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NanoCombine Abschlussbericht
Teilvorhaben Carl Zeiss AG FKZ 13N11402

Teil I: Zusammenfassung

1) Aufgabenstellung

Die im Verbund NanoCombine durchgefiihrten Arbeiten ordnen sich in die Technologie-Initiative
Optische Technologien in den Lebenswissenschaften - Grundlagen zellularer Funktionen
(Biophotonik 4) des Bundes ein.

Aufgabe im Teilvorhaben der Carl Zeiss AG bestand in der Erarbeitung von Gerateabldufen, um
an identischen Zielstellen sowohl die licht-, als auch elektronenmikroskopische Abbildung von
biologischen Gewebe- und Zellstrukturen mit molekularer Aufldsung zu ermdglichen. Ziel war es
damit an einer Probe funktionelle Vorgdnge mit dem Lichtmikroskop (LM) zu studieren und
molekiilgenau die strukturelle Information eines Elektronenmikroskops (EM) zu Uberlagern.
Zentraler Ansatz im Teilvorhaben bestand darin, sehr leistungsstarke und innovative
Mikroskopieverfahren an spezialisierten Gerateplattformen Uber definierten Probentransfer zu
verbinden und die jeweils aufgenommenen Bilddaten auf ultrastruktureller Dimension korrekt zu
Uberlagern.

Nach einer Konzeptionsphase sollte die Umsetzung von erfolgreich erprobten Konzepten so weit
vorangetrieben werden, dass zusammen mit Verbundpartnern relevante Applikationen
adressiert werden kdnnen. Die Carl Zeiss Microscopy GmbH stand als wichtiger Verbundpartner
zur Verfigung, um Implementierung an den Spezialgeraten zu unterstitzen. Die Erarbeitung
und Anpassung der notwendigen Kkorrelativen Probenpréaparationen wurde von dem
Projektpartner der Universitéat Heidelberg tbernommen. In Zusammenarbeit mit diesem
Verbundpartner wurde die Darstellung der Verteilung des Acetylcholin-Rezeptors in
Nervensynapsen sowie der Utrastruktur von Viren-Partikel beim Eindringen in die Zelle
adressiert. Diese Applikationen wurden ausgewahlt, da sie exemplarisch Forschungsbereiche
der Neurowissenschaften und Virologie reprasentieren, die von grundlegender gesellschaftlicher
Bedeutung sind. Weiterhin wurde eine Interaktion mit dem Verbund ,Live Cell Superresolution
Mikroskopie" (Projektpartner Universitat Wurzburg) vorgesehen, um die Mdglichkeit der
Einbindung neuester hochstauflésender 3D Lichtmikroskopie Methoden in die erarbeiteten

Arbeitsablaufe zu untersuchen.
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2) Voraussetzungen und Aufplanung

Die Carl Zeiss AG zeichnet sich durch Kompetenztrager im Bereich der Lichtmikroskopie und
Elektronenmikroskopie aus, die an den Standorten Jena und Oberkochen Zugang zu den
innovativsten und leistungsstarksten Mikroskopsystemen im adressierten Applikationsfeld
haben. Dies hat bereits vor dem Foérderprojekt zur erfolgreichen Initialisierung der korrelativen
Licht- und Elektronenmikroskopie bei der Carl Zeiss Microscopy GmbH gefihrt. Produkte wie
Shuttle & Find (Wiederspahn M., 2010) standen damit bereits vor dem Forderprojekt zur
Verfligung und waren entsprechend patenrechtlich abgesichert. Damit bestanden sehr glinstige
Voraussetzungen, um die dulRerst anspruchsvollen Ziele des Teilvorhabens zu erreichen. Wie in
Diagramm 1 dargestellt wurden dazu vier Arbeitsschwerpunkte definiert.

Arbeitspaket AP1 umfasst Untersuchungen fir Konzepte zur korrelativen Referenzierung von 3D
Proben und deren korrelativen Probentransfer. In Arbeitspaket AP2 wurden technische
Probenhandhabungs- und Bildgebungskonzepte erforscht. Arbeitspaket AP3 beschaftigte sich
parallel zu AP2 mit den notwendigen Algorithmen und Software-technologischen Grundlagen im
Rahmen der VR-Probenraum Realisierung, der Steuerung der Zielpraparation und dem
Wiederfinden der Zielvolumina. Arbeitspaket AP4 behandelte schlieRlich die Aufgabe, die

erhaltenen Abbildungsdaten molekilgenau zuzuordnen und in einer 3D Visualisierung zu

Uberlagern.
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Diagramm 1: Arbeitsplan des Teilvorhabens der Carl Zeiss AG
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3) Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die wachsende Bedeutung der korrelativen Licht- und Elektronenmikroskopie wurde in der
Projektlaufzeit durch die wachsende Zahl an Publikationen auf diesem Gebiet sowie der
Themenlegung innerhalb von Konferenzen unterstrichen.

Zum einen werden integrative Ansétze verfolgt, wobei Licht- und Elektronenmikroskope in einem
Gerat vereinigt werden (Agronskaia et al., 2008; Najan et al., 2013).

Wie bereits im Antrag dargestellt, wurde in diesem Teilvorhaben der Ansatz verfolgt,
leistungsstarke Spezialgerate Uber definierten Probentransfer zu verbinden, da somit
konstruktive Kompromisse obsolet werden, und die Leistungsfahigkeit der einzelnen
Mikroskopsysteme uneingeschrankt erhalten bleibt. In der Literatur ist festzustellen, dass
aktuelle Arbeiten vorwiegend diesem Ansatz folgen. Besonders interessant und herausfordernd
stellt sich die Integration der Hochauflésungsmikroskopie dar, mit der der Auflosungsunterschied
zur Elektronenmikroskopie reduziert wird (Kopek et al., 2013; Paez-Segala et al., 2015). Mit der
erfolgreichen Implementierung der Lokalisierungsmikroskopie zur korrelativen Darstellung von
Serienschnitten, wurde mit dem Teilvorhaben ein neuer internationaler Qualitatsstand erzielt
(Fuchs et al., 2014), der eine erfolgreiche Verwertung verspricht.

