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Highlights der

Laser Scanning Mikroskopie

1982

Das erste Laser Scanning Mikroskop von Carl Zeiss.
Der Prototyp der Baureihe LSM 44 steht heute im Deutschen

Museum in Minchen.

1988

Das LSM 10 - ein konfokales System
mit zwei Fluoreszenzkanalen.

1991

Das LSM 310 vereinigt die konfokale
Laser Scanning Mikroskopie
mit modernster PC-Technologie.

1992

Das LSM 410 bezieht auch inverse
Mikroskope in das LSM-Konzept ein.

1997
Erstes System der Reihe LSM 510.

1998

Modell LSM 510 NLO, ausgestattet
fur die Multiphotonen-Mikroskopie.

1999

LSM 5 PASCAL - das personliche
Laser Scanning Mikroskop.

2000

Das LSM 510 wird mit dem
Fluoreszenz Korrelations Spektro-
skop ConfoCor 2 kombiniert.

2001
LSM 510 META.



Die konfokale

Laser Scanning Mikroskopie

Das konfokale Laser Scanning Mikroskop (LSM) hat
sich in den letzten Jahren zu einem etablierten und
weit verbreiteten Forschungsinstrument entwickelt.

Das Ziel dieser Broschiire ist es, einen theoretisch
fundierten Uberblick iiber die Besonderheiten der
Bilderzeugung in einem konfokalen LSM zu vermitteln.

In Biologie und Medizin sind fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufgabenstellungen des LSM vorherrschend. Im
Transmissionsmodus kénnen jedoch auch herk6mm-
liche Kontrastverfahren wie z.B. der differentielle
Interferenzkontrast (DIC) realisiert werden. Die Uber-
lagerung mit einem konfokalen Fluoreszenzbild der
gleichen Probenstelle ist ebenfalls méglich.

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet ist die
Materialkunde. Hierbei ist insbesondere der Refle-
xionsmodus des LSM einschlieBlich solcher Verfahren
wie Polarisationskontrast gefragt.

Verwendung finden konfokale Mikroskope jedoch
auch in Routineanwendungen im Rahmen der indus-
triellen Qualitatssicherung. Die konfokale Abbildung
ermoglicht hier z.B. die effektive Suche nach Fehl-
stellen in Halbleiterschaltkreisen.
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Zunachst soll auf die grundlegenden Unterschiede
zwischen dem konventionellen und dem konfo-
kalen Mikroskop eingegangen werden. Daran
anschlieBend werden die Besonderheiten eines
konfokalen LSM und die sich daraus ergebenden
Madglichkeiten herausgestellt.

Die Verhdltnisse in Fluoreszenzanwendungen wer-
den insgesamt vorrangig behandelt.

Abb. 1 Anders als in einem konventio-
nellen Mikroskop wird die Abbildungs-
qualitit in einem konfokalen LSM
nicht ausschliefSlich durch die Optik
beeinflusst, sondern z.B. auch durch
die konfokale Blende (Pinhole) und die
Digitalisierung der Objektinformation
(PixelgrifSe). Das Rauschen des Lichts
(Laserrauschen bzw. Schrotrauschen
des Fluoreszenzlichts) spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle. Im Hinblick auf
niedriges Rauschen miissen auch
signalverarbeitende optoelektronische
und elektronische Komponenten
optimiert werden.

Bilderzeugung

Die vollstandige Generierung der zweidimensio-

nalen Objektinformation aus der Fokusebene

(Objektebene) eines konfokalen LSM umfasst im

wesentlichen drei Verarbeitungsschritte:

1. Zeilenweises Abrastern der Probe mit einem
fokussierten Laserstrahl, der mittels zweier
galvanometrisch betriebener Scanner in x- und
y-Richtung abgelenkt wird.

2. Pixelweise Detektion der vom jeweils abge-
tasteten Probenort emittierten Fluoreszenz-
strahlung Uber einen Sekundérelektronen-
vervielfacher (PMT).

