bereits in Kapitel 4.1 bei der Materialauswahl dargestellt wurden,
das Anhaftungsverhalten, die Morphologie und die Fahigkeit der Zellen, einen konfluenten
(einschichtigen und dichten) Zellrasen zu bilden, nur schwer quantitativ messbar sind. Die
Bewertung des Zustandes von Zellen in auf neue Art préparierten Gefdalen erfolgte daher
hauptséchlich durch Vergleiche mit Zellen in erprobten Referenzgefilen oder das
Aussehen wurde nach Erfahrungswerten beurteilt.

Die Auswertung dieser Versuche fiilhrte zu einer stdndigen Verbesserung der
Priparationsmethode der ZellgefaBBe. Im Folgenden wird als Ergebnis unserer Arbeit die
zum jetzigen Zeitpunkt als optimal betrachtete Methode dargestellt, die auch bei den
Kammern fiir die aktuellen Mikrosonden-Experimenten angewandt wurde.

4.3.1 Vorbehandlung der Folie

Polypropylen, das als Bodenfolie fiir das Zellgefd3 ausgewéhlt wurde, ist sehr hydrophob.
In unseren Versuchen stellte sich heraus, dass die Zellen wesentlich besser anhaften und
sich vermehren konnen, wenn die Folie durch Chemikalien etwas hydrophiler gemacht
wird, bevor sie mit Cell-Tak beschichtet wird (siche Kapitel 4.3.4 ,,Vorbehandlung der
montierten Kammer®). Dazu wurden zwei Methoden getestet, die zu vergleichbaren
Ergebnissen fiihrten:

ein etwa einstiindiges Bad in 30%igem H,0, bei einer Temperatur von 70°C

waschen in einer 2%-igen Lipsol-Losung (L.I.P., Shipley (UK)) fiir etwa 15 Stunden.
Nach beiden Prozeduren muss die Folie zum Entfernen der Chemikalien einige Stunden in
destilliertem Wasser gewaschen werden. Danach kann die Folie getrocknet und in das
Gehéduse des ZellgefaBles eingebaut werden. Auf diese Weise behandelte Folien kdnnen fiir
mehrere Wochen aufbewahrt werden, ohne dass sich ihre Eigenschaften in Bezug auf die
Zellanhaftung verschlechtern
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Da die Methode mit der Lipsol-Losung weniger arbeitsintensiv ist, wurde sie bei der
Priparation der ZellgefiB3e fiir die Experimente benutzt.

4.3.2 Vorbehandlung des Gehauses
Im Gegensatz zur Bodenfolie wird das Gehéduse des Zellgefiles wieder verwendet. Bevor
es jedoch neu montiert werden kann, durchliuft es einen vierstufigen Reinigungsprozess:
In heiflem destilliertem Wasser wird das alte Wachs entfernt, mit dem die Bodenfolie
angeklebt wurde.
Fiir eine allgemeine Reinigung wird das Gehéduse etwa 30 Minuten in eine 2%-ige
Lipsol-Losung (L.I.P., Shipley (UK)) gelegt.
Um eine erste Sterilisation durchzufiihren, wird das Gehéuse fiir etwa 10 Minuten in
70%-iges Ethanol gegeben.
Danach werden die Kammern durch ein mehrstiindiges Bad in destilliertem Wasser von
den Chemikalien befreit.
Nach diesen Reinigungsschritten kann die Bodenfolie auf das Gehéuse aufgebracht werden.

4.3.3 Montage des Zellgefalies

Zur Montage der Zellgefile werden die Unterseiten der Gehéduse diinn mit Stearin
beschichtet und mit dieser Seite nach oben auf eine beheizbare Metallplatte gelegt.

Die Bodenfolie wird auf einen Metallring aufgeklebt und dann so auf die Gehéuse gelegt,
dass sie vollflachig auf ihnen aufliegt. Dabei sorgt die Gewichtskraft des Metallrings dafiir,
dass die Folie gespannt wird.

Nun wird die Metallplatte so lange geheizt, bis das Stearin zwischen Gehéduse und Folie
schmilzt. Durch leichtes Andriicken der Folie mit einem weichen Gegenstand wird zum
einen sichergestellt, dass das Wachs gut mit der Folie in Kontakt kommt, zum anderen
konnen kleinere Luftblasen entfernt werden. Nach dem Abkiihlen wird die Folie entlang
der Rinder des Gehéduses mit einem Skalpell abgeschnitten.

4.3.4 Vorbehandlung der montierten Kammer

Nach der Montage muss das ZellgefaB sterilisiert werden. Hierzu wird es fiir 30 Minuten in
70%-iges Ethanol gegeben und danach in einer Flow-Box zum Trocknen aufgestellt. Die
Benutzung eines Autoklavs zur Sterilisation ist nicht moglich, weil das Stearin, das zum
Kleben der Folie auf das Gehduse verwendet wird, bereits bei etwa 60°C schmilzt.
AuBlerdem wurde festgestellt, dass sich die Oberfliche der Folie beim Autoklavieren so
verdndert, dass die Zellen daran nicht mehr anhaften.

Nach der Sterilisation wird die Folie mit Cell-Tak (BD Biosciences, Bedford (USA)), einer
Proteinlosung, die die Anhaftung von Zellen auf Oberfldchen verbessert, beschichtet. Diese
Priparation wird auch von Folkard et al. [FOL97a] berichtet, die im Gray-Lab ebenfalls die
Polypropylenfolie in ihren Zellgefia3en benutzen. Dabei wurde die Erfahrung gemacht, dass
fiir die von uns verwendeten Zellarten eine Konzentration von 3,5ug/cm? optimal ist.

Nach diesem Schritt konnen die Zellen in die Geféalle eingesat werden.

4.3.5 Einsaat und Kultivierung der Zellen

Bei unseren Versuchen wurden CHO-K1 Zellen und menschliche Fibroblasten (AG 1522)
verwendet (siche Fullnote Seite 13). Dabei stellte sich heraus, dass sich beide Zellarten
umso besser entwickeln, je dichter die Zellen eingesidt werden. Die Herstellung einer Probe
mit dichtem Zellrasen ist daher leicht machbar. Problematisch ist bis jetzt noch die
Kultivierung sehr vereinzelter Zellen (weniger als 50 pro Zellgefa3). Solche Proben werden
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aber fiir die Untersuchung von Koloniebildungen nach der Bestrahlung bendtigt. Daher
werden in diese Richtung noch weitere Untersuchungen stattfinden miissen.

Bei den bisherigen Mikrosonden-Experimenten wurden ausschlieflich Proben mit dichtem
Zellrasen aus Fibroblasten verwendet. Um diesen zu erzeugen, wurden pro Gefall zwischen
5000 und 8000 Zellen (automatische Zahlung mittels Coulter-Counter) in einem Tropfen
aus 40ul Néhrlosung in der Mitte der Bodenfolie aufgebracht (centerplated). Erst nachdem
die Zellen nach etwa 3 Stunden an der Bodenfolie anhafteten haben, wurde die Kammer
mit weiteren 200pl Nahrlosung gefiillt. Durch diese Behandlungsmethode ist nur der
zentrale Bereich der Gefiale mit Zellen bedeckt. Die Zeit, die die Zellen bendtigen, um
dann einen konfluenten Zellrasen zu bilden, hidngt stark von deren Alter ab und variiert
zwischen zwei und vier Tagen.

Nach der Aussaat der Zellen werden die Kammern in sterilen Behéltern in einen
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 98% Luftfeuchtigkeit kultiviert. In unseren Versuchen
stellte sich heraus, dass die Zellen wesentlich besser anhaften und wachsen, wenn die Luft
innerhalb der Behilter mit zusétzlichem Wasserdampf gesittigt ist. Dies kann durch
Zugabe einer Schale destillierten Wassers erreicht werden.



Kapitel 5

Das Vakuumfenster

Mit dem Vakuumfenster wird das evakuierte Strahlrohr, in dem sich der Ionenstrahl
bewegen kann, ohne gestreut zu werden, gegen die Bestrahlungskammer abgeschlossen, in
der sich die Zellen befinden und in der normaler Umgebungsdruck herrscht (siche Abb.
5.1).

Zellen
Vakuumfenster
Vakuum Ionenstrahl Umgebungsdruck
(~10"mbar) (~10’mbar)

SE-Detektor @

Abb. 5.1 Schema zur Position des Vakuumfensters im Bestrahlungsaufbau

Bei der Bestrahlung durchqueren die fokussierten Ionen dieses Fenster und erreichen dann
nach einer Strecke von etwa 100um das ZellgefdB, in dem die gezielte Energiedeposition in
den Zellen stattfindet. Die beim Durchgang eines Ions vom Vakuumfenster emittierten
Sekundirelektronen werden zur Trefferdetektion mit einem Channeltron nachgewiesen.

5.1 Eigenschaften

5.1.1 Mechanische Eigenschaften
Um die oben beschriebenen Aufgaben erfiillen zu konnen, muss das Vakuumfenster
verschiedene mechanische Eigenschaften besitzen:
Es muss sehr diinn sein, damit die fokussierten lonen beim Durchgang mdglichst wenig
gestreut werden, denn bei einer Strecke von etwa 100um, die die Ionen zwischen dem
Fenster und den Zellen zuriicklegen miissen, fithren schon kleine Streuwinkel zu
deutlichen Abweichungen vom Zielpunkt.
Es muss stabil genug sein, um den Druckunterschied von etwa einem Bar, der zwischen
Strahlrohr und Umgebung besteht, aushalten zu konnen,
Es muss strahlungsbestdndig sein, da die lokale Fluenz der Ionen in dem Bereich, in
dem sie das Fenster durchdringen, durch die Fokussierung sehr hoch ist.

24
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5.1.2 Eigenschaften zur Trefferdetektion

Fiir die Wahl, die vom Vakuumfenster emittierten Sekundéarelektronen zur Trefferdetektion

zu verwenden, gibt es zwei Griinde:
Ein Treffernachweis hinter dem ZellgefdB3 (siehe Kapitel 4 "Das Zellgefa") ist nicht
moglich, da es von den Ionen aufgrund seiner Dicke nicht durchdrungen werden kann.
Zusitzliche Materialschichten wie Szintillatoren, Halbleiter- oder Gasdetektoren, mit
denen der Treffernachweis vor der Probe durchgefiihrt werden kann, fithren zu weiteren
Streuungen der Ionen und verschlechtern damit die Zielgenauigkeit der Mikrosonde. Da
das Vakuumfenster in unserem Aufbau ohnehin benétigt wird, wird bei der Treffer-
detektion mit Hilfe der Sekundirelektronen der Strahlfokus nicht zusitzlich
aufgeweitet.

Fiir den Nachweis der Sekundirelektronen wird ein Channeltron verwendet, dessen Aufbau
in Abb. 5.2 schematisch dargestellt ist.