Weiterhin ist der vermehrte Einsatz der kombinierten lonenstrahl Ablation mit
Rasterelektronenmikroskopie (FIB-REM) im Bereich der Lebenswissenschaften festzustellen
(Kizilyaprak et al., 2014). Vilinger et al.,, 2012 zeigten auf, wie mit dieser Technologie
kontrastreiche, hochaufgeloste drei dimensionale (3D) Darstellungen von biologischen Proben
mdglich werden. Ebenso wurden Verbesserungen in der Aufnahme und Verrechnung von 3D
Datensatzen (Narayan et al., 2014; Felts et al., 2010) erzielt. Die Technik erlaubt eine isotrope,
in allen Raumrichtungen hohe Auflésung, und verspricht einen hohen Grad an Automatisierung.
So wurde auch eine Verbindung der Technik mit 3D Lokalisierungsmikroskopie publiziert (Kopek
et al, 2012). Im Teilvorhaben der Carl Zeiss AG gelang es die Verbindung von FIB-REM mit
konfokaler Laserscanning Mikroskopie (KLSM) herzustellen. Damit wurde es ermdglicht
Kompartimente von Virenpartikel mittels Fluoreszenz (KLSM) zu lokalisieren und die
Ultrastruktur der Zielstelle mit FIB-REM darzustellen (Hohn et al., 2015), um ein wesentlich
tieferes Verstandnis der mit den Virenpartikeln verbundenen biologischen Ablaufe zu erhalten.
Mit der sehr weiten Verbreitung der KLSM und der adressierbaren applikativen Fragestellungen

ist eine Vielzahl von weiteren Anwendungen fur diese Gerétekette zu erwarten.
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Teil 1l: Eingehende Darstellung

4) Durchfuhrung und Arbeitserfolg

Alle Arbeitspakete wurden wie geplant bearbeitet. Mit Ausnahme von Arbeitspaket 2.5, das die
Einbindung eines hochauflésenden 3D Lichtmikroskopie Verfahrens zum Ziel hatte, wurden alle
Arbeitspakete innerhalb der Projektlaufzeit mit erfolgreichen Ergebnissen zum Abschluss
gebracht. Die Genehmigung der beantragten zuwendungsneutralen Verlangerung des
Verbundvorhabens um 6 Monate war entscheidend, um die gegen Ende der Projektlaufzeit
verfugbaren applikative Daten fur die adressierten Anwendungen zu erhalten und daraus
nachhaltige technische Losungsansétze zu entwickeln. Mit diesen Daten konnten zusammen mit
der Universitat Heidelberg zwei Vertffentlichungen erarbeitet werden (H6hn et al., 2015;
Pfannmaoller et al.) die neben der Darstellung der neu erarbeiteten korrelativen Methoden die

Anwendbarkeit fur wichtige Themenfelder der Lebenswissenschaften demonstrieren.

Trotz einer Vielzahl von speziellen Praparationsmethoden und Bildgebungsmodalitaten, die bei
der korrelativen Mikroskopie Anwendung finden kdnnen, hat sich im Teilprojekt bei der
systematischen Abarbeitung von Proben (AP 2.4) die grundsatzliche Unterscheidung in
Serienschnitte oder Blockproben als sinnvoll und hilfreich erwiesen. Fir beide Probentypen
wurde jeweils eine korrelative Arbeitskette erarbeitet. Bei Serienschnitten wurde die Verbindung
von Hochaufldsungslichtmikroskopie (Betzig et al., 2006) mit REM erfolgreich behandelt, und
Registriergenauigkeiten von wenigen 10 Nanometern konnten mit Hilfe von korrelativen
Referenzpartikeln systematisch realisiert werden. Die zweite korrelative Arbeitskette behandelt
den Probentransfer von Blockproben zwischen konfokaler Laserscanning Mikroskopie (LSM)
und FIB-REM.

Alle erarbeiteten Markierungs- und Transferkonzepte (AP 1) koénnen einen der beiden

korrelativen Arbeitsketten zugeordnet werden. Filr Serienschnitte wurden transparente und

elektrisch leitende Substrattrager fur Ultradlinnschnitte umgesetzt, die mit geeigneten
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Referenzmarkierungen versehen sind, um Zielstellen bis auf wenige Mikrometer genau anfahren
zu kénnen. Ebenso wurde ein Zieltrimmer® erfolgreich umgesetzt (AP 2.3.), der es erlaubt
Zielstellen in Proben bis auf wenige Mikrometer (< 5 um) anzutrimmen. Serienschnitte werden
damit nicht zufallig, sondern gezielt fir die gewiinschten Probenbereiche hergestellt.

Fur Blockproben wurden Halterungen und Referenzmarkierungen an Grenzflachen etabliert, um

den definierten Transfer zwischen Geratesystemen der KLSM und FIB-REM sicherzustellen.

Als zielfihrend hat sich im Projekt der Ansatz erwiesen, die Bildanalyse als einen integralen
Bestandteil zur Gerétesteuerung einzusetzen (AP 3). Nur dadurch lieR sich eine robuste
Abarbeitung von Proben mit der geforderten hohen Genauigkeit erreichen. Z.B. wurden bei den
finalen Implementierung fiir die Abarbeitung von Serienschnitten die Aufnahmen von Zielstellen
erst nach deren ldentifikation und Zentrierung ausgefiihrt. Die automatisierte Erkennung und
korrekte Zuordnung von Merkmalen in Bilddaten wurde ein zentraler Bildverarbeitungsbaustein,
der eingehend untersucht wurde. Positioniergenauigkeiten von Zielstellen konnten somit in den

Bereich des Auflésungsvermogens des Lichtmikroskops (<< 1 um) gebracht werden.

Um die Registrierung von multimodalen Bilddaten mit einer Genauigkeit von wenigen
10 Nanometern zu erreichen (AP 4), wurde die automatisierte Auswertung der Position von
korrelative Mikropartikeln umgesetzt, die der Probe zugegeben wurden. Essentiell ist eine
Verdnderung der Probenstrukturen bei dem  Transfer zwischen Licht- und
Elektronenmikroskopen zu vermeiden. Die experimentellen Arbeiten im Teilprojekt der Carl
Zeiss AG belegten das umfassende Erflllen dieser Anforderungen durch das Aufbringen der
Serienschnitte auf die im Rahmen des Forderprojektes eingeflihrten Tragersubstrate (siehe
AP 1.1). Solange die lichtmikroskopische Abbildung an Blockproben (AP 2.2) ebenfalls an den
eingebetteten und ausgeharteten Blocken erfolgt ist auch hier eine Veranderung der Probe im
REM unbedingt zu vermeiden. Hier besteht eine besondere Abhangigkeit des Erfolges der
spateren Korrelation von der Probenpraparation, die sowohl die Fluoreszenzerhaltung fur die
Lichtmikroskopie, als auch die gleichzeitige Erhaltung der Ultrastruktur zur Abbildung im EM
gewahrleisten muss. Die praparativen Anforderung wurden sowohl flr Serienschnitte als auch
Blockproben erfolgreich von den applikativen Verbundpartnern (Universitdt Heidelberg)

adressiert.

