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Einleitung 

In den letzten Jahren etablierten sich Larven des Zebra-
bärblings danio rerio als Modellorganismus für das Ver-
ständnis der Embryonalentwicklung und von Zellbiologi-
schen Prozessen. Außerdem werden Zebrafischlarven zu-
nehmend als Alternative zu Tierversuchen an Säugetieren 
für Toxizitäts-Bestimmungen eingesetzt [1,2]. Hierfür ist 
ein hoher Durchsatz erforderlich, um bei >60.000 Mole-
külen in unterschiedlicher Konzentration die Toxizität auf 
biologische Organismen zu ermitteln, wie es die Europäi-
sche REACH Verordnung vorschreibt [3]. Die Handha-
bung und Analyse der Fischlarven erfordert, mangels ver-
fügbarer und geeigneter Automatisierungstechnik, bislang 
einen erheblichen manuellen sowie zeitlichen Aufwand. 
Die einzelnen Arbeitsschritte (Sortieren, Pipettieren in 
Mikrotiterplatten, Mikroskopieren, Bildanalyse) sind mo-
noton und damit fehleranfällig. Automatisierte und über-
wachte Prozesse sind erforderlich und können eine repro-
duzierbare Qualität gewährleisten. 

 
Methoden und Materialien 
Parallel-Mikroskopie-System 
Damit mehrere Tausend Zabrfischlarven im gleichen 
Entwicklungsstadium; also innerhalb von 180 min. mik-
roskopiert werden können wurde ein Mikroskopie-System 
entwickelt, bei dem vier Industriekameras (uEYE UI-
5480SE-C-HQ von IDS, Obersulm) in einer 2x2 Matrix-
form angeordnet (Abb. 1) wurden. Jede Kamera nimmt 
ein Viertel der Mikrotiterplatte auf, die insgesamt 96 oder 
384 Zebrafischlarven in Einzelkammern beinhaltet. Die 
Kameras werden von einem 3-Achs-Linearroboter ge-
führt, wobei eine Positioniergenauigkeit von < 0,03mm 
erzielt wird. Jede Kamera ist über Gigabit Ethernet mit 
einem eigenen Quadcore-CPU PC verbunden. Sowohl die 
Kamerasteuerung als auch die Robotersteuerung erfolgt 
über LabView™ Software (National Instruments). Die 
PCs verfügen über 2 lokale Festplatten, sodass abwech-
selnd Bilddaten lokal gespeichert und gleichzeitig Daten 
an einen Server übertragen werden können. Das Daten-
management erfolgt ebenfalls mittels LabView™ Soft-
ware. Im Gegensatz zu kommerziellen, halbautomatisier-
ten Systemen (wie z.B. dem Olympus ScanˆR) werden 
hier die Kameras bewegt und nicht das Objekt. Diese Lö-
sung bietet den Vorteil, dass sich die Position der Fisch-
larven z.B. bei Sequenzaufnahmen nicht verändert.  

 
Abb. 1: CAD-Modell des Parallel-Mikroskopie-Systems 

mit drei Linearaktoren (A1-3), vier Kameras (C)  
und einer Mikrotiterplatte (M). 

 

Fischei-Sortier-System 
In einer Petrischale wahllos verteilte Fischeier sollen in 

Standard 96er oder 384er Mikrotiterplatten derart einsor-
tiert werden, dass jede Kammer genau ein Fischei enthält. 
Mittels Bildanalyse werden die Koordinaten der Fischeier 
detektiert. Ein 3-Achs-Linearroboter führt danach eine 
Saugspitze an die jeweilige Position eines erkannten Eis 
und saugt bis zu 16 Eier seriell in einen Schlauch. An-
schließend werden die Eier vereinzelt in die Wells abge-
geben. Das System ist in Abb. 2 dargestellt. Ziel ist es be-
fruchtete Fischeier zu erkennen und von Kot, Futterresten 
und koagulierten Eiern unterscheiden zu können (Abb.3). 
Die Bildanalyse und die Robotersteuerung erfolgen unter 
LabView™. 

Abb. 2: PCs zur Datenspeicherung und Bildanalyse 
(links), Fischei-Sortier-System (mitte) und Parallel-

Mikroskopie-System (rechts). 
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Abb. 3: Links: Fischeier in einer Petrischale.  

Rechts: Positionen erkannter Fischeier. 
 

Bildanalyse System 
Beide Systeme (Parallel-Mikroskopie und Fischei-

Sortierer) sind gekoppelt mit einer automatisierten Bil-
derkennung. Die gefundenen, extrahierten Merkmale für 
die Klassifikation unterscheiden sich je nach Entwick-
lungsstadium des Fischeis erheblich [4]. In Abb. 4 ist ex-
emplarisch das Verfahren für die Vorverarbeitung der 
Bildanalyse eines Fischeis im Segmentations-
Entwicklungsstadium (ca. 24 h nach der Befruchtung) 
dargestellt. Die mikroskopische Analyse von Organen er-
fordert Aufnahmen mit einer größeren als der durch die 
numerischen Apertur des Objektivs vorgegebenen Schär-
fentiefe. Durch das zusammenfügen einzelner Schichtauf-
nahmen mit einem MatLab Algorithmus können Auf-
nahmen mit extendiertem Fokus erzielt werden [4]. 

Zur Anwendung eines Klassifikators werden bei der 
Merkmalsextraktion charakteristische Zahlenwerte aus 
den Bildern errechnet, die eine möglichst signifikante 
Klassenunterscheidung ermöglichen. Die Anwendung sta-
tistischer Methoden, in diesem Fall die Multivariante 
Analyse und der Bayes-Klassifikator, ermöglicht die au-
tomatisierte Klassenzuweisung anhand der extrahierten 
Merkmalswerte und damit die automatisierte Auswertung 
der Mikroskopaufnahmen (vgl. Abb. 5) 

 

 
 

Abb. 4: Schritte der Bild-Vorverarbeitung gemäß [4]. 
 

Ergebnisse und Schlussfolgerungen 
Für das Einsortieren einer Mikrotiterplatte mit 96 Eiern, 

benötigt der Fischei-Sortierer 12 Minuten; d.h. 7,5 s. pro 
Fischei. Das entspricht der Zeit, die eine technische Assis-

tentin dafür benötigt. Ebenso werden durch das automati-
sierte Sortieren nicht mehr Fischeier oder Larven geschä-
digt, als durch manuelles. Die Fehlerrate (definiert als je-
de Kammer enthält genau 1 Ei) ist mit 5-10 % in etwa 
vergleichbar. Durch Parallelisierung mittels mehrerer Ro-
boter kann zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt 
eine große Anzahl an Fischembryonen bereit gestellt wer-
den. Mit den entwickelten Methoden zur Bildanalyse 
konnten Klassifikationsraten von 99.5% für die korrekte 
Erkennung von koagulierten Fischeiern im Segmentati-
ons-Entwicklungsstadium demonstriert werden [4]. Dies 
ermöglicht die technischen Voraussetzungen eines Hoch-
durchsatz-Screenings von Zebrafischlarven, wie es bei-
spielsweise für Toxizitäts-Bestimmungen erforderlich ist 
[1,5,6]. Das Laborpersonal kann von monotonen (und 
damit fehleranfälligen) Aufgaben entlastet werden. 

Abb. 5: Automatisierte Klassenzuweisung. 
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