Elektron

Verstarker

Abb. 5.2 Schema zu Aufbau und Wirkungsweise eines Channeltrons: Jedes Elektron, das auf die Wand
des Channeltrons trifft, schlagt neue Elektronen frei. Diese werden durch eine positive Hochspannung
zum inneren Ende hin beschleunigt und erzeugen auf ihrem Weg dorthin immer mehr freie
Elektronen. So kann am inneren Ende des Channeltrons ein Stromimpuls detektiert werden

Sobald ein Elektron den Trichter des Channeltrons erreicht, wird es durch eine positive
Hochspannung zum inneren Ende hin beschleunigt und schldgt bei jeder Beriihrung der
Wand neue Elektronen frei. Durch die so entstehende lawinenartige Vermehrung der
Elektronen kann am inneren Ende des Channeltrons ein Stromsignal abgegriffen werden,
dessen Amplitude mit der Anzahl der primiren Elektronen steigt. Da die
Elektronenvermehrung jedoch nicht kontrolliert ablduft, gibt es filir die gleiche Anzahl
primédrer Elektronen statistische Schwankungen der Signalhdhe.

In Abb. 5.3 ist das Amplitudenspektrum eines Channeltrons zu sehen, das bei der
Bestrahlung von Gold mit Xe-lonen (5,9 MeV/u) aufgenommen wurde. Darin kann
deutlich zwischen zwei Signalhdhen unterschieden werden: Die Signale mit hoher
Amplitude (um Kanal 2000) wurden durch die von der Goldoberfliche emittierten
Sekundérelektronen erzeugt, wihrend die Impulse mit niedriger Amplitude (um Kanal 250)
durch einzelne, im Vakuum vorhandene Elektronen generiert wurden. Durch Anlegen eines
Grenzwertes in diesem Spektrum kann klar zwischen Hintergrundsignalen und echten
Ionentreffern unterschieden werden.
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Abb. 5.3 Amplitudenspektrum eines Channeltrons, das bei Bestrahlung einer Goldoberflache mit Xe-
lonen (5,9MeV/u) aufgenommen wurde

Um bei der Zellbestrahlung eine zuverldssige Trefferdetektion durchfiihren zu konnen,
miissen die Signale, die beim Durchgang von Ionen durch das Vakuumfenster entstehen
deutlich hohere Amplituden besitzen, als die durch freie Elektronen erzeugten Impulse.
Dies kann nur erreicht werden, wenn das Vakuumfenster eine hohe Sekundirelektronen-
ausbeute besitzt und so bei jedem Teilchendurchgang viele primére Elektronen das
Channeltron erreichen.

5.2 Getestete Materialien

Bei der Suche nach einem geeigneten Material fiir das Vakuumfenster wurden SizN4-Folien
und B-dotierter Diamant intensiv untersucht.

5.2.1 B-dotierter CVD-Diamant

Dieser CVD-Diamant, bei dessen Synthese geringe Mengen an Bor zugesetzt wurden,
wurde vor allem aufgrund seiner hohen Sekundérelektronenausbeute bei Bestrahlung mit
keV-Elektronen [SHI97] als Vakuumfenster in unserem Autbau in Betracht gezogen.

Die durchgefiihrten Experimente zum Treffernachweis von lonen zeigten, dass bei lonen
schwerer Elemente wie Xe deutlich zwischen Hintergrundsignalen und den durch
Sekundéarelektronen erzeugten Signalen unterschieden werden kann. Bei Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen war die Anzahl der emittierten Elektronen jedoch deutlich niedriger, so
dass der Peak der Treffersignale im Amplitudenspektrum des Channeltrons zum Teil
deutlich mit dem Hintergrundspektrum iiberlappt (siche Abb. 5.4).

Bei diesen Experimenten wurde auflerdem festgestellt, dass die Sekundirelektronen-
ausbeute zwischen den einzelnen Fenstern stark variiert. Wie die Channeltron-Spektren in
Abb. 5.4 zeigen, hdngt die Anzahl der emittierten Elektronen dabei nicht vom angegebenen
Bor-Gehalt in den Diamanten ab. Da dies aber die einzige Variable ist, in der sich die
verschiedenen Proben unterscheiden sollen, muss davon ausgegangen werden, dass
entweder die wahren Dotierungsraten bedingt durch den Herstellungsprozess nicht mit den
angegebenen iibereinstimmen, oder eine andere Eigenschaft des Diamanten fiir die Anzahl
der emittierten Sekundérelektronen von Bedeutung ist, die von den Herstellern bisher nicht
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beeinflusst werden kann. Dies bedeutet aber, dass jedes Fenster vor der Verwendung auf
dessen Tauglichkeit fiir die Trefferdetektion getestet werden miisste.
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Abb. 5.4 Channeltron-Amplitudenspektren bei Bestrahlung von verschieden stark Bor-dotierten CVD-
Diamanten mit 3,6MeV/u C-lonen (die Ordinatenskalierung der Diagramme variiert)
Rechts unten: Hintergrund-Spektrum

Ein weiterer Nachteil der Bor-dotierten Diamanten ist die Tatsache, dass es dafiir keine
kommerziellen Hersteller gibt. Die von uns untersuchten Proben wurden von Jim Butler
(Naval Research Labs., Washington, USA) und Paul May (University of Bristol, Bristol,
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U.K) zur Verfiigung gestellt. Aulerdem ist nach Aussage dieser Experten die Produktion
von Fenstern mit Dicken unter einem Mikrometer nicht moglich. Um die Streuung der
Ionen durch ein solches Fenster in unserem Aufbau abschitzen zu konnen, wurde sie mit
SRIM-2003 [ZIE85] [SRIM2003] fiir C-lonen (5MeV/u) durch ein 1pm dickes
Diamantfenster und 100um Luft simuliert. In Abb. 5.5 ist als Ergebnis die Abstands-
verteilung der Ionen vom Zielpunkt zu sehen. Die sinkende Anzahl der Ionentreffer vom
Maximum bei etwa 90nm zum Nullpunkt hin, ist durch die Abnahme der Trefferfliche zu
erkléren.

1200

1000 o Streuung durch
lum Diamant

300 4 100pum Luft
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Abb. 5.5 Abstandsverteilung vom Zielpunkt eines 5MeV/u Kohlenstoff-Strahls bei Streuung durch ein
1um dickes Diamantfenster und 100um Luft

Da bei der GSI praktisch keine Bestrahlungen mit Ionen durchgefiihrt werden, die leichter
als Kohlenstoff sind, und die Streuung fiir schwerere Teilchen geringer ist, kann nach
obiger Simulation davon ausgegangen werden, dass beim Einbau eines lpum dicken
Diamantfensters 98 % der Teilchen nicht mehr als 400nm gestreut werden.

5.2.2 Siliziumnitrid (SizN4)-Folien beschichtet mit Gold und Csl

Si3N4-Folie wird bereits seit einigen Jahren als Vakuumfenster in verschiedenen Aufbauten
in denen ein fokussierter lonenstrahl an Luft bendtigt wird, als Vakuumfenster eingesetzt
[LEF91] [CALOO]. Dort wurde bereits gezeigt, dass dieses Material ab Dicken von 100nm
Druckunterschiede von einem Bar bei einer Fenstergrofe von 1 x 1 mm? auch nach
intensiver Bestrahlung mit Protonen und Alpha-Teilchen im MeV-Bereich standhilt. Diese
Strahlungsbestindigkeit wurde fiir schwerere Ionen durch eigene Versuche bestitigt, bei
denen ein 200nm dickes Fenster mit 1*¥10'" C-Ionen (3,6MeV/u)/cm? und 6*10® Fe-Ionen
(4,8 MeV/u)/cm? bestrahlt wurde.

Zur Erhohung der Sekundérelektronenausbeute beim Durchgang eines Ions wurde die
Siliziumnitrid-Folie mit Gold und CsI beschichtet. Dabei sorgt das Csl fiir eine erhohte
Emission von Elektronen, wihrend durch die darunter liegende leitende Goldschicht die
Aufladung der Probe und damit eine Reduzierung der Elektronenausbeute verhindert wird.
Die Untersuchung der zur maximalen Sekundirelektronenemission ndtigen Csl-
Schichtdicke (sieche Abb. 5.6) zeigte, dass diese bei etwa 20pug/cm? (entspricht etwa einer
Dicke von 40nm) bei einer Goldschichtdicke von etwa 20nm erreicht wird. Da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die CsI-Schicht wihrend der Bestrahlung durch Sputtern
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diinner wird, wurde bei allen weiteren Experimenten mit 50pg/cm? (ca. 100nm Dicke)
gearbeitet.
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Abb. 5.6 Channeltron-Spektren von unterschiedlich dick Csl beschichteten Si3N4-Fenstern bei
Bestrahlung mit 4,7MeV/u C-lonen (die Ordinatenskalierung der Diagramme variiert)

Bei Bestrahlung mit 4,7MeV/u C-lonen kann ab Csl-Dicken von etwa 20pg/cm? der in
Kapitel 5.1.2 beschriebene Grenzwert zur Diskriminierung der lonensignalen von den
Untergrundsignalen gesetzt werden (sieche Abb. 5.6). Da die Sekundédrelektronenausbeute
bei Bestrahlung mit schwereren Ionen steigt, eignet sich dieses Fenstermaterial ebenfalls
zur Trefferdetektion.

Um die Streuung durch dieses Fenster abschdtzen zu konnen, wurde sie fiir einen
fokussierten Kohlenstoff-Ionenstrahl (5MeV/u) 100um hinter einem mit 100nm CsI und
20nm Gold beschichteten 200nm dicken Siliziumnitrid-Fenster mit SRIM-2003 simuliert
(siche Abb. 5.7).

Im Vergleich zu den simulierten Daten der Streuung durch ein Diamantfenster ist diese
Verteilung etwas breiter. Beim Einbau eines solchen Vakuumfensters in unseren Aufbau

kann davon ausgegangen werden, dass 98% der Teilchen nicht weiter als 650nm gestreut
werden.
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Abb. 5.7 Abstandsverteilung vom Zielpunkt eines 5MeV/u Kohlenstoff-Strahls bei Streuung durch ein
200nm dickes, mit 100nm Csl und 20nm Gold beschichtetes Si3N4-Fenster und 100um Luft

5.2.3 Materialauswahl

Nach den in den vorigen Unterkapiteln beschriebenen Experimenten wurde sich dafiir
entschieden, die mit Csl und Gold beschichtete Si3N4-Folie als Vakuumfenster zu
verwenden. Ausschlaggebend dafiir war hauptsichlich die bessere Eignung als
Trefferdetektor, wobei nicht nur die hohe Sekundéirelektronenausbeute, sondern auch die
Reproduzierbarkeit dieser Messung bei verschiedenen Fenstern von Bedeutung war.