! Das Gerat wurde zur Leihe an den Projektpartner Universitat Heidelberg tibergeben.
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Ein weiterer wichtiger Verbundpartner fur die Durchfihrung des Teilvorhabens war die Carl
Zeiss Microscopy GmbH. Die Interaktion mit Geratespezialisten war essentiell, um die
korrelative Arbeitsketten gemeinsam zu konzipieren und deren Umsetzungen zu erproben.
Wichtig fur die applikative Erprobung der erarbeiteten Systemlésungen war insbesondere der
Verbundpartner Universitat Heidelberg. So wurde mit der Arbeitsgruppe (AG) von Prof. Schroder
erfolgreich die hochaufgeloste Darstellung der Rezeptorverteilung an Nervensynapsen an
Serienschnitten umgesetzt. Ergebnisse dieser Arbeiten wurden in einem Artikel (Pfannméoller et
al.) zusammengefasst und zur Verdffentlichung bei der renommierten Zeitschrift ,Nature
Methods" vorbereitet. Weiterhin wurde mit der Arbeitsgruppe von Prof. Krausslich fur die dort
praparierten Blockproben ein Workflow evaluiert und optimiert, der mit der Verbindung von
KLSM und FIB-REM die gezielte Identifikation und ultrastrukturelle Abbildung von subzellularen
Strukturen erreicht. Zu diesem Arbeitsablauf wurde zusammen mit der AG Prof. Krausslich ein
Manuskript zur Methodik verfasst, das zwischenzeitlich von der Zeitschrift ,Journal of
Microscopy* zur Veroffentlichung angenommen wurde (HOhn et al., 2015).

Bei der Planung des Teilvorhabens wurde ein Arbeitspaket zur Einbindung einer innovativen 3D
Lokalisierungsmikroskopie (AP 2.5) zum Ende des Teilvorhabens vorgesehen. Die Verbindung
dieses innovativen Lichtmikroskopie Verfahrens mit FIB-REM wurde zusammen mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Sauer (Universitat Wirzburg) verfolgt. Einzelne Arbeitsschritte wurden
erfolgreich getestet. Da die Fixierung und Einbettung der Zellproben noch nicht die notwendige
ultrastrukturelle Erhaltung gezeigt hat, hat dieses Arbeitspaket innerhalb des Foérderprojekts
noch nicht zu den angestrebten applikativen Ergebnissen gefiihrt. Die im Rahmen des
Foérderprojektes gewonnenen Erkenntnisse sind jedoch so vielversprechend, dass Experten zur
Probenpraparation innerhalb der Carl Zeiss Microscopy GmbH auch nach dem Férderprojekt
diese Arbeiten unterstitzten werden, um diese Zielsetzung zu einem erfolgreichen und

verwertbaren Ergebnis zu fuhren .
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5) Veroffentlichungen / Verwertung

Bereits wahrend des Teilprojektes wurden kontinuierlich Ergebnisse zusammen mit
Verbundpartnern aus dem Teilvorhaben auf Tagungen prasentiert. Unter Fiihrung der Carl Zeiss

AG wurden folgende Prasentationen erstellt:

Poster: Microscopy Conference (MC); Regensburg 25. - 30.08.2013
Comparison of localization algorithms for correlative 3D reconstruction of
superresolution fluorescence images of ultrathin serial sections

J. Fuchs®, T. Kalkbrenner?, I.V. Réder®, R.R. Schréder®>*and C. Dietrich®
1 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Str. 22, 73447 Oberkochen, Germany

2 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena, Germany

3 CellNetworks, BioQuant, Universitat Heidelberg, Heidelberg, Germany

4 HEIKA Correlative Imaging Platform, Heidelberg Karlsruhe Research Partnership

5 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena, Germany

Poster: Correlative Microscopy Workshop; Gent (Belgien); 8. - 9.03.2014
3D Correlative Superresolution Light and Electron Microscopy based on
Serial Sections

J. Fuchs?, C. Wojek?, 1.V. Rdder?, R.R. Schrider? and C. Dietrich3
1 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Str. 22, 73447 Oberkochen, Germany

2 Cryo-EM, CellNetworks, BioQuant, Universitatsklinikum Heidelberg, Heidelberg, Germany
3 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena, Germany

Vortrag: Focus on Microscopy (FOM); Sidney (Australien)12.04.2014 - 16.04.2014
3D Correlative Superresolution Light and Electron Microscopy based on
Serial Sections

J. Fuchs?, C. Wojek!, I.V. Réder?, R.R. Schréder® and C. Dietrich®
1 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Str. 22, 73447 Oberkochen, Germany

2 Cryo-EM, CellNetworks, BioQuant, Universitatsklinikum Heidelberg, Heidelberg, Germany
3 Carl Zeiss AG, Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena, Germany

Seite 8



NanoCombine Abschlussbericht
Teilvorhaben Carl Zeiss AG FKZ 13N11402

Zwei Manuskripte, die im Wesentlichen auf Ergebnissen des Teilvorhabens beruhen, wurden zur

Publikation bei renommierten wissenschaftlichen Zeitschriften vorbereitet:

Journal of Microscopy (angenommen):
Single-molecule multicolour correlative light and electron microscopy
Martin Pfannméller?, Ira V. Réder'*, Christian Dietrich?, Jochen Fuchs?, Christian Wojek?,

Isabel Angert’, Armand Béché*, Jo Verbeeck?, Sara Bals*, Timo Mappes?, Rasmus R. Schroder*
1 Cryo-EM, CellNetworks, BioQuant, Universitatsklinikum Heidelberg, Heidelberg, Germany

2 Carl Zeiss AG, Jena, Germany

3 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Germany

4 EMAT, University of Antwerp, Antwerp, Belgium

Nature Methods (zur Einreichung vorbereitet):
Preservation of protein fluorescence in embedded human dendritic cells for
targeted 3D light and electron microscopy
Katharina Hohn!, Jochen Fuchs? Alexander Frober?, Robert Kirmse®, Barbel Glass!, Maria

Anders-Osswein', Paul Walther?, Hans-Georg Krausslich' and Christian Dietrich?
1 Department of Infectious Diseases, Virology, University Hospital Heidelberg, Heidelberg, Germany

2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany

3 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany

4 Electron Microscopy Facility, Ulm University, Ulm, Germany

Weitere Vergffentlichungen, die sich mit den Ergebnissen aus der Anwendung der erarbeiteten

Methoden befassen, sind in Vorbereitung.
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Teil II:
Ausfuhrlicher Sachbericht

In diesem Teil wird detailliert auf die Arbeiten eingegangen, die innerhalb der aufgeplanten
Arbeitspakete (AP) ausgefuhrt wurden. Soweit sinnvoll, wurden Ergebnisse aus Zwischen- und

Jahresberichten tibernommen, die bereits fur das Teilvorhaben erstellt wurden.