3. Digitalisierung der nach dem PMT als elektri-
sches Signal vorliegenden Objektinformation.
(Die Darstellung auf dem Bildschirm erfolgt
durch pixelweises Ausgeben der Bilddaten aus
einem digitalen Bildspeicher).

Digitalisierung
PixelgroBe

Rauschen
Detektor, Laser, Elektronik,

Photons (Licht; Quantenrauschen) l

1 1

Restfehler
Pupillen- e Dl
ausleuchtun
9 p—

Konfokale Blende



Der Scanprozess

Im konventionellen Lichtmikroskop erfolgt die
Transformation vom Objekt zum Bild fir alle
Objektpunkte gleichzeitig, also parallel. Dagegen
wird in einem konfokalen LSM die Probe punkt-
weise, d.h. seriell bestrahlt, und die physikalische
Wechselwirkung, die das Laserlicht in der gerade
bestrahlten Objektstelle hervorruft (z.B. die
Fluoreszenz) wird entsprechend punktweise
gemessen. Informationen Uber die gesamte Probe
erhalt man nur dann, wenn der Laserstrahl tber
die Probe, oder die Probe relativ zum feststehen-
den Laserstrahl bewegt wird. Man bezeichnet
konfokale Systeme aufgrund dieser Zusammen-
hénge als Punktscanner.

Im Folgenden wird ausschlieBlich das Prinzip des
Punktscanners behandelt, wie es u.a. in den Laser
Scanning Mikroskopen von Carl Zeiss realisiert ist.
Geréatetechnische Ldsungen, in denen mehrere
Objektpunkte gleichzeitig bestrahlt werden, wer-
den nicht bertcksichtigt.

Der konfokale Strahlengang

Die entscheidende Besonderheit eines konfokalen
LSM gegentuber einem konventionellen Licht-
mikroskop ist eine konfokale Blende (Pinhole
(PH)), die in einer zur Zwischenbildebene und
damit auch zur Objektebene des Mikroskops kon-
jugierten Ebene angeordnet ist. Daraus ergibt
sich, dass durch den Detektor (PMT) nur Licht de-
tektiert werden kann, welches diese Blende pas-
siert hat. Der Durchmesser der Blende ist variabel
und im lIdealfall unendlich klein (punktférmige
Detektion).

Da der beugungsbegrenzt fokussierte Laserstrahl
einer punktféormigen Beleuchtung des Objekts
entspricht und des Weiteren Beleuchtungs- und
Beobachtungspunkt ineinander abgebildet wer-
den (konjugierte Ebenen), spricht man von einem
konfokalen Strahlengang (siehe Abbildung 2).

Die konfokale Blende (Pinhole)

Der Durchmesser der konfokalen Blende legt fest,
in welchem MaR Licht von Objektpunkten auf3er-
halb der Fokusebene ausgeblendet wird. Die aus-
geblendeten Bereiche des Objekts sind im Bild
unsichtbar. Das konfokale Mikroskop als optisches
System ist somit inh&rent tiefendiskriminierend.
Uber den variablen Blendendurchmesser ist es
mdglich, den Grad der Konfokalitat zu variieren
und den praktischen Erfordernissen anzupassen.
Bei voll gedffneter Blende spricht man von nicht-
konfokaler Abbildung. Ein zusatzlich vorteilhafter
Effekt der konfokalen Blende ist ihre streulicht-
unterdriickende und damit kontraststeigernde
Wirkung.

Abb. 2 Strahlengang in einem konfokalen LSM. Ein Laserstrahl wird iiber ein
Mikroskopobjektiv in die Probe fokussiert und dient dort z.B. zur Erzeugung von
Fluoreszenzstrahlung. Diese wird iiber das Objektiv gesammelt und iiber einen
Farbteiler effizient zum Detektor weitergeleitet. Uber ein Emissionsfilter wird der
interessierende Wellenlingenbereich des Fluoreszenzspektrums selektiert und
zusdtzlich die zur Anregung verwendete Laserlinie abgeblockt. Vor dem Detektor
befindet sich die konfokale Blende. Licht aus Ebenen iiber oder unter der Fokus-
ebene trifft defokussiert auf die Blende und triigt nicht zur Bildentstehung bei.