Diese gleich bleibenden Eigenschaften konnen erreicht werden, da die Folie mit definierter
Beschaffenheit kommerziell erworben werden kann und die Beschichtung mit Gold und
Csl im Targetlabor der GSI durchgefiihrt wird. Da so die Versorgung mit qualitativ
konstant hochwertigen Fenstern gesichert ist, ist es mdglich, nach jeder Strahlzeit einen
Fensterwechsel durchzufiihren, wodurch eventuell durch die Bestrahlung oder
Feuchtigkeitseinfliisse hervorgerufene Verdnderungen der CsI-Schicht sofort behoben
werden konnen.

Der Nachteil der im Vergleich zu den diinnst mdglichen Diamantfenstern etwas grof3eren
Streuung der lonen bleibt dabei in einer GroBenordnung, die bei der Bestrahlung einzelner
Zellkerne mit durchschnittlichen Durchmessern von etwa 15um nicht ins Gewicht fallt.
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Zellerkennung

Die automatische Ermittlung der Zellpositionen ist eine der zentralen Aufgaben, wenn eine
grole Anzahl Zellen in kurzer Zeit gezielt bestrahlt werden soll. Die dafiir einsetzbaren
Mikroskopietechniken werden jedoch durch den Bestrahlungsaufbau stark eingeschrinkt:
Da sich das Zellgefdl wihrend der Experimente direkt vor dem Vakuumfenster befindet, ist
eine Beleuchtung von dieser Seite aus nicht moglich. Daher ist die Anwendung von
Methoden, bei denen die Probe durchleuchtet werden muss, nicht moglich.

Daneben ist zu beachten, dass der zusitzliche Stress, dem die Zellen durch die Erkennung
ausgesetzt sind, moglichst gering gehalten werden sollte. Das heift, dass einerseits die zur
Mikroskopie notwendigen schidlichen Einfliisse, wie Zellfarbstoffe oder UV-Licht,
andererseits aber auch die zur Erkennung notwendige Zeit minimiert werden sollten.

Unter diesen Aspekten wurden verschiedene Mikroskopiemethoden auf ihre Tauglichkeit
zur Zellkernerkennung untersucht. Diese Versuche fanden iiberwiegend an einem
kommerziellen Mikroskop vom Typ ,,Nikon OPTIPHOT 2* statt, das zusétzlich mit einer
Auflichteinrichtung ausgestattet ist, die Hell- und Dunkelfeldmikroskopie sowie
differentielle Interferenzkontrast-Mikroskopie erlaubt.

6.1 Hellfeld-Auflichtmikroskopie

Bei dieser Mikroskopiemethode wird die Probe durch das Objektiv, durch das sie auch
betrachtet wird, beleuchtet (siche Abb. 6.1). Zur Bilderzeugung wird dann das von der
Probe ins Objektiv zuriickreflektierte Licht verwendet.

halbdurchléssiger
Spiegel

Lichtquelle

)

Objektiv

Probe

Abb. 6.1 Schematische Darstellung der Beleuchtung bei der Hellfeld-Auflichtmikroskopie
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Diese Reflexionen finden in den biologischen Proben an den verschiedenen Grenzfldchen
wie Medium-Zytoplasma, Zytoplasma-Zellkern oder an kleineren Streuzentren innerhalb
der Zelle statt. Das Verhdltnis der Intensititen von einfallender zu reflektierter Welle an
einer solchen Grenzfliche kann dabei mit der Fresnelschen Formel berechnet werden:

2
I, =1, (u)
n +n,

wobel mit I; und I. die Intensitidten der reflektierten bzw. einfallenden Lichtwelle und mit
n;, n; die Brechungsindizes der beiden Medien an den Grenzflachen bezeichnet werden.
Diese Formel zeigt, dass die Intensitdt des reflektierten Lichtes sehr stark von den
Differenzen der Brechungsindizes abhingt und daher bei Werten von n = 1,35 fiir den
Zellkern, n = 1,34 fiir das Zytoplasma und n = 1,33 fiir das Nédhrmedium [HAUO1] mit
dieser Mikroskopiemethode keine sehr kontrastreichen Bilder zu erwarten sind.

In Abb. 6.2 sind zwei typische Bilder von auf Polypropylen angewachsenen Zellen der
beiden hauptsédchlich untersuchten Arten zu sehen (siche dazu auch FuBinote Seite 13).

Abb. 6.2 Aufnahmen von Zellen mit Hellfeld-Auflichtmikroskopie; links: Fibroblasten; rechts: CHO-
K1 Zellen

Neben den Zellen sind in diesen Bildern auch die typischen, ellipsenformigen Strukturen
der Folie zu sehen. Da in diesen Aufnahmen die Zellen wegen ihrer Kontrastarmut selbst
fiir menschliche Betrachter nur schwer zu erkennen sind, wurde nicht weiter versucht, diese
Mikroskopiemethode fiir eine automatische Zell- bzw. Zellkernerkennung zu verwenden.
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6.2 Dunkelfeld-Auflichtmikroskopie

Im Gegensatz zur Hellfeld-Auflichtmikroskopie wird die Probe bei der Dunkelfeld-
Auflichtmikroskopie nicht durch das Objektiv, sondern durch Prismen oder Spiegel an
dessen Rand beleuchtet (sieche Abb. 6.3). Die Beleuchtung wird dabei so vorgenommen,
dass das Licht, das an senkrecht zur optischen Achse stehenden Grenzflichen reflektiert
wird, nicht ins Objektiv gelangt. Zur Abbildung der Objekte trdgt daher hauptséichlich
gestreutes Licht bei, das von der Probe nicht regulér reflektiert wird.

Spiegel

/

Lichtquelle

p4 -

< 4

Blende

Prisma

Objektiv

Probe

Abb. 6.3 Schematische Darstellung der Beleuchtung bei Dunkelfeld-Auflichtmikroskopie

In Abb. 6.4 werden fiir die beiden untersuchten Zellarten Aufnahmen gegeniibergestellt, die
mit Auflichtmikroskopie im Hell- und Dunkelfeldmodus gemacht wurden.

In den Bildern der Dunkelfeldmikroskopie erscheinen die Zytoplasmen der Zellen als helle
Flachen, in denen teilweise die Zellkerne als dunkle Gebiete zu erkennen sind. Dies ldsst
darauf schlieSen, dass sich im Zytoplasma relativ viele Streuzentren befinden, wihrend der
Zellkern sehr homogen ist.

Problematisch fiir eine automatische Zellkernerkennung mit dieser Mikroskopiemethode
ist, dass die Lichtmengen, die von Zytoplasmen und den Kernen der einzelnen Zellen
gestreuten werden, stark variieren und so eine zuverldssige Unterscheidung von Hinter-
grundreflexen, die von Streuzentren auf der Polypropylenfolie und im Nadhrmedium
stammen, nicht moglich ist. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde nicht weiter versucht,
diese Technik zur automatischen Zellkernerkennung einzusetzen.
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Abb. 6.4 Gegenuberstellung von Hellfeld- (links) und Dunkelfeld-Auflichtmikroskopie (rechts) der
jeweils gleichen Stelle auf einer Probe. Oben: CHO-K1 Zellen; unten: Fibroblasten

6.3 Differentieller Interferenzkontrast

Beim Differentiellen Interferenzkontrast (DIC) nach Nomarski (sieche Abb. 6.5) durchlauft
das Mikroskopierlicht zundchst einen Polarisationsfilter und wird danach durch ein
Wollaston-Prisma in zwei Strahlen gleicher Amplitude aufgespaltet, die senkrecht
zueinander polarisiert sind. Diese beiden Strahlen verlaufen nach Passieren des Objektivs
parallel, aber rdumlich leicht versetzt und werden nach der Reflektion in der Probe im
gleichen Wollaston-Prisma, in dem sie auch aufgespaltet wurden, wieder
zusammengefiihrt.

Wenn sich die Lange der optischen Wege, die die beiden Strahlen im Objekt zuriickgelegt
haben, unterscheiden, so sind ihre Phasen gegeneinander verschoben, was dazu fiihrt, dass
die Polarisationsrichtung der daraus zusammengesetzten Welle im Vergleich zur
urspriinglichen Welle gedreht ist. Durch einen zweiten Polarisationsfilter (Analysator)
hinter dem Prisma wird diese Drehung als Kontrastdnderung im Mikroskopiebild sichtbar
gemacht.

Abb. 6.6 zeigt eine Gegeniiberstellung zwischen Aufnahmen, die mit Hellfeld-
Auflichtmikroskopie und Differentieller Interferenzmikroskopie gemacht wurden.
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Abb. 6.5 Schematische Darstellung der Polarisation und Aufspaltung des Lichtes beim Differentiellen
Interferenzkontrast nach Nomarski

S0pum

Abb. 6.6 Gegenlberstellung von Aufnahmen der Hellfeld-Auflichtmikroskopie (links) und
Differentiellem Interferenzkontrast (rechts) der jeweils gleichen Stelle auf einer Probe.
Oben: CHO-K1 Zellen; unten: Fibroblasten
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Im Vergleich zu den Hellfeld-Bildern erscheinen die Objekte in den mit DIC gemachten
Aufnahmen dreidimensional und von oben links beleuchtet. Dieser Effekt wird durch die
Wegdifferenz der beiden polarisierten Strahlen verursacht, die mit der Steigung der Grenz-
fliche zwischen Medien mit verschiedenen Brechungsindizes zunimmt (siche Abb. 6.7).
Diese Differenzen fiihren zu einer Drehung der Polarisationsrichtung der im Wollaston-
Prisma zusammengesetzten Welle und durch den Analysator zu Kontrastinderungen im
Bild. Da die Steigung der Grenzflichen an den Kanten der Zellen am grof3ten ist, kommt es
dort auch zu den stirksten Intensititsénderungen, die die in den Aufnahmen sichtbare
Beleuchtungswirkung verursachen.

Licht
T4 Dec%(glas
1s Nihrmedium
1T IlMcdium
[ ]
d
s__ nZytoplasma ’
Zellkern Zytoplasma

Abb. 6.7 Darstellung zu den Wegdifferenzen der polarisierten Strahlen in der Probe

Da trotz dieser Phaseninformation die Zellkerne in den DIC-Aufnahmen nicht besser zu
sehen sind als in den Hellfeld-Bildern, wurde versucht, den Brechungsindex des Nahr-
mediums dem des Zytoplasmas durch entsprechende Zusétze anzugleichen. Dadurch sollte
dieser Teil der Zelle fiir die phasenempfindliche Interferenzmethode praktisch unsichtbar
werden, so dass der Zellkern zu erkennen sein sollte.

In Abb. 6.8 werden Aufnahmen von Fibroblasten gezeigt, die sich in verschiedenen
Mischungen aus Nahrmedium und DMSO, einem in geringen Konzentrationen ungiftigem
Losungsmittel mit einem Brechungsindex von 1,47, befinden.