AP1 Erforschung der technischen Grundlagen zur Probenhandhabung und zur gezielten
Bildaufnahme in der korrelativen Mikroskopie

AP 1 wurde entsprechen der Planung bereits zum Halbzeitmeilenstein MS18 abgearbeitet
(Siehe Bericht zum Teilvorhaben vom September 2012). Im weiteren Verlauf des Projektes
wurden die daraus erzielten Ergebnisse angewendet. Bei der Implementierung von
Arbeitsschritten fur die Zielapplikationen wurden teilweise noch Optimierungen und
Anpassungen vorgenommen. Dies betrifft zum einen die Nutzung der Tragersubstrate (Abb. 1),
die fur die Ablage von Serienschnitten konzipiert und umgesetzt wurden. Design und
Schichtaufbau sind optimiert, so dass flr beide Kontraste eine automatisierte Erkennung und
prazise Lokalisierung der Referenzmarkierungen mittels Bildverarbeitung erfolgen konnte (siehe
AP 3.1).

a m b ,

L2
1

I2{){){) Hm,

Abbildung 1: Tragersubstrat fiir Licht- und Elektronenmikroskopie mit Referenzmarkierungen die eine prazise
und automatisierte Erkennung erlauben.

(@) Foto des elektrisch leitenden und transparenten Trégers (Kantenlange: 22 x 22 mmz) mit drei
Referenzmarkierung und fortlaufender Substrathnummer.

(b) Abbildung von zwei Bandern mit jeweils 20 Ultradiinnschnitten die im Zentralbereich des Tragers abgelegt

wurden. Die 70nm dicken Ultradiinnschnitte sind mittels Reflektionskontrast (5x/0.13) dargestellt.
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Fur den Transfer von Blockproben wurde ebenfalls ein Halterungssystem implementiert (siehe
Hohn et al., 2015 Fig. S1) welches die genaue Ausrichtung der Blockoberflache senkrecht zur
Beobachtungrichtung ermdéglicht. Der Halter ist so gefertigt, dass ein einfacher und definierten
Transfer zwischen den Mikroskopsystemen ermoglicht wird. Das dazu etablierte

Transferkonzept ist detailliert publiziert (Hohn et al., 2015).

AP2 Erforschung der technischen Grundlagen zur Probenhandhabung und zur gezielten
Bildaufnahme in der korrelativen Mikroskopie

Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse zu den Arbeitspaketen AP 2.1, AP 2.2 und AP 2.3
wurde im Zwischenbericht 2012 gegeben und wird hier nur kurz, zusammenfassend behandelt.
Innerhalb von AP 2.1 wurde eine Einbettung etabliert, die Lebendbeobachtung von Zellen in
geeigneten mikrostrukturierten Substraten erlaubt und deren Fixierung zu keiner signifikanten
lateralen Verschiebung fiihrt. Dies gilt ebenso fur die nachfolgende Einbettung. Die eingefiihrte
Mikrostrukturierung (AP 1) an der Trageroberfliche kann als feste Referenzeben zwischen den
verschiedenen Kontrastmodi im LM und EM genutzt werde. Designs und Ausfihrungen der
Mikrostrukturierungen wurden soweit optimiert, dass ein Transfer von Zielkoordinaten zwischen
Mikroskopsystemen mit Mikrometer Genauigkeit erreicht werden konnte. Dabei erwiesen sich
Referenzfelder in einer GréRe von 200 x 200 pm? vorteilhaft, die mittels Laserablation oder

Diamantspitzen aufgebracht wurden (vergleiche Zwischenbericht 2012).

In AP 2.2 wurden vorteilhafte Abbildungsmodalitaten von Proben im Lichtmikroskop untersucht.
Sowohl fur Serienschnitte, als auch Blockproben konnten Optiken eingesetzt werden, die auf
Wasser- oder Olimmersionen basieren und hochstauflésende Objektive mir einer numerischen
Apertur von bis zu 1.56 zum Einsatz kommen lassen. Dies wurde mdglich, da die verwendeten
Einbettmaterialien einen zur Immersion &hnlichen Brechungsindex aufweisen, und die
erarbeiteten Halterungen eine Verschmutzung durch die verwendeten Immersionsmedien

ausschlielRen.

Der in AP 2.3 adressierte Prazisionstrimmer (Abb. 2) wurde nach Plan umgesetzt und dem
Verbundpartner (Universitat Heidelberg) zur Verfugung gestellt. Damit war es moglich Zielstellen

in Blécken bis auf wenige Mikrometer (<5 um) freizulegen, um daraus Serienschnitte
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herzustellen. Wie in Abbildung 2b dargestellt, werden dazu Referenzmarkierungen an der
Oberflache des Einbettungsblocks genutzt. Die Position von Zielstellen, die mittels
Fluoreszenzbildgebung an einem Lichtmikroskop identifiziert werden (vergleiche AP 2.2),
kénnen in diesem Referenzsystem sichtbar gemacht werden. Die Freilegung der Zielstelle
erfolgt Uber die Trimmung des Blocks bis zu der festgelegten Referenzkoordinate, wobei nur
wenige Mikrometer Sicherheitsabstand vorgesehen werden muissen. Dadurch wurde bei der

Bildgebung in erheblichem Malie Zeit eingespart und die aufgenommene Datenmenge reduziert.

Abbildung 2: Ergebnisse zu Arbeitspaket 2.3 Prazisionstrimmer

(@) Foto des Geratesystems. (b)In Harz eingebettetes Muskelgewebe mit Fluoreszenz markierten
neuromuskuldren Synapsen (rot) und Oberflachenmarkierungen (grau) die zur Referenzierung an der
Blockoberflache aufgebracht sind. Zielstelle ist mit einem weiRen Kreis markiert und wurde angetrimmt. (c)
Kontrollaufnahme nach dem Trimmen von der Seite. Blaue Linie markiert die angetrimmte Oberflache.
MaRstabsbalken: (b) 50 um, (c) 10 um.
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AP 2.4 Konzepte zur systematischen Aufarbeitung von Volumenproben:

AP2.4 stellte ein zentrales Arbeitspaket des Teilvorhabens dar, in dem viele Ergebnisse aus
anderen Arbeitspaketen einflossen, um die angestrebten applikativen Fragestellungen

adressieren und erfolgreich abarbeiten zu kénnen.