Detektor (PMT)

Emissionsfilter
Konfokale Blende

Strahl-

Farbteiler aufweitung

Mikroskop Objektiv

L e —— ]

Hintergrund 4 % Fokusebene

/

Detektionsvolumen




Optische Schnitte

Mit einem konfokalen LSM ist es somit mdglich,
aus einer dicken Probe (typisch bis 100 um) aus-
schlieBlich eine dunne Préparatschicht, einen
sogenannten optischen Schnitt, abzubilden, der
bei entsprechenden Aufnahmebedingungen eine
z-Ausdehnung von weniger als 500 nm aufweisen
kann.

Der grundsatzliche Vorteil des konfokalen LSM
gegeniber einem konventionellen Lichtmikroskop
ist offensichtlich. Zum Beispiel kdnnen in der kon-
ventionellen Fluoreszenzmikroskopie dicke biolo-
gische Praparate nur dann scharf abgebildet wer-
den, wenn ihre z-Ausdehnung nicht groRer ist als
die wellenoptische Tiefenscharfe des verwendeten
Objektivs. Wird diese Bedingung nicht erfullt, wird
die scharfe Bildinformation aus der interessieren-
den Objektebene mit unscharfer Bildinformation
aus auBerfokalen Ebenen uberlagert. Dadurch
erhoht sich der detektierte Streulichtanteil und
der Kontrast des Bildes nimmt ab. Des weiteren

Ein konfokales LSM kann somit bei Fluoreszenz-
applikationen gerade dann vorteilhaft eingesetzt
werden, wenn dicke Praparate (wie z.B. biologi-
sche Zellen in ihrem Gewebeverbund) untersucht
werden. Durch die Mdoglichkeit des optischen
Schneidens entfallen die in der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie mit solchen Préparaten
verbundenen Nachteile. Bei Mehrfachfarbungen
gelingt zudem die simultane Aufnahme und
Darstellung der einzelnen Kanéle bei hinreichen-
der Kanaltrennung.

Die Hauptanwendung bei reflektierenden Prapa-
raten liegt in der Untersuchung dreidimensionaler
Oberflachenstrukturen (Topographie).

Abbildung 3 verdeutlicht die Leistungsfahigkeit
eines konfokalen Laser Scanning Mikroskops.

kommt es bei simultaner Beobachtung von Abb. 3 Nichtkonfokale (links) und konfokale (rechts) Abbildung eines

dreifach gefirbten Zellverbandes (Schnitt durch einen Mdusedarm).
Im nichtkonfokalen Bild werden die interessierenden Informationen
aus der Fokalebene durch aufSerfokale Priparatebenen iiberlagert;
unterschiedlich gefiirbte Priparatstellen erscheinen farblich gemischt.
In der konfokalen Darstellung (rechts) werden Objekteinzelheiten
deutlich sichtbar, die im nichtkonfokalen Bild nur verschwommen
zu sehen sind. Die Abbildung ist insgesamt kontrastreicher.

Mehrfachfarbungen zur farblichen Vermischung
der Bildinformationen aus den beteiligten Kandlen
(siehe Abbildung 3, links).




Die 3. Dimension

Das optische Schneiden erdffnet jedoch nicht nur
die Mdglichkeit, eine einzige Ebene eines dicken
Praparates kontrastreich zu beobachten, sondern
erlaubt es zusatzlich, Uber eine kontrollierte
Bewegung des Praparates in Richtung der opti-
schen Achse (z) eine Vielzahl optischer Schnitte
aus verschiedenen Praparatebenen aufzunehmen.
Das Ergebnis ist ein dreidimensionaler Datensatz,
mit dem Erkenntnisse Uber die rdumliche Struktur
des Objekts gewonnen werden kénnen.
Genauigkeit und Qualitat der Information sind
u.a. abhangig von der Dicke des optischen
Schnitts und dem Abstand zwischen zwei
Schnitten (optimale Abtastrate in z-Richtung =
0,5x optische Schnittdicke). Aus einem solchen
Datensatz lassen sich rechentechnisch verschie-
dene Ansichten des Objekts (3D-Rekonstruktion,
beliebig orientierte Schnitte im Raum, Stereo-
Bildpaare usw.) erzeugen. Ein Beispiel fir eine aus
einem 3D-Datensatz errechnete 3D-Rekonstruk-
tion zeigt Abbildung 4.