Die Aufnahmen zeigen, dass erwartungsgemill der Kontrast der Zellen bis zu einem
Brechungsindex des umgebenden Mediums von etwa 1,39 ab- und bei hoheren Werten
wieder zunimmt. Das erwartete Hervortreten des Zellkerns blieb jedoch aus, was im
Nachhinein auf den zu kleinen Unterschied in den Brechungsindizes zwischen Zytoplasma
und Zellkern zuriickgefithrt wird. Damit ist auch diese Methode zur zuverldssigen
automatischen Erkennung von Zellkernen nicht geeignet.
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Abb. 6.8 Abbildung von Fibroblasten, die sich in Nahrmedien mit unterschiedlichen Brechungsindizes

befinden



38 Kapitel 6

6.4 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenz-Auflichtmikroskopie wird ein in der Probe befindlicher Farbstoff mit
kurzwelligem Licht angeregt. Das darauthin von diesem Farbstoff emittierte langwelligere
Licht wird zur Bilderzeugung verwendet. Die Beleuchtung der Probe erfolgt dabei wie bei
der Hellfeld-Auflichtmikroskopie (siche Abb. 6.9), mit dem Unterschied, dass sich direkt
hinter der Lichtquelle ein Filter befindet, der nur das kurzwellige Licht passieren ldsst, das
zur Anregung des Farbstoffs bendtigt wird. Dagegen ldsst ein weiterer Filter im
Beobachtungsstrahlengang nur das vom Farbstoff emittierte langwellige Licht passieren,

das dann zur Bilderzeugung verwendet wird.
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Abb. 6.9 Schematische Darstellung der Beleuchtung und Anordnung der Filter bei der Fluoreszenz-
mikroskopie

In Abb. 6.10 sind einige der mit dieser Methode aufgenommen Bilder von Fibroblasten
dargestellt. Die hellen Bereiche in diesen Aufnahmen markieren die Kerne der Zellen, die
kurz zuvor fiir eine Stunde in Ndhrmedium, das 200nM des DNA-Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst 33342 enthielt, kultiviert wurden. In diesen Bildern ist eine automatische
Zellkernerkennung leicht moglich, indem alle zusammenhidngenden Gebiete ab einer
gewissen GroBe, deren Pixel einen gewissen Helligkeitsgrenzwert iiberschreiten, als
Zellkerne detektiert werden.

Da unter den getesteten Mikroskopieverfahren die Fluoreszenzmikroskopie die einzige ist,
mit der eine zuverldssige Zellkernerkennung vorgenommen werden kann, wurde sie zu
diesem Zweck in den bisher durchgefiihrten Experimenten (siche Kapitel 8 "erste
Versuche") eingesetzt.

Dabei wurden die Zellen jeweils kurz vor der Bestrahlung fiir eine Stunde in einem 200nM
Hoechst 33342 enthaltenden Ndhrmedium kultiviert. Wahrend der Zellerkennung wurde
durch das zur Anregung des Farbstoffes bendtige UV-Licht eine Energie von etwa 300J/m?

deponiert.
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Abb. 6.10 Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von mit Hoechst 33342 gefarbten Fibroblasten. Die
hellen Stellen markieren die Zellkerne, an deren DNA sich der Farbstoff anlagerte

Aus biologischer Sicht besteht bei dieser Methode jedoch die Gefahr, dass die zu
untersuchenden Reaktionen der Zellen nach der Bestrahlung durch den in den Zellkernen
vorhandenen Farbstoff beeinflusst werden. Daneben besteht die Gefahr, dass das zur
Anregung des Farbstoffes benutzte UV-Licht (A = 355nm fiir Hoechst 33342) zusitzliche
Schiden in der Zelle verursacht.

Um den Einfluss des Farbstoffes auf das Zellwachstum zu {iberpriifen, wurden nach der
bereits in Kapitel 4.1 beschriebenen Methode Wachstumskurven fiir CHO-K1 Zelle, die mit
verschiedenen Farbstoffkonzentrationen gefarbt wurden, aufgenommen. Die Ergebnisse
dieser Versuche sind in Abb. 6.11 zu sehen.

60 7 Konzentrationen Hoechst 33342: I
1 —®— ohne l
504 —A—50nM
—v— 200 nM
40 —&— 1000 nM

N(t) / N(0)

20

Zeit [h]

Abb. 6.11 Wachstumskurven fur CHO-K1 Zellen, die jeweils eine Stunde in Nahrmedium mit
unterschiedlichen Konzentrationen des DNA-Farbstoffs Hoechst 33342 kultiviert wurden

Man erkennt, dass die Wachstumskurve bei einer Farbstoffkonzentration von 200nM
praktisch mit der Referenzkurve iibereinstimmt, wéhrend die Zellen bei Farbung mit einer
Konzentration von 50nM schneller wuchsen. Da diese Kurven jedoch mit relativ geringer
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Statistik aufgenommen wurden (jeweils 2 Petrischalen mit je ca. 30 Zellkolonien) und in
diesen Diagrammen nur der Fehler des arithmetischen Mittelwertes aufgetragen ist, wird
davon ausgegangen, dass die erhohte Wachstumsrate nicht durch den Farbstoff, sondern
durch andere, nicht mehr nachvollziehbare dulere Einfliisse verursacht wurde. Dagegen
wird die deutlich niedrigere Wachstumsrate bei einer Farbstoftkonzentration von 1mM als
direkten Effekt der Férbung interpretiert. Das bedeutet aber, dass zumindest bei der
Untersuchung des Einflusses von ionisierender Strahlung auf die Wachstumsrate eine
Farbstoffkonzentration von 200nM bei der Prdparation der Zellen nicht iiberschritten
werden sollte.

In einer zweiten Messreihe sollte der Einfluss des UV-Lichtes auf die Zellen gemessen
werden. Hierzu wurden Wachstumskurven von CHO-K1 Zellen aufgenommen, die mit der
in den Bestrahlungsexperimenten verwendeten Konzentration von 200nM Hoechst 33342
gefarbt und zusétzlich unterschiedlich lange mit UV-Licht beleuchtet wurden. Die
Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 6.12 dargestellt.
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Abb. 6.12 Wachstumskurven fir CHO-K1 Zellen, die mit 200nM Hoechst 33342 gefarbt und
unterschiedlich stark mit UV-Licht bestrahlt wurden

Darin ist zu erkennen, dass die Wachstumsraten fiir die mit 0J/m? und 150J/m? bestrahlten
Zellen innerhalb der Fehlergrenzen mit denen der Kontrollzellen iibereinstimmen. Bei den
beiden mit hoheren Energien bestrahlten Zellen ist dagegen ein geringeres Wachstum zu
verzeichnen, wobei bei der Probe mit 300J/m? aufgrund der extremen Abweichung und der
Tatsache, dass die mit 600J/m? doppelt so stark bestrahlten Zellen sich deutlich besser
vermehren, davon ausgegangen wird, dass das geringe Wachstum durch andere Einfliisse
verursacht wurde.

Trotzdem zeigen diese Messungen, dass auch die Belichtungsdauer und damit die durch das
UV-Licht deponierte Energie das Verhalten der Zellen beeinflussen kann. Bei den
bisherigen Bestrahlungsexperimenten (siche Kapitel 8 "Erste Versuche") wurde deshalb
darauf geachtet, dass die zur Zellkernerkennung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
notwendige Belichtungszeit moglichst kurz ist.



Kapitel 7

Die Steuerungssoftware

Die Steuerungssoftware ist in Verbindung mit der externen Elektronik fiir die komplette
Regelung der Bestrahlung zustindig. Dazu werden die Daten von den verschiedenen
Komponenten des Aufbaus abgerufen, miteinander verkniipft und danach die fiir die
automatische Bestrahlung notwendigen Steuersignale ausgegeben.

Da die Zellerkennung der aufwéndigste Teil des Programms ist, wurde als Basis der
Softwareentwicklung das Bildverarbeitungsprogramm ImagePro Plus der Firma
MediaCybernetics verwendet. Das zugehorige Software Development Kit (SDK)
ermoOglicht es, die Steuerungssoftware in Visual C++ zu entwerfen und direkt in das
Bildverarbeitungsprogramm zu integrieren.

In diesem Kapitel werden die einzelnen Komponenten dieser Software genauer betrachtet.

7.1 Datenaustausch

Fiir den Datenaustausch mit den externen Komponenten stehen neben Tastatur, Maus und
Bildschirm, iiber die die Dateneingabe des Benutzers erfolgt, mehrere PCI-Karten im
Rechner zur Verfiigung:
Eine IK220-Karte der Firma HEIDENHAIN um die Positionen der beiden Weg-
sensoren am X-Y-Tisch einzulesen
Eine Karte der Firma PCO, iiber die die gesamte Kommunikation mit der PixelFly-
Kamera durchgefiihrt wird
Eine PCI-6713-Karte der Firma National Instruments mit 8 bipolaren analogen
Ausgingen, 8 digitalen Aus-/Eingingen und zwei Hardware-Zdhlern. Je zwei der
analogen Ausginge werden fiir Bewegung der Tischmotoren bzw. die Ansteuerung der
Strahlablenkung verwendet, wéhrend fiir die Kommunikation mit der Bestrahlungs-
elektronik sieben der digitalen Aus-/Eingénge benétigt werden.

7.2 Kalibrierung der Strahlablenkung

Wie bereits in Kapitel 2 "Die Mikrosonde" beschrieben, besitzt die Mikrosonde eine
magnetische Strahlablenkung, die die Bewegung des Strahlfokus in der Objektebene
ermoglicht. Diese Strahlablenkung kann iiber zwei Spannungen, je eine fiir die horizontale
und die vertikale Verschiebung, gesteuert werden.

Um bei der automatischen Bestrahlung die Ionen auf die erkannten Objekte lenken zu
konnen, muss die Position des Strahlfokus im Kamerabild als Funktion der angelegten
Steuerspannungen bestimmt werden (siche Abb. 7.1).

41
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Strahl-
ablenkung
UAbI ~~~~~~~~~
Tonenstrahl CCD
Kamera

-

Abb. 7.1 Schema zur Position des Strahlfokus im Kamerabild als Funktion der Ablenkspannung (in der
Mikrosonde wird eine magnetische Ablenkung verwendet, die Gber Spannungen gesteuert wird).

Bei der Kalibrierung wird davon ausgegangen, dass die Verschiebung des Strahls in beide
Richtungen linear von den angelegten Spannungen abhéngt. In mehreren Versuchen wurde
gezeigt, dass der durch diese Ndherung gemachte Fehler bei Strahlauslenkungen von unter
einem Millimeter, wie sie in den Experimenten vorgesehen sind, vernachldssigt werden
kann. Damit kann die Umrechnung von Bildkoordinaten der Kamera in Steuerspannungen
der Strahlablenkung als Transformation zwischen linearen Koordinatensystemen betrachtet
werden (siche Abb. 7.2).