Abarbeiten von ultradiinnen Serienschnitten

Einerseits wurde die korrelativen Darstellung der Rezeptorverteilung in Synapsen mittels der
sogenannten Array Tomography (Micheva et al.,, 2007) adressiert. Dazu wurde von der
Zielstelle, nach Freilegung mit dem Mikrotom, eine Serie von Ultradiinnschnitten hergestellt und
auf transparenten, elektrisch leitfahigen Substraten abgelegt (siehe AP.1). Bei einer
Schnittdicke von ca. 70nm sind einige hundert Schnitte notwendig um eine Synapse vollstandig
aufzuarbeiten.  Startpunkt fiir die robuste und systematische Abarbeitung der
korrespondierenden Zielstellen auf den Schnitten, ist die automatisierte Erkennung der
Schnittpositionen tber eine Schnittranderkennung (siehe AP“3.2). Nach der Identifizierung einer
Zielstelle in einem Schnitt, werden die Koordinaten der korrespondierende Zielstellen in allen
anderen Schnitten durch geometrische Ubertragung) ermittelt. Es zeigt sich beim Anfahren,
dass die damit erzielte Anfahrgenauigkeit der Zielstellen bei +25pm liegt. Damit kann
sichergestellt werden, dass die Zielstelle nach dem Anfahren der Zielkoordinaten sich im Bildfeld
eines Lichtmikroskops (ca. 70um Kantenlange fir Sichtfeld eines 100x Objektivs) befindet. Fir
die hochauflésende Lokalisierungsmikroskopie oder REM ist diese Anfahrgenauigkeit allerdings
nicht ausreichend, da groRe Datenmengen von nicht relevanten Probenbereichen aufgenommen
werden mussten, um sicherzustellen, dass die Zielstelle sicher abgebildet wird. Daher wurden
Bildverarbeitungsalgorithmen implementiert, um Zielstellen im Lichtmikroskop zu erkennen, und
deren Zielkoordinaten zu optimieren (Zielstellen-Optimierung). Details zu diesem Vorgehen sind
im Abschnitt zu AP 3.4 dokumentiert.

Fur das genaue Anfahren von Zielstellen im REM und zur hochgenauen Registrierung (siehe
AP 4.2) wurden korrelative Referenzpartikel auf die Schnitte aufgebracht, die mit geeigneten
Aufnahmeparametern sowohl im LM (Abb. 3a ) als auch im REM (Abb. 3b) sehr selektiv sichtbar
gemacht werden koénnen. Kolloides Gold von 80nm PartikelgroRe und 100nm kleine
fluoreszierende Polystyrolpartikel erwiesen sich als vorteilhafte Referenzmaterialien. Dagegen
waren die urspringlich favorisierten Q-Dots problematisch, da ein signifikanter Anteil der
Nanopartikel keine Fluoreszenz zeigte, und eine Zuordnung somit erschwert wurde (siehe
AP 3.3). Durch die Erkennung der Referenzpartikel wurde es maoglich, die Position fur die
zeitaufwendige Detailaufnahme fir das REM genau vorherzubestimmen (Abb. 3d).
Ungenauigkeiten des Probentischsystems, die sich noch im Bereich von mehreren Mikrometern
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befinden, konnten damit korrigiert werden. Weiterhin wurden die Referenzpartikel zur
Driftkorrektur der Zeitserie verwendet, die aufgenommen werden muss, um die hochaufgeltste
lichtmikroskopische Darstellung der Synapse zu erhalten (Abb. 3c).

Die gesamte korrelative Arbeitskette ist detailliert in einem zur Einreichung anstehenden
Manuskript (Pfannmoéller et. al.) dokumentiert. Dort ist ebenfalls die Implementierung der
hochaufgeldsten Lokalisierungsmikroskopie beschrieben und eine dreidimensionale Darstellung

der Rezeptorverteilung von Acetylcholin gezeigt.

Abbildung 3: Nutzung von korrelativen Referenzpartikeln zur Steuerung und Registrierung.

Mit angepassten Bildaufnahmeparameter kdnnen Referenzpartikel spezifisch und kontrastreich im LM (a) und
EM (b) dargestellt werden. Damit wird es mdglich die Position der Partikel genau zu bestimmen und
Positionsinformationen aus der LM Hochauflésungsaufnahme (c) zur Festlegung der hochaufgeldsten

Aufnahme mit dem EM (d) zu nutzen.
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Abarbeiten von Blockproben

Im Zwischenbericht 2012 wurde bereits das verfolgte Konzept zur Aufarbeitung von Blockproben
beschrieben. Dabei wird das Zielvolumen in einem Harzblock tber die 3D Bildgebung mit einem
Konfokalen Lichtmikroskop (KLSM) bestimmt. Uber Mikrostrukturen an der Blockoberflache wird
die Position von Zielstellen referenziert. Durch Registrierung des Oberflachenbildes das mit dem
FIB-REM aufgenommen wird, kann die Zielstelle prézise vorhergesagt, und die 3D
Bilddatenaufnahme gesteuert werden. Die Genauigkeit der Methode wurde systematisch
untersucht mittels fluoreszierender Partikel (&5 um) die als Teststrukturen in das Harz
eingebettet wurden. Fig. S2 (H6hn et al., 2015) zeigt ein typisches Ergebnisdieser Evaluierung

und belegt eine Genauigkeit beim Anfahren der Zielstellen im FIB-REM von besser als 1 um.

Ein Schema der vollstdndigen Arbeitskette die zusammen mit den Partnern der Universitat
Heidelberg (AG Prof. Krausslich) fir Suspensionszellen im Rahmen des Forderprojektes
erarbeitet wurde ist in Fig.1 in Hohn et al. (2015) dargestellt. Diese beginnt mit der
Lebendbeobachtung der Zellen und fihrt Uber die Identifikation und Darstellung von
fluoreszierenden Virenkompartiments mittels KLSM zur hochaufgeldsten ultrastrukturellen
Darstellung des Kompartiments, wofur die FIB-REM Technologie eingesetzt wurde. Applikative
Ergebnisse sind in Fig. 4 (Hohn et al., 2015) zusammengestellt.
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AP 2.5 Einbindung der hochstaufgeldsten Immersions-FLM Bildgebung:

In diesem Arbeitspaket wurde die Kombination von 3D Hochauflésungsmikroskopie mit
Elektronenmikroskopie vorgesehen. Erfolgreiche Vorarbeiten wurden bereits im Zwischenbericht
2012 dokumentiert, in dem die axiale Lokalisierung von Testpartikel mit einer Genauigkeit von
30nm dokumentiert wurde. In Abstimmung mit der AG Prof. Sauer (Universitat Wirzburg) aus
dem Verbund Integriertes Live Cell 3D Super-Resolution Imaging wurden Kernporen als
Modellsystem ausgewahlt, da fir dieses System die Aufnahme von 3D Hochauflésungsbildern
mittels Lokalisierungsmikroskopie bereits gezeigt wurde. Mehrere Versuche wurden
unternommen, die Praparate nach der 3D Lichtmikroskopie fir die FIB-REM Mikroskopie zu
kontrastieren und in ein Harz einzubetten. Die Zielstellen konnten mit Hilfe der etablieren KLSM
FIB-REM Arbeitskette mit der gewlinschten Genauigkeit angefahren werden. Leider zeigten die
Praparate nicht die erforderliche ultrastrukturelle Erhaltung und lieferten im REM keine
verwertbaren morphologischen Bilder. So konnte innerhalb der Projektlaufzeit noch keine
erfolgreiche applikative Umsetzung demonstriert werden. Experten zur Probenpréparation
innerhalb der Carl Zeiss Microscopy GmbH werden nach dem Ende der Forderung des
Projektes diese Arbeiten unterstitzten, um diese Zielsetzung zu einem erfolgreichen und

verwertbaren Ergebnis zu fihren.

AP3 Erprobung grundlegender Konzepte zur 3D Steuerung der korrelativen Geréatekette

AP 3.1. Erforschung der Software basierten Erkennung sowie Zuordnung von Markern und

Probenstrukturen zur Probenreferenzierung:

Die wichtigsten Ergebnisse aus AP 3.1. wurden entsprechend dem Arbeitsplan bereits im
Zwischenbericht zum Halbzeitmeilenstein dokumentiert. Im weiteren Verlauf des Vorhabens
wurden die erzielten Ergebnisse genutzt und in den erarbeiteten korrelativen Arbeitsketten
implementiert. Als Beispiel zeigt Abbildung 4 das Ergebnis der automatisierten Erkennung von
Referenzmarkierungen, die auf den Tragersubstraten fir die Ablage von Serienschnitten
aufgebracht sind. Diese wurden so entworfen, dass die Indizierung der Referenzmarkierung
Uber die Anzahl von dort hinterlegten Kreisstrukturen erfolgt, die durch Bildanalyse erkannt
werden und somit eine eindeutige Zuordnung der Referenzmarkierungen erlaubt. Ebenfalls wird
die Verdrehung der Probe aus der Orientierung der Linienstrukturen extrahiert, und beim

Anfahren der verschiedenen Referenzpositionen berticksichtigt.
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Abbildung 4: Automatisierte Erkennung von Referenzmarkierungen auf Tragersubstrat.

Von der Bildanalyse erkannte Strukturen in (a), (b) und (c) werden als rote Uberlagerung dargestellt. Linien
erlauben die Ermittlung der Orientierung und Position der Referenzstruktur, wahrend Kreise die Indizierung

kodieren. Skalenbalken in (a) entspricht 60 pm.

AP 3.2. Vektorbasierten  Koordinatenlequng von  Referenzstrukturen  zur  flexiblen

Probennavigation:

Konzeptionell sehr wichtig war die Integration von Bild- und Referenzdaten in einen virtuellen
Probenraum. Dazu wurden fiur 2D (siehe Abbildung5) wund 3D (Abbildung 6)
Softwareplattformen erarbeitet. Der Probenraum fir Serienschnitte diente ebenso zur
kontrollierten Steuerung der Mikroskopsysteme, um zu den entsprechenden Zielstellen zu
gelangen (grine Rahmen in Abb. 5b). Die definierte Verwaltung der Informationen zur Lage und
Orientierung von Zielstellen stellte im Verlauf der Arbeiten einen wichtigen Eingangsparameter
dar, um die Robustheit der Alignierungsroutinen durch eine gute Initialisierung sicherstellen zu
kénnen. Festlegungen von Konventionen zur Beschreibung von Referenzstrukturen, Proben und
Geratekoordinaten waren dazu notwendig.

Dies gilt ganz analog fur die korrelative Geréatekette von Blockproben. Da ein LSM eine Vielzahl
von Optionen zur Abbildung von Probenbereichen mit unterschiedlichen Rotations- oder
Zoomparametern bietet, muissen Bilddaten korrekt und eindeutig gegeniber dem
Koordinatensystem der Referenzflache referenziert werden (siehe Abb. 6).
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Abbildung 5: Umsetzung des virtueller Probenraum(2D) fur Serienschnitt-Proben.

(a) Neben der Darstellung der Ultradinnschnitte werden Ergebnisse aus der Schnittranderkennung (rote
Polygone) und manuell oder automatisch erkannte Referenzstrukturen in einem virtuellen Probenraum
verwaltet. (b) Detailansicht visualisiert die Lagen von korrespondierenden Zielstellen (griine Rahmen) im

Probenraum und die Indizierung der abgelegten Schnitte.

Abbildung 6: Virtuelle Probenraum (3D) fiir Blockproben zur Integration von Bilddaten.

(@) Darstellung des Probenraums in orthogonaler Projektion zur optischen Achse des Mikroskops fir
konfokalen Reflektionskontrast. Damit wird die Referenzebene an der Oberflache dargestellt die als helle
Linie erkennbar ist wahrend der groR3te Teil fir diesen Kanal ohne Daten bleibt. (b) Analoge Darstellung des
konfokalen Fluoreszenzsignals (grun) im Probenblock. (c) Animierte Darstellung der im virtuellen
Probenraum zusammengefassten Daten. Die fluoreszierenden Partikel (griin, @5 um) werden durch die an

der Oberflache vorhandenen Markierungen exakt in ihrer Lage referenziert.
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AP 3.3. Datenbereinigung zur verbesserten Lokalisation von Zielstellen:

Die im Zwischenbericht 2012 beschriebenen Arbeiten an Modellpartikeln wurden an applikativen
Nanopartikeln fortgesetzt. Unter anderem wurden Q-Dots, kolloides Gold und mit
Fluoreszenzfarbstoff versehene Nanopartikel evaluiert. Bei der applikativen Umsetzung wurden
bevorzugt 100nm groRRe Fluoreszenzpartikel verwendet. Grol3ere Referenzpartikel weisen eine
hohe Signalstéarke auf, womit eine Lokalisierungsgenauigkeit von wenigen Nanometern sowohl
fur das LM als auch EM sichergestellt werden konnte. Wesentlich ist ebenfalls, dass diese auch
selektiv im LM und REM dargestellt werden konnen, womit eine fehlerhafte Zuordnung

zuverlassig ausgeschlossen werden kann. Die untersuchten Q-Dots zeigten dagegen teilweise

keine Fluoreszenz (siehe Abb. 7c).