Kamerabild Koordinatensystem

v Yo des Kamerabildes
AA

Aot

Koordinatensystem
der Strahlablenkung

Abb. 7.2 Schema zur Koordinatentransformation zwischen Kamerabild und Strahlablenkung

Die Berechnung erfolgt dann mit:
U, U, C,:cosp —C, -sin@) (x
[U y) - [U ij_y_o " (CX ‘sing  C,-cos@ J'(yl&”d
Dabei bezeichnen:

U
(U Xj den Vektor der anzulegenden Strahlspannungen,
y
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U
( XJ anliegende Spannungen, wenn der Strahl im Ursprungspunkt des Bildes ist,
Y/ x= y=0

X
( j die Position des Objektes, das bestrahlt werden soll.
y Bild

cyy sind Kalibrierungskonstanten fiir beide Richtungen mit der Dimension Volt/Pixel. @ ist
der Winkel zwischen den Achsen in denen der Strahl ausgelenkt wird und dem
Koordinatensystem im Kamerabild.

Fir die Berechnung der Konstanten in dieser Gleichung miissen die Strahlpositionen im
Kamerabild fiir drei linear unabhingige Spannungsvektoren bestimmt werden. Wie diese
Positionsbestimmung technisch durchgefiihrt werden kann, wird in Kapitel 8§ "Erste
Versuche" dargestellt.

7.3 Kalibrierung der Tischbewegung

Ziel der Kalibrierung der Tischbewegung ist es, die Tischkoordinaten, also den Abstand
zum Referenzpunkt des Tisches, der im Kamerabild erkannten Objekte, berechnen zu
konnen. Diese Berechnung wird bei der Eingabe der Probendaten, der Ausrichtung von zu
bestrahlenden Objekten und lonenstrahl und bei der Bestimmung der Koordinaten dieser
Objekte benotigt.

Um die Berechnung durchfiihren zu konnen, muss die Position des Tisches, die sich gerade
im Ursprungspunkt des Bildkoordinatensystems befindet, von den Positionssensoren (siche
Kapitel 3 "Der X-Y-Tisch") eingelesen werden. Aus dem Abstand der Objekte zu diesem
Ursprungspunkt konnen dann deren Tischkoordinaten berechnet werden (siehe Abb. 7.3).

@
Q @ Q 85/125
L Y 85/125 G Tisch O
} b 1Schn- Q Q O
@)\, 100/100 ewegung 70/90
¢ o |—>
) / ® ®
S O ")
@ )
eingelesene eingelesene
Tischkoordinate: 100/100 Tischkoordinate: 70/90

Abb. 7.3 Schema zur Berechnung der Tischkoordinate eines Objektes im Kamerabild. Die Position des
Punktes im Zentrum des Bildes wird von den Positionssensoren eingelesen. Die anderen Koordinaten
konnen dann Uber den Abstand im Bild berechnet werden

Bei der Umrechnung zwischen den beiden linearen Koordinatensystemen kann folgende
Formel verwendet werden:

[XJ _(Xoj te [cos(p —sin(oj (XJ
y Tisch Yo Tisch Sil’l¢ cosg y Bild
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Dabei bezeichnen:

X
J die zu berechnende Tischkoordinate eines Bildpunktes,
y Tisch
X
J die Bildkoordinate, deren Tischposition bestimmt werden soll und
y Bild
X
0] die Tischkoordinate des Ursprungspunktes im Koordinatensystem des Bildes.
Tisch

Yo

Mit ¢ wird der Winkel zwischen den Achsen der beiden Koordinatensysteme bezeichnet.
Im Gegensatz zur Umrechnung bei der Strahlspannung wird hier nur eine
Kalbrationskonstante ¢ mit der Dimension pm/Pixel bendtigt, da bei beiden Achsen des
Tisches die Bewegung in Mikrometern gemessen wird und die Kamerapixel quadratisch
sind. Die Position des Ursprungs des Bild-Koordinatensystems wird direkt von den
Positionssensoren des Tisches (siehe Kapitel 3 "Der X-Y-Tisch) aufgenommen, entspricht
also der aktuellen Tischposition.

Zur Berechnung der Konstanten in dieser Formel muss die Bildposition eines Punktes auf
der Probe flir zwei verschiedene Tischstellungen bestimmt werden. Hierzu muss der
Benutzer einen Punkt der Probe im Kamerabild anklicken, den Tisch so verfahren, dass
dieser Punkt noch im Bild sichtbar ist und ihn daraufhin erneut anklicken.

7.4 Eingabe der Probendaten

Die Eingabe der Probendaten erfolgt durch den Benutzer und beinhaltet sowohl die Fldche
der Probe, die bestrahlt werden soll, als auch zwei Referenzpunkte auf der Probe, die es
ermoglichen, die Koordinaten der bestrahlten Objekte auch mit anderen Tischen wieder
anzufahren.

7.4.1 Flache der Probe

Die Steuerungssoftware unterstiitzt sowohl runde als auch rechteckige Probeflachen. Diese
konnen iiber einen Dialog definiert werden, in dem fiir runde Proben deren Mittelpunkt und
der Radius, fiir rechteckige Proben die Koordinate der linken oberen Ecke sowie Hohe und
Breite eingegeben werden miissen. Daneben besteht die Moglichkeit, direkt am Bildschirm
durch Anklicken geeigneter Stellen auf der Probe deren Flidche zu bestimmen. Fiir runde
Proben miissen dazu drei Punkte auf deren Rand, bei rechteckigen Proben ein Punkt auf
jeder der vier Kanten angeklickt werden. Mit diesen Informationen ist die Probenflidche
jeweils eindeutig definiert.

7.4.2 Eingabe der Referenzpunkte

Da die Auswertung der bestrahlten Proben nicht in der Mikrosonde erfolgt, ist es
notwendig, die in der Mikrosonde bestimmten Koordinaten der bestrahlten Stellen in das
Koordinatensystem eines anderen Tisches umzurechnen. Hierbei kann wieder die bereits
bei der Kalibrierung des Tisches benutzte Formel zur Umrechnung zwischen zwei linearen
Koordinatensystemen benutzt werden:
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[XJ _(Xoj e (COS¢ —sin¢j (XJ
y neu Yo neu Sin¢ cos@ y Mikrosonde

Hierbei sind:

XJ die zu berechnende Koordinate im neuen Tischsystem,
y neu
die Koordinate im Tischsystem der Mikrosonde und
y Mikrosonde
Xo] die Koordinate des Ursprungspunktes des Mikrosondentisches im neuen
Yo ) ooy System.

¢ Dbezeichnet den Winkel zwischen den beiden Systemen und c¢ ist eine
Kalibrierungskonstante, die eine Umrechnung zwischen verschiedenen Maleinheiten
erlaubt.

Eine recht einfache Methode, diese Parameter zu bestimmen, besteht darin, in beiden
Systemen die Koordinaten von zwei ausgezeichneten Punkten auf der Probe aufzunehmen.
Die Auswahl solcher Referenzpunkte auf der Probe ist in Kapitel 8 "Erste Versuche"
genauer beschrieben.

Alternativ dazu kann durch eine geeignete Halterung im neuen Tischsystem, die dejenigen
im X-Y-Tisch der Mikrosonde entspricht (siche Kapitel 3 "Der X-Y-Tisch") dafiir gesorgt
werden, dass ¢ = 0 wird. Messen auBBerdem beide Tische in metrischen Einheiten, so wird
die Konstante ¢ = 1 und die Umrechung zwischen den beiden Systemen beschrénkt sich auf
die Addition eines konstanten Vektors. An einer solchen Halterung wird zur Zeit gearbeitet.

7.5 Automatische Bestrahlung

Bei der automatischen Bestrahlung konnen Bilder von der gesamten oder von Teilen der
Probe aufgenommen werden. In den Einzelbildern wird dann sofort die Objekterkennung,
-auswahl und die Bestrahlung durchgefiihrt. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte
mit den verschiedenen Variationsmoglichkeiten dargestellt, die Bestrahlungen
entsprechend der biologischen Fragestellung ermdglichen.

7.5.1 Anfahren von Positionen

Bei der Auswahl der zu bestrahlenden Fliche in der Probe stehen zwei Optionen zu

Auswahl:

- Gesamte Probe:
Hierbei werden die Positionen so angefahren, dass sich die dort aufgenommenen
Einzelbilder leicht tiberlappen und zusammen die gesamte Probe bedecken.
Eine bestimmte Anzahl von Feldern in der Probe:
Bei dieser Option wird eine vom Benutzer vorgegebene Anzahl von Positionen auf der
Probe angefahren. Diese Positionen werden von der Software zu Beginn der
Bestrahlung aus Probenfliche und Anzahl so berechnet, dass sie gleichméBig auf der
gesamten Probe verteilt sind.
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7.5.2 Objekterkennung
Wie bereits in Kapitel 6 "Zellerkennung" beschrieben, wird in den Experimenten
Fluoreszenzmikroskopie zur Erkennung der Zellen verwendet. Dabei emittiert ein Farbstoff
in den Zellkernen Fluoreszenzlicht, wodurch deren Positionen in den Bildern durch die
Bestimmung der hellen Objekte leicht ermittelt werden konnen. Da sich aber Gréfle und
Helligkeit der Kerne fiir verschiedene Zellarten unterscheiden und zudem auch Testobjekte
wie z.B. vorgedtzte Spuren in CR39 (sieche Kapitel 8 "Erste Versuche") durch ihren
Kontrast erkannt werden sollen, kann der Erkennungsalgorithmus {iber verschiedene
Optionen an die entsprechenden Objekte angepasst werden:
— Hintergrundkorrektur des Bildes:
Wenn diese Option gewihlt ist, werden durch eine im Softwarepakte von ImagePro
Plus vorhandene Funktion die Intensititsschwankungen der Hintergrundpixel
vermindert. So konnen Effekte im Bild, die beispielsweise von einer ungleichméBigen
Ausleuchtung herriihren, korrigiert werden.
— Einstellung der Intensitétsgrenzen:
Um Objekte tiber ihren Kontrast erkennen zu konnen, miissen die Grenzen, innerhalb
derer die Grauwerte dieser Objekte liegen, definiert werden. Dazu kann der Benutzer
entweder feste Werte vorgeben oder die Grenzen werden als Summe von Mittelwert
und Standardabweichung des Bildhistogrammes, die jeweils mit einem Faktor
multipliziert werden, berechnet.
— Bestimmung von Auswahlkriterien:
Unter allen Objekten, deren Pixelintensititen innerhalb der gesetzten Grenzen liegen,
konnen durch weitere Merkmale diejenigen herausgefiltert werden, die wirklich von
Interesse sind. ImagPro Plus stellt dabei eine Reihe verschiedener Kriterien wie Flache,
Durchmesser, etc zur Verfiigung.
— Trennung von iiberlappenden Objekten:
Ist diese Option gewdhlt, so wird die im Softwarepaket von ImagePro Plus vorhandene
"Watershed-Split"-Funktion zur Trennung sich iiberlappender erkannter Objekte auf das
Bild angewandt.

7.5.3 Objektauswahl
Da es bei biologischen Experimenten nicht immer sinnvoll ist, alle Zellen zu bestrahlen,
kann der Benutzer Kriterien bestimmen, nach denen die zu bestrahlenden Objekte
ausgewdhlt werden:

Alle:

bei dieser Auswahl werden alle erkannten Objekte bestrahlt.

Anzahl pro Einzelbild

Hier wir in jedem Bildfeld eine vorgegebene Anzahl von Objekten bestrahlt

Prozent der Objekte

Bei dieser Option wird in der gesamte Probe ein vorgegebener Prozentsatz der Objekte

bestrahlt.

7.5.4 Strahl und Objekt ausrichten
Vor der Bestrahlung miissen der Strahl und die Objekte ausgerichtet werden. Dazu kdnnen
zwei Methoden verwendet werden:

Die Objekte werden mit Hilfe des Tisches an die Position gefahren, an der sich der
Strahlfokus befindet.
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Der Ionenstrahl wird mit Hilfe der Strahlablenkung zu der Position bewegt, an der sich
das Objekt befindet.
Beide Methoden eignen sich grundsétzlich dazu, Strahl und Objekt auszurichten, allerdings
kann der Strahl wesentlich schneller an die gewiinschte Position bewegt werden, als dies
mit dem Tisch moglich ist.

7.5.5 Bestrahlung

Bei der Bestrahlung selbst kann neben der Anzahl der Ionen auch das Muster bestimmt
werden, in dem die Ionen das Objekt treffen sollen. Dabei besteht die Wahlmdoglichkeit,
alle Ionen ins Zentrum der Zelle zu lenken, sie auf einer Geraden mit gleichem Abstand zu
platzieren oder sie in Form eines Kreuzes anzuordnen.

Dies kann zum Einen dazu genutzt werden, die Dosis innerhalb eines Zellkerns bewusst an
verschiedenen Stellen zu deponieren, zum Anderen konnen beim Treffernachweis
regelméfige Muster in den Zellkernen leicht von zufélligen Schiden unterschieden werden,
wodurch die Erkennung der bestrahlten Zellen wesentlich erleichtert wird (siehe Kapitel 8
"Erste Versuche").

Um die eigentliche Bestrahlung durchzufithren, muss der Strahlschalter vor den
Objektschlitzen der Mikrosonde (siche Kapitel 2 "Die Mikrosonde") geoffnet und nach der
Detektion der gewlinschten Anzahl Ionen wieder geschlossen werden. Da die Steuerung
dieses Ablaufs sehr schnell vor sich gehen muss, eignet sich dafiir ein Rechner, in dem die
Signale erst aufwindig verarbeitet werden miissen, nicht. Stattdessen iibernimmt eine
eigens daflir entworfene Steuerelektronik diese Aufgabe. Diese erhédlt vom Rechner
lediglich einen Startimpuls und regelt danach die Bestrahlung mit einer - an einem
Bindrzéhler einstellbaren - Anzahl von Ionen. Danach wird am Rechner ein Signal
angelegt, das das Ende der Bestrahlung anzeigt.

7.5.6 Testbestrahlung

Neben der gezielten Bestrahlung von Objekten besteht zu Testzwecken und zur Herstellung
biologischer Referenzproben auch die Moglichkeit, groBere Flichen auf der Probe mit
einem regelmaBigen Punktmuster zu bestrahlen (siehe Kapitel 8 "Erste Versuche").
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Erste VVersuche

Mit dem in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten Aufbau wurden bereits einige
Experimente zur Zellbestrahlung durchgefiihrt. Wéhrend bei den ersten Versuchen das
Hauptaugenmerk auf die Tauglichkeit des Systems fiir diese Zwecke gerichtet war und
Verbesserungen angestrebt wurden, wurden in der letzten Strahlzeit auch erste biologische
Fragestellungen untersucht.

In diesem Kapitel werden die bisherigen Experimente dargestellt, wobei neben den
Ergebnissen auch auf die bei der Durchfiihrung angewandten Methoden, aufgetretenen
Probleme und mogliche Problemldsungen eingegangen wird.

8.1 Trefferdetektion

Wie schon in Kapitel 5 ,,Das Vakuumfenster* beschrieben, werden zur Trefferdetektion die
Sekundérelektronen, die beim Durchgang eines lons durch das Vakuumfenster entstehen,
mit einem Channeltron nachgewiesen. Da sich das Amplitudenspektrum von dessen
Signalen fiir verschiedene Ionen und Energien stark unterscheidet, muss zu Beginn jeder
Strahlzeit der Grenzwert zur Unterscheidung echter Treffer von durch einzelne Elektronen
erzeugten  Hintergrundsignalen neu  bestimmt werden. Hierzu wird ein
Sekundéarelektronenspektrum des unfokussierten Ionenstrahls auf dem Vakuumfenster
aufgenommen (siche Abb. 8.1), in dem der Grenzwert abgelesen werden kann. Dieser wird
dann am Single Channel Analyser, mit dem die Signale des Channeltrons ausgewertet
werden, als Schwelle eingestellt.
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Abb. 8.1 Amplitudenspektrum eines Channeltrons bei Bestrahlung einer Csl-Oberflache mit C-lonen
(4,8MeV/u). Die senkrechte Linie markiert den Grenzwert zur Unterscheidung von echten
lonentreffern und Hintergrundsignalen
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8.2 Fokussierung des Strahls

Bevor an der Mikrosonde gezielte Bestrahlungen durchgefiihrt werden kdnnen, miissen die
Strome der magnetischen Linse so eingestellt werden, dass der Fokus des lonenstrahls in
der Objektebene liegt. Diese Einstellung, die im Folgenden ndher beschrieben wird, wird
mit Hilfe der so genannten Scanning Transmission lon Microscopy (STIM) durchgefiihrt.
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Abb. 8.2 Schematische Darstellung der STIM: Der lonenstrahl wird mittels der Strahlablenkung tber
ein Kupfergitter gerastert. Dabei wird die Energie der lonen hinter dem Gitter mit einem
Halbleiterdetektor gemessen. Das Diagramm, in dem die gemessenen Energien als Funktion der
Ablenkspannung aufgetragen sind (rechts), spiegelt den Energieverlust in der Probe wider

Bei der Strahlfokussierung mittels STIM wird der lonenstrahl, wie in Abb. 8.2 links
dargestellt, mit Hilfe der Strahlablenkung iiber ein diinnes Kupfergitter gerastert wahrend
der Halbleiterdetektor hinter dem Gitter die Energie der auftreffenden Teilchen misst.

Trégt man die gemessene Energie als Funktion der Ablenkspannung auf, so erhilt man ein
Diagramm der Energieverteilung hinter der Probe (siche Abb. 8.2 rechts), das den lokalen
Energieverlust darin widerspiegelt. Zur Erzeugung eines zweidimensionalen STIM-Bildes
der Probe werden in einem Diagramm nur die Positionen der lonen eingezeichnet, die im
Gitter Energie verloren. In Abb. 8.3 ist das STIM-Bild eines Kupfergitters mit einer
Gitterkonstanten von 12,5um dargestellt.
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Abb. 8.3 STIM-Bild eines Gitters mit einer Gitterkonstante von 12,5um

Die Konturen des STIM-Bildes werden umso unschirfer, je weiter der Strahlfokus von der
Objektebene entfernt ist, da dann an den Kanten der Probe sowohl Ionen mit voller, als
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auch verminderter Energie den Detektor erreichen (siche Abb. 8.4). Zur Fokussierung des
Ionenstrahls in die Objektebene werden daher die Linsenstrome so eingestellt, dass die
Konturen des Kupfergitters im STIM-Bilder so scharf wie moglich sind (siehe als Beispiel
Abb. 8.3).

Gitter Gitter

lonenstrahl
Tonenstrahl

Abb. 8.4 Schematische Darstellung der Energieverteilung der lonen bei unfokussiertem Strahl

8.3 Kalibrierung der Strahlablenkung

Um die lonen mit Hilfe der Strahlablenkung auf die im Kamerabild erkannten Zellen
lenken zu konnen, ist eine Kalibrierung der Strahlablenkung notwendig (sieche Kapitel 7
"Die Steuerungssoftware"). Dazu miissen fiir drei unterschiedliche Einstellungen der
Steuerspannungen die Positionen des Ionenstrahls im Kamerabild bestimmt werden. Bei
den bisherigen Strahlzeiten wurden hierfiir zwei unterschiedliche Methoden angewandt.

8.3.1 Kalibrierung mittels Szintillator

Bei dieser Methode wird das Licht, das ein Szintillator bei der Bestrahlung mit Ionen
aussendet, zur Bestimmung der Strahlposition benutzt. Bei unseren Versuchen wird hierzu
ein Szintillatorpldttchen vom Typ NE111 mit einer Dicke von etwa 600um verwendet, bei
dem die bestrahlte Flaiche zur Erhohung der Lichtausbeute mit Gold beschichtet ist. Nach
dem Einbau der Probe in den X-Y-Tisch wird die Optik auf die reflektierende Goldschicht
fokussiert, in deren Bereich die Energie der Ionen in Lichtblitze umgewandelt wird.

Danach werden drei unterschiedliche Steuerspannungen fiir die Ablenkung eingestellt,
wonach jeweils der Strahl eingeschaltet und ein Bild der Probe bei maximaler
Integrationszeit der Kamera aufgenommen wird. Wenn der Ionenstrahl intensiv genug ist,
entstehen dabei Bilder, wie in Abb. 8.5 gezeigt, in denen die Positionen des Strahls klar
erkennbar sind. Diese konnen dann zur Kalibrierung der Strahlablenkung benutzt werden.

Abb. 8.5 Bilder eines Szintillators bei Bestrahlung mit C-lonen (4,8 MeV/u) fur unterschiedliche
Strahlablenkungen. Die hellen Stellen in den Bildern entstanden durch vom lonenstrahl im Szintillator
erzeugten Photonen und markieren daher die Position des Strahlfokus
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8.3.2 Kalibrierung mittels STIM

Neben der gerade beschriebenen Methode kann die Strahlauslenkung auch mit Hilfe eines
STIM-Bildes kalibriert werden. Dieser Weg ist wesentlich zeitaufwéndiger, kann dafiir aber
auch angewandt werden, wenn die Strahlintensitdt so niedrig ist, dass das Signal eines
Szintillators nicht zur Positionsbestimmung ausreicht.