Abbildung 7: Darstellung von korrelativen Referenzpartikeln (fluoreszierende Polystyrolpartikel @ 100nm) die
zusammen mit Q-Dots auf Substrattrager aufgebracht wurden.

(a) Ergebnis der Lokalisierung der Polystyrolpartikel im LM ergibt zwei griine Zentroide. (b) REM erlaubt
exakte Darstellung der Partikel Uber ihre Morphologie (c)Uberlagerung von Hochauflésungs-
Fluoreszenzkanal der Q-Dots (gelb) mit REM basiert auf Registrierung der ermittelten Positionen fiur die

Referenzpartikel. Skalenbalken in (a) entspricht 500 nm.

AP 3.4. Untersuchung der rickgekoppelten 3D Zielsteuerung von Préparationsgeraten und

Mikroskopen:
Wie im Zwischenbericht 2012 angemerkt wurde, ist die Sicherstellung der Bildgite bei der

automatisierten Aufnahme von Zielstellen essentiell, um robuste Steuerungsparameter aus der
Bildauswertung zu erhalten. Dies betrifft sowohl die korrekten Positionierung der
Bildaufnahmestelle in drei Dimensionen, als auch die korrekte Wahl von Einstellparametern
beziglich Helligkeit und Kontrast. Insbesondere fir REM besteht die Notwendigkeit, erste

aufgenommen Bilder mittels digitaler Bildalgorithmen auszuwerten, und mit Hilfe der Ergebnisse
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die eigentlichen Detailaufnahmen zu verbessern. Fir Serienschnitte konnte damit eine
automatisierte Bildaufnahme von korrespondierenden Zielstellen umgesetzt werden, bei denen

immer eine optimale Bildscharfe sichergestellt wird. Abbildung 8 zeigt den Vergleich einer

Aufnahme ohne und mit dieser Ruckkopplung.

User adjusts Focus and Stigmator for 3 different positions (to which
C automation fits focus plane)

User adjusts brightness and contrast on the first section

Manual tasks!
(ideally not on the ROI) J

No __
SN Finished!
A

Fine adjustment of focus and stigmator (left of ROI)

Train influence of detector gain and offset on image brightness and

image contrast (right of ROI)

Find optimal offset and gain settings in low scan mode on the ROI

Go to high resolution mode and acquire the final image. k= k+1

Abbildung 8: Vergleich der Aufnahme eines Ultradiinnschnittes im REM.-Bildaufnahme vor (a) und nach (b)

einer automatisierten Rickkopplung zur Bildparameteroptimierung. (c) Implementiertes Feedback-Schema.

Analog qilt dies auch fur die laterale Positionierung der Bildaufnahme. Gerade bei

hochaufgeldster LM, die zu kleinen Bildfeldern flihrt, ist es essentiell die Zielstelle innerhalb des
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Bildfelds des Detailbildes korrekt auszuwéhlen. Dazu wurde eine Zielstellenoptimierung
implementiert, die innerhalb von Detailbildern die eigentlichen Zielstellen identifiziert.
Abbildung 9 zeigt den Vergleich der Zielstellenauswal ohne und mit einer bildbasierten
Positionsoptimierung. Dabei ist zu erkennen, dass erst nach der Zielstellenoptimierung, die

neuromuskulare Synapse (NMJ) im Zentrum des Detailbildes (roter Rahmen) liegt. So war es

mdoglich die Lage der Zielstelle korrekt an das LM weiterzugegeben.

Abbildung 9: Vergleich der Zielstellenbestimmung auf einem Ultradiinnschnitt ohne (a) und mit (b)

bildbasierter Zielstellen-Optimierung

AP4 Erforschung der 3D-Registrierung und Integration multimodaler Bilddaten

AP 4.1. Untersuchung zur Integration multimodaler Mikroskopdaten:

Bis zum Ende des Vorhabens wurde die bereits aufgesetzte Bildverarbeitungsstrecke fiir die
Verrechnung von Serienschnitten mit weiteren Funktionen versehen. Dazu wurde ein
Alignierungsdemonstrator prototypisch mit Matlab (MathWorks, Natick USA) umgesetzt. Dieser
wurde mit einer Bedieneroberflache (siehe Abbildung 10) versehen, um in der Bildverarbeitung
unterschiedlichste vorgebildeten Anwendern die Verarbeitung von applikativen Daten zu
erlauben. Wichtig ist, dass dabei zusétzlich die Option einer manuellen Interaktion hinterlegt
wurde, um fehlerhafte automatisierte Alignierungen an qualitativ minderwertigen Schnitten
manuell zu korrigieren. Solch fehlerhafte Schnitte treten manchmal am Anfang (Anschneiden)
von Teilbandern auf und fihren an einem Schnitt zu einer fehlerhaften automatisierten
Alignierung, die sich Uber die gesamte weitere Verarbeitung fortsetzt. Ebenso wurden mehrere

Funktionalitaten implementiert, um die Alignierung robuster zu machen. Ein Beispiel dieser
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Verbesserung ist die Einschrankung des regionalen Suchbereichs zur Alignierung von
detektierten Features.

Weiterhin war es essentiell Informationen zu der Probenorientierung, die aus Geratesteuerung
oder Bildauswertung zur Verflgung stand, korrekt im Koordinatensystem des virtuellen
Probenraums zu verwalten, und fur die Alignierung oder auch Registrierung zu nutzen.
Insbesondere erlaubte dies, Datensatze korrekt vor zu orientieren, womit die Robustheit

gesteigert und Zeitaufwand zur Verrechnung reduziert werden konnte.
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Abbildung 10: Graphische Nutzeroberflaiche des Alignierungsdemonstrators, zum Abarbeiten von
applikativen Datensatzen.