Bei dieser Methode wird ein STIM-Bild von einem Gitter mit einer ausgezeichneten Stelle
aufgenommen. Dabei wird die Strahlablenkung in beide Richtungen mit Spannungen von
exakt —5V bis +5V gesteuert. Die Differenz von 10V wird von der Aufnahmeelektronik auf
jeweils 4096 Kanile aufgeteilt. So kann im in Abb. 8.6 links dargestellten STIM-Bild zu
jeder Position die entsprechende Steuerspannung berechnet werden. Die Kalibrierung der
Strahlablenkung erfolgt dann durch Zuordnung dieser Spannungen zu den entsprechenden
Punkten im optischen Bild.
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Abb. 8.6 STIM-Bild und das dazugehdrende optische Bild zur Kalibrierung der Strahlablenkung

Bei den Kalibrierungen der Strahlablenkung wurde bisher wihrend der Strahlzeiten eine
Drift der Optik gegeniiber Probe und Strahl von einigen Mikrometern pro Stunde
festgestellt. Die Ursache dafiir wird in einer thermischen Ausdehnung des Tisches
vermutet, auf dem die Optik aufgebaut ist. Daneben konnte auch ein Absinken des
Objektives dafilir verantwortlich sein, das zur Ausrichtung auf die Strahlmitte nicht starr
eingebaut ist.

Um den Fehler durch diese Drift moglichst gering zu halten, wurde vor jeder gezielten
Bestrahlung eine erneute Kalibrierung durchgefiihrt.

8.4 Bestrahlungen

8.4.1 Bestrahlung von Testproben

Fiir die Uberpriifung der Genauigkeit der Mikrosonde, aber auch um den reibungslosen
Ablauf der Objekterkennung und automatischen Bestrahlung zu testen, wurden in den
bisherigen Strahlzeiten einige Testbestrahlungen durchgefiihrt, bei denen angedtzte Spuren
in CR39-Plastik als Ziele dienten. Die Ergebnisse dieser Bestrahlungen konnten dann leicht
durch erneutes Atzen sichtbar gemacht werden. Dabei unterschieden sich die neu
hinzugekommenen Spuren deutlich von den wesentlich groBeren urspriinglichen
Atzgruben, auf die gezielt wurde.

In Abb. 8.7 sind Bilder einer Testprobe zu sehen, bei der jede vorgedtzte Spur mit einem
Kreuz, bestehend aus 5 Punkten pro Achse, bestrahlt wurde. Der Abstand zwischen den
Punkten, die durch jeweils drei lonen erzeugt wurden, betrdgt dabei 2pum. Aulerdem wurde
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der bei der Bestrahlung sichtbare Bereich durch ein mit Ionen geschriebenes Rechteck
markiert.

Abb. 8.7 CR39-Testprobe, bei denen vorgeatzte Spuren mit Kreuzen aus lonentreffern bestrahlt
wurden

In diesen Bildern ist zu erkennen, dass abgesehen von einer konstanten Abweichung von
etwa Sum, die auf eine Kriimmung in der Probe und dem damit zusammenhéngenden
optischen Fehler zurlickgefiihrt wird, die gedtzten Spuren zuverléssig bestrahlt wurden.

Im Gegensatz dazu beschiftigte uns lange Zeit ein Problem, das in Abb. 8.8 dargestellt ist.
Bei dieser Probe sollte jede Markierung mit genau einem lon zentral bestrahlt werden. In
dem nach der Bestrahlung aufgenommenen Bild ist jedoch erkenbar, dass es innerhalb des
urspriinglichen Bildfeldes nur einen Punkt gibt, in dem die geédtzten Spuren genau getroffen
werden. Mit steigendem Abstand von diesem Punkt nimmt die Abweichung zwischen Ziel
und getroffener Stelle zu.

'(Acc.v Spot Magn  Det WD
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Abb. 8.8 CR39-Testprobe mit steigender Abweichung zwischen Ziel und getroffener Stelle

Ursache fiir diesen Fehler war, dass die Optik auf das Spiegelbild der Probe im
Vakuumfenster fokussiert war (siehe dafiir Abb. 4.1). Durch dessen Beschichtung mit Gold
sind die beiden Bilder praktisch nicht zu unterscheiden. Da das Vakuumfenster aber leicht
gebogen ist, gibt es eine kleine Verzerrung zwischen Original und Spiegelbild, die zu den
oben beschriebenen Abweichungen fiihrte.
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Zur Verdeutlichung ist in Abb. 8.9 links ein Bild der Oberfliche und rechts das
entsprechende Spiegelbild dargestellt. Unten wurden die Spuren dieser beiden Bilder
farblich markiert iiberlagert. Man erkennt darin die gleichen Abweichungen, die auch in
Abb. 8.8 zu sehen sind.

Abb. 8.9 Oben: Originale und gespiegelte Oberfléche einer CR39-Testprobe. Unten: Uberlagerung der
beiden Bilder

Um diesen Fehler bei weiteren Bestrahlungen zu vermeiden, wurde darauthin nach dem
Einsetzten jeder neuen Probe die Optik so weit von ihr entfernt, dass beim darauf folgenden
Annédhern die erste scharfe Abbildung die richtige Oberfliche darstellte.

8.4.2 Testbestrahlung von Zellen

Um zu zeigen, dass neben Testproben auch biologische Zellen prézise bestrahlt werden
konnen, wurden dhnlich Versuche wie bei den CR39-Proben auch mit konfluenten, also in
einer Schicht dicht aneinander liegender Fibroblasten (siehe dazu FuBnote Seite 13)
durchgefiihrt. Die lonentreffer in den Zellen wurden dabei mit Hilfe von p21 und 53BP1,
zwei Proteinen, die am zelluldren Reparaturmechanismus von Strahlenschidden an der DNA
beteiligt sind, nachgewiesen. Wie in [SCHO1] gezeigt, konzentriert sich p21 an den Stellen,
an denen die lonen den Zellkern durchqueren, wihrend 53BP1 an DNA-Schadenstellen
bindet [RAPO1] und damit ein Marker fiir ioneninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche ist.
Diese Proteine konnen mit Hilfe der Immunofluoreszenz-Farbung sichtbar gemacht
werden. Dazu werden den bestrahlten und fixierten Zellen Antikorper zugesetzt, die
spezifisch an diese Proteine binden. Nach Zugabe eines Zweit-Antikdrpers, der mit einem
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Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und an den ersten Antikorper bindet, kdnnen dann die
Positionen der Proteine mittels Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden [JAKOO].

Die Fiarbungen aller in dieser Arbeit dargestellten bestrahlten Zellen wurden von Frau G.
Becker aus der Abteilung Biophysik der GSI durchgefiihrt. Bei der Mikroskopie der Proben
am konfokalen Lasermikroskop war Herr Dr. B. Jakob, ebenfalls Biophysik, maBgeblich
beteiligt.

Da vor den ersten Experimenten nicht klar war, ob eine gezielte Bestrahlung von Zellen mit
diesem Aufbau moglich ist, sollte zundchst die Eignung der Firbemethode als
Treffernachweis und die Grofle des Strahlfokus in den Zellen untersucht werden. Dazu
wurde ein groBBeres Gebiet auf der Probe mit einem regelméfigen Punktmuster bedeckt, bei
dem die einzelnen Punkte durch ein oder mehrere Ionen erzeugt wurden. Der Abstand
zwischen den Punkten wurde dabei mit 7um so gewdhlt, dass jeder im bestrahlten Gebiet
vorhandene Zellkern mindestens einmal getroffen wird.

In Abb. 8.10 ist das Ergebnis einer solchen Musterbestrahlung zu sehen, wobei jeder Punkt
durch 10 C-lonen mit einer Energie von 4,8MeV/u erzeugt wurde. Das Protein 53BP1
fluoresziert in diesen Bildern gelb, wihrend die DNA der Zellkerne mit Propidium-Iodid
rot gefarbt wurde.

Abb. 8.10 Regelmafiges lonenmuster (gelb) in Zellkernen (rot). Jeder Punkt wurde dabei mit 10 C-
lonen (4,8MeV/u) bestrahlt. Der Abstand zwischen den Punkten betrdgt 7um. Rechts: Ausschnitts-
vergroRerung

Das regelmiBige Muster, das in beiden Bilder deutlich zu erkennen ist, ldsst darauf
schlieBen, dass die gewdhlte Farbemethode dazu geeignet ist, lonenspuren in den Zellen
sichtbar zu machen. Dass im linken Bild nicht alle Muster in den einzelnen Kernen die
gleiche Ausrichtung besitzen, liegt an der etwa dreistiindigen Inkubationszeit zwischen
Bestrahlung und Fixierung, in der sich die Zellen noch recht stark bewegen konnen.

Im rechten Bild ist eine der Zellen vergroBert dargestellt. Darin streuen die einzelnen
Treffer um den gemeinsamen Schwerpunkt mit einer Abweichung von +/-1,5pum.

Direkt im Anschluss an die Musterbestrahlung wurden auch die ersten Versuche zur
gezielten Bestrahlung von Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurde auf der Probe ein Gebiet
festgelegt, in dem alle erkannten Zellen zentral bestrahlt werden sollten.
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In Abb. 8.11 ist links eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von gefarbten Zellkernen
zu sehen, die wihrend des Experiments an der Mikrosonde gemacht wurde. Darin sind die
erkannten und bestrahlten Zellkerne mit einem roten Kreuz markiert. Im rechten Bild ist die
gleiche Stelle der Probe nach der Bestrahlung mit jeweils 16 C-lonen (4,8MeV/u) und
Féarbung des 53BP1-Proteins zu sehen. Die leichten Verdnderungen in der Lage der Zellen
zueinander wurde wieder auf deren Wanderung wihrend der Inkubationszeit zuriickgefiihrt.
In den Zellen 1 bis 4 kann man deutlich die gelben 53BP-Foci erkennen, die denen in Abb.
8.10 entsprechen. Dass in den unbestrahlten Zellen 5 und 6 diese Punkte nicht zu sehen
sind, zeigt, dass die Farbungen in den Zellen 1-4 keine zufélligen Foci darstellen und damit
die Bestrahlung erfolgreich war.

Abb. 8.11 Links: Bild zur Erkennung der Zellkerne, aufgenommen an der Mikrosonde. Erkannte und
bestrahlte Zellen sind mit rotem Kreuz markiert. Rechts: Gleiche Stelle nach der Bestrahlung und
Farbung

Um diese Messung zu prézisieren, wurden in der darauf folgenden Strahlzeit einzelne
Zellen in einem konfluenten Zellrasen mit einem leicht wiedererkennbaren Muster
bestrahlt. Hierbei wurde ein Kreuz gewéhlt, bei dem jede Achse aus drei Punkten mit
einem Abstand von je 3pum besteht und jeder Punkt durch fiinf C-lIonen (4,8 MeV/u)
erzeugt wurde. In Abb. 8.12 wird eine der auf diese Weise bestrahlten Zellen gezeigt. Das
linke Bild ist dabei die an der Mikrosonde zur Erkennung der Zellkerne aufgenommene
Aufnahme, in der die bestrahlte Zelle mit einem Kreuz gekennzeichnet ist. Im rechten Bild
ist die gleiche Stelle nach Bestrahlung und Farbung zu sehen. Hier wurden mittels
Immunofluoreszenz-Doppelfiarbung die Proteine 53BP rot und p21 griin dargestellt. Das
klar erkennbare Kreuz im bestrahlten Kern verdeutlicht die Prézision der Zellbestrahlung.
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Abb. 8.12 Links: Bild zur Erkennung von Zellkernen, aufgenommen an der Mikrosonde. Die bestrahlte
Zelle ist mit einem roten Kreuz markiert. Der rote Rahmen kennzeichnet den im linken Bild
dargestellten Bereich. Links: Gleiche Stelle der Probe nach Bestrahlung und Farbung

Ein Problem, das lange Zeit das Auffinden der bestrahlten Zellen bei der Auswertung der
Experimente erschwerte, stellte die Suche nach geeigneten Referenzpunkten auf der Probe
dar. Wie in Kapitel 7 "Die Steuerungssoftware" beschrieben, werden diese Referenzpunkte
bendtigt, um die gespeicherten Positionsdaten der Zellen in die Koordinaten des Tisches am
Auswerte-Mikroskop umzurechnen und so das Auffinden wesentlich zu erleichtern.

Eine Erschwernis bei der Suche nach geeigneten Referenzpunkte ist, dass sie von beiden
Seiten der Probe aus sichtbar sein miissen, da die Zellen bei der Erkennung in der
Mikrosonde von oben, bei der Auswertung jedoch von unten mikroskopiert werden. Daher
wurde die Moglichkeit in Betracht gezogen, entsprechende Markierungen auf der
Bodenfolie aufzubringen. Da dafiir bis zu den ersten Experimenten keine geeignete Losung
gefunden wurde, wurden in jeder Probe zwei der bei der Produktion der Folie entstandenen
Strukturen (siehe Abb. 8.13links) als Referenzpunkte verwendet. Diese hatten jedoch die
Nachteile, dass sie nicht sehr prizise, sehr kontrastarm und schwer wieder zu finden waren.
Eine Verbesserung konnte durch Aufkleben zweier kleiner Dreiecke aus Poycarbonatfolie
mit einer Dicke von 10pum erreicht werden, auf denen sich geétzte lonenspuren befanden
(siche Abb. 8.13 rechts). Durch die Auswahl einzelner Punkte im Dreieck konnten die
Referenzpunkte sehr préizise bestimmt und nach den Experimenten durch ihren hohen
Kontrast und die Position an der Spitze des Polycarbonat-Dreiecks sehr leicht
wiedergefunden werden.
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Abb. 8.13 Mdgliche Referenzpunkte auf der Probe. Links: Struktur im Polypropylen. Rechts:
Aufgeklebte Polycarbonat-Spitze mit geédtzten Spuren
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Eine Alternative zu den Referenzpunkten auf der Probe bietet eine Halterung im Tisch des
Auswerte-Mikroskops, in die die Proben reproduzierbar eingesetzt werden konnen. Dabei
sind die ZellgefaBle genauso ausgerichtet wie im X-Y-Tisch der Mikrosonde. Da damit eine
Drehung der Probe vermieden wird und alle Tische die Positionen in metrischen Einheiten
messen, miissen zur Umrechnung von Koordinaten in die verschiedenen Systeme nur
konstante Vektoren addiert werden, die einmalig bestimmt werden miissen. Diese
Halterung wurde erst nach den letzten Experimenten fertig gestellt, so dass damit bisher
noch keine praktischen Erfahrungen vorliegen.

8.4.3 Zellbestrahlungen zu biologischen Fragestellungen

Parallel zu den im vorangegangenen Kapitel vorgestellten Bestrahlungstests wurde in der
letzten Strahlzeit ein erstes Experiment zu einer biologischen Fragestellung durchgefiihrt,
das hier kurz dargestellt wird.

Da bisher noch keine poly(ADP-ribose)-Foci (PAR-Foci) nach Schwerionenbestrahlung
nachgewiesen werden konnten, sollte in unserem Experiment liberpriift werden, ob sie
durch Bestrahlung eines Punktes im Zellkern mit mehreren Kohlenstoffionen erzeugt
werden konnen, und ob ein Dosisgrenzwert entsprechend dem, der von Tartier et al.
[TARO3] fiir Protonen gefunden wurde, existiert.

In unserem Experiment wurden C-lonen mit einer Energie von 4,8MeV/u (linearer
Energietransfer LET = 300keV/um) verwendet, fiir die die in den Zellen deponierte Dosis
nach [TAU99] berechnet werden kann mit:

Dosis[Gy] = Fluenz[lonen/cm?]- LET[keV / um]-1,602-10~ - (1/ p)[cm?/ g]

wobei p die Dichte der Probe ist. Bei einer mittleren Flidche eines Zellkerns von 230um?
und einer Dichte von 1g/cm? deponiert dann jedes lon eine Dosis von etwa 0,2Gy im
Zellkern.

Bei den Versuchen wurden in zwei Proben die Zellkerne konfluenter Fibroblasten mit je 25
bzw. 100 C-lonen bestrahlt, was einer Dosis von 5Gy bzw. 20Gy entspricht. In Abb. 8.14
sind die Ergebnisse dieser Bestrahlungen zu sehen, wobei links jeweils das an der
Mikrosonde erstellte Bild zu sehen ist, in dem die bestrahlten Zellen mit roten Kreuzen
markiert sind und rechts die entsprechenden Stellen auf der Probe nach Bestrahlung und
Immunofluoreszenz-Fiarbung der PAR-Gruppe gezeigt werden.
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Abb. 8.14 Links: Aufnahmen, die an der Mikrosonde zur Zellerkennung gemacht wurden. Die mit
roten Kreuzen markierten Stellen wurden oben mit 25 lonen unten mit 100 lonen bestrahlt. Rechts:
Gleiche Stellen auf den Proben nach der Bestrahlung und Farbung von poly(ADP-ribose)

Im Bild rechts unten zeigen fast alle der mit 100 Ionen (20Gy) bestrahlten Zellkerne (rot)
PAR-Foci (gelb), wiahrend sie rechts oben in den mit 25 lonen (4Gy) bestrahlten Zellen
nicht zu beobachten sind.

Bei der Nachweisreaktion der PAR-Proteine verhalten sich also mit Kohlenstoffionen
bestrahlte Zellen genauso, wie es von protonenbestrahlten Zellen bei gleicher Dosis
berichtet wurde.

Genauere Untersuchungen zu diesem Effekt, vor allem auch mit schwereren Ionen, sind in
den néchsten Strahlzeiten geplant.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Schwerionen-Mikrosonde an der GSI so modifiziert,
dass damit die Bestrahlung einzelner Zellen mit einer definierten Anzahl von lonen
moglich ist. Dazu mussten verschiedene neue Komponenten entwickelt werden, die den
besonderen Anforderungen entsprechen:

Es wurde ein Zellgefd3 entworfen, in dem die Zellen vor und nach den Experimenten
kultiviert und in dem sie wéhrend der Bestrahlung vertikal in einer Nahrlosung gehalten
werden konnen. Der Boden dieses Gefalies, auf dem die Zellen anwachsen und durch den
sie auch bestrahlt werden, besteht dabei aus einer nur 4um dicken Polypropylenfolie,
wodurch die Streuung der lonen minimiert wird. Um zu gewéhrleisten, dass alle im diesem
Gefdl} eingesetzten Materialien unschédlich fiir die Zellen sind, wurden Wachstumskurven
aufgenommen, mit denen dies iiberpriift werden konnte.

Ein selbst konstruierter X-Y-Tisch, in den das Zellgefdl eingebaut wird, erlaubt eine
prizise Bewegung der Probe iiber einen Bereich von etwa lcm? und ermdglicht so die
Bestrahlung groferer Gebiete.

Bei der Suche nach einem geeigneten Vakuumfenster wurden verschiedene Materialien
getestet. Von Bedeutung war dabei neben der mechanischen Stabilitdt bei moglichst
geringer Dicke und der Strahlungsbestiandigkeit auch die Sekundérelektronenemission bei
Durchgang eines lons, da diese fiir den Treffernachweis verwendet werden. Dabei zeigte
eine mit Gold und Césiumjodid beschichtete 200nm dicke Siliziumnitrid-Folie die besten
Eigenschaften.

Fiir eine automatische Objekterkennung, die wihrend der Bestrahlung die Bestimmung der
Zellpositionen ermoglicht, wurden verschiedene Mikroskopiemethoden getestet. Dabei
fithrte nur die Fluoreszenzmikroskopie, bei der die Zellkerne mit einem fluoreszierenden
Farbstoff gefarbt werden, zu zuverldssigen Ergebnissen.

Zur Automatisierung des Bestrahlungsablaufs wurde eine Software auf Basis des
kommerziellen Bildverarbeitungsprogramms ImagePro Plus entworfen. Dies fiihrt wiahrend
der Bestrahlung die Zellerkennung aus, steuert die Bewegung des Tisches und des Strahls
und iibernimmt die Kommunikation mit der externen Elektronik, die fiir das Offnen und
Schlieen des Strahlschalters sowie filir die Trefferdetektion zustindig ist. Mit dieser
Software kann bei jedem Experiment die Probenfliche, die Objektauswahl und die
Bestrahlungsart gewidhlt werden, wodurch eine moglichst gute Anpassung an die
biologischen Fragestellungen gewihrleistet ist.

Erste Testbestrahlungen an CR39 und Fibroblasten mit diesem Aufbau zeigten, dass eine
Bestrahlung mit einer Genauigkeit von wenigen Mikrometern moglich ist, wobei der
Durchmesser des Strahlfokus durch die Streuung der lonen im Vakuumfenster der
Bodenfolie des ZellgefiaBBes auf etwa 2pum aufgeweitet wird. Das sich daran anschlieende
Experiment zur Induktion von poly(ADP-ribose) nach Schwerionenbestrahlung lieferte
erste Ergebnisse beziiglich eines Dosisschwellwertes zur Bildung dieses Proteins. Dieser
soll in weiteren Strahlzeiten genauer untersucht werden.

Mit der so umgebauten Mikrosonde steht der Biologieabteilung der GSI ein Instrument zur
Verfiigung, mit dem Zellen gezielt mit schweren lonen bestrahlt werden konnen und das so
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eine Reihe von Untersuchungen in den verschiedenen Gebieten der Strahlenbiologie
erlaubt.
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