Der implementierte Algorithmus arbeitet sowohl mit funktionellen Fluoreszenz-, als auch
morphologischen Brickenkontrast. Es zeigte sich, dass die Freigabe der Skalierung als
Fitparameter bei langeren Schnittserien zu einer signifikanten VergrofRerung oder Verkleinerung
von Schnitten fuhrt, die auRerhalb der Messungenauigkeit der Bildaufnahme liegen. Robuster
und damit zu bevorzugen war die Vorgabe einer rigiden Alignierung. Beispiele fur Ergebnisse
die mit Hilfe des Demonstrators erzielt wurden erscheinen in dem zur Publikation
angenommenen (Hohn et al., 2015) und zur Einreichung vorbereiteten Manuskript (Pfannmaller
et al.).
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AP 4.2 Molekillgenaue Registrierung von Datenséatzen:

Um LM und SEM Bilddaten bis auf wenige Nanometer genau zu registrieren ist es notwendig,

Partikel auf die Probe zu bringen, die in beiden Kontrastmethoden auf wenige Nanometer genau

lokalisiert werden konnen (vergleiche AP 3.3). Erste applikative Ergebnisse die auf diesen

Ansatz basieren wurden bereits fir den Berichtzeitraum 2013 dokumentiert. Folgende Aspekte

wurden im weiteren Projektverlauf eingehende behandelt:

» Es st darauf zu achten, dass ausreichend Referenzpartikel im Bildfeld auswertbar sind. Um
eine Affintransformation anzugeben sind mindestens 4 auswertbare Partikel notwendig,
weitere sind erforderlich, um statistische Abschatzung zur Registriergenauigkeit abzuleiten.

« Die Partikel missen so gewahlt werden, dass fiir beide Systeme eine hohe
Lokalisierungsgenauigkeit sichergestellt ist. So konnten bessere Ergebnisse mit grof3eren
Partikeln (ca. 100nm Polystyrol oder 80nm Kolloidgold) erzielt werden, da diese sowohl im
LM, als auch im EM selektiv und mit hohem Verhéltnis von Signal zu Rauschen dargestellt
werden konnen. Die erzielbaren Lokalisierungsgenauigkeiten lagen bei diesem Ansatz bei
ungefahr 5nm.

» Die Referenzpartikel mussen stabil auf den Gewebeschnitten immobilisiert sein, so dass es
zu keinen Anderungen in den Partikelpositionen durch den Probentransfer kommt. Die
Untersuchungen ergaben, dass dies fir die Ultradiinnschnitte auf den Tragersubstraten sehr
gut gewahrleistet ist.

Analog zum Alignierdemonstrator wurde die Bildverarbeitungsstrecke zur Registrierung mittels
Matlab (MathWorks, Natick USA) umgesetzt und ist wie folgt aufgebaut. Jedes Referenzpartikel
wird beschrieben durch den Abstand zu den nachsten Nachbarn. Mittels eines RANSAC
Schemas (Fischler und Bolles, 1981) wird schnell und zuverlassige eine Lineartransformation
abgeleitet, die das euklidische Abstandsmal} korrespondierender Partikelpaaren minimiert.
Partikel, die nur in einer Bildmodalitat vorliegen, werden damit zuverlassig identifiziert und von
einer weiteren Verarbeitung ausgeschlossen. Schlielllich werden Partikelpaare mit
Abstandmalf3en, die auBRerhalb einer sinnvollen statistischen Verteilung liegen, verworfen und
nicht fur die finalen Berechnung der affine Transformation berticksichtigt. Diese beschreibt die
Registrierung der beiden Bildmodalitaten. Beispiele fir Ausreil3er die verworfen werden, sind
z.B. Partikelpaare die zu nahe beieinander liegen und im LM nicht korrekt in ihrer Position
dargestellt werden.

Um die Genauigkeit des Verfahrens zu testen wurden die Abstandmalle statistisch analysiert.

Mittlerweile wurde der Arbeitsablauf soweit fiir Serienschnitte ausgearbeitet (siehe AP 2.4), dass
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LM und SEM Bilder von Synapsen in Muskelgewebe systematisch mit einer Genauigkeit von

ungefahr 20nm Uberlagert werden kdnnen.

AP 4.3. Erprobung der Datenverarbeitung an reduzierten Daten:

Die Notwendigkeit der Datenkomprimierung ist bei den grof3en aufgenommenen Datenmengen
evident. Fur eine relativ kleine NMJ mit der Dimension 5 x 20 x 20 um? ergeben sich bei einer
VoxelgroRe von 5x5x5nm?® bereits fir das FIB-REM eine Datenmenge von 16 GByte.
Weiterhin zeigt sich, dass die Verrechnung von Bildinformationen notwendig wird, die auf sehr

unterschiedlichen Skalierungsgrof3en basieren.

Im Projekt wurde daher versucht, die Daten auf eine Art zu komprimieren, die eine schnelle und
genaue Verarbeitung ermdglicht. Dabei erwies sich der Ansatz zielfihrend, Bilddatensétze bei
der Verarbeitung als eine Ansammlung von Merkmalselementen zu betrachten. Vorteilhaft dabei
ist, dass
» die Komprimierung auf den jeweiligen Bildkontrast angepasst werden kann.
+ die Komprimierung angepasst ist fur die essentiellen Verarbeitungsanforderungen
beziglich Bildregistrierung und Alignierung.
* ermittelte Positionen skaleninvariant als Vektorelemente hinterlegt werden kdnnen.
» die Einbindung von Positionsinformationen zu Kalibrier- und Referenzmarkierungen
konsistent ist.
* keine Einschrankungen bezuglich der Dimension der Datensatze besteht, in unserem
Fall 2D oder 3D.
» die Datenreduktion insbesondere bei 3D Datenséatze erheblich ist. So reduziert sich ein
Bild mit einer GréR3e von mehreren MegaByte auf die Verwaltung von mehreren Hundert

Bildmerkmalen, deren Bild-Koordinaten als Gleitkommazahlen hinterlegt werden.

Der Zeitaufwand zur Kompression, d.h. Extraktion der Position der Merkmalselemente variiert
sehr stark. Positionen von Referenzpartikeln konnten sehr schnell und genau ermittelt werden,
wahren morphologische Merkmale eine sehr aufwendige Verrechnung erfordern kénnen. Der
Zeitgewinn liegt insbesondere bei der weiteren Verrechnung zur Registrierung oder Alignierung,
die auf diesen reduzierten Bildmerkmalen basiert und somit nur wenige Sekunden bendtigt. Die
Transformationsergebnisse lassen sich direkt wieder auf die vollstandigen Rohdaten anwenden.
Die Durchfiihrung der Transformation ist sehr gut auf Grafikhardware parallelisierbar und konnte
daher sehr effizient (auch fur grol3e Datenmengen) durchgefuhrt werden.
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Liste Abkirzungen

KLSM konfokale Laserscanning Mikroskopie

EM Elektronenmikroskop(ie)

FIB Fokussierter lonenstrahl

FIB-REM Zweistrahlgerat basierend auf FIB und REM

FLM Fluoreszenz-Lichtmikroskopie

LM Lichtmikroskop(ie)

LSM Laserscanning-Mikroskop

NMJ neuromuskulare Synapse (neruomuscular junction)
REM Rasterelektronenmikroskop(ie)
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