Abb. 4 3D-Projektion, rekonstruiert aus 108 Einzelbildern
eines dreidimensionalen Datensatzes von Epithelzellen aus der
Triinendriise. Aktin-Filamente der Myoepithelzellen markiert
mit BODIPY-FL Phallacidin (griin), Zytoplasma und Kerne
der Azinuszellen mit Ethidium Homodimer-1 (rot).

Zeitserien

An Bedeutung gewinnt auch die Untersuchung
lebender Proben, die dynamische Verdnderungen
bis in den Mikrosekunden-Bereich zeigen. Hier bie-
tet die Aufnahme zeitaufgelOster konfokaler Bild-
serien (Zeitserien) eine Mdoglichkeit, die entspre-
chenden Vorgange sichtbar zu machen und die
Verdnderungen quantitativ zu erfassen (s.Abb. 5).
Im Teil 1 (Seite 6 ff) werden zunéachst die rein opti-
schen Gegebenheiten in einem konfokalen LSM
und der Einfluss der konfokalen Blende auf die Bild-
entstehung behandelt. Daraus ergeben sich ideale
Werte fur die Auflésung und die optische Schnitt-
dicke. Im Teil 2 (Seite 16 ff) wird die Begrenzung
der idealisierten Betrachtung durch den
Digitalisierungsprozess und das Rauschen des
Lichts bzw. optoelektronischer Systemkompo-
nenten aufgezeigt. Die Tabelle auf Seite 15 liefert
eine Zusammenfassung der wesentlichen Ergeb-
nisse aus Teil 1. Eine schematische Ubersicht tiber
den gesamten Inhalt und seinen Praxisbezug ist
auf dem beiliegenden Poster dargestellt.

Abb. 5 Darstellung eines Zeitserienexperiments in Kaede-
transfizierten Zellen. Durch wiederholte Aktivierung des Kaede-
Markers (Farbumschlag griin/rot) in einem kleinen Bereich

der Zelle wird die gesamte griine Fluoreszenz schrittweise in

die rote Form iiberfiihrt.
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Punktbild-Verwaschungsfunktion

Um die optischen Leistungsmerkmale eines konfo-
kalen LSM im Detail zu verstehen, ist es notwen-
dig, die grundsatzlichen optischen Phdnomene,
die sich aus der Geometrie des konfokalen Strah-
lengangs ergeben, genauer zu betrachten. Das
wesentlichste Merkmal eines konfokalen LSM ist
die bereits erwahnte punktférmige Beleuchtung
und Beobachtung.

Selbst ein beugungsbegrenzt korrigiertes opti-
sches System kann ein exakt punktférmiges
Objekt nicht als Punkt abbilden. Das Bild eines ide-
alen Punktobjekts ist entsprechend den Abbil-
dungseigenschaften des optischen Systems immer
etwas verwaschen. Quantitativ ist das Punktbild
Uber die Punktbildverwaschungsfunktion (PSF,
vom englischen Terminus ,,point spread function*)
beschreibbar, die die zugehérige Intensitatsvertei-
lung im Bildraum widerspiegelt.

Geht es um die dreidimensionalen Abbildungs-
eigenschaften eines konfokalen LSM, so ist das
3D-Punktbild bzw. die 3D-PSF zu betrachten.

Im beugungsbegrenzten Idealfall (keine optischen
Aberrationen, homogene Pupillenausleuchtung —
siehe Details ,Pupillenausleuchtung”) ist die 3D-
PSF ein kometen&hnliches, rotationssymmet-
risches Gebilde.

Abbildung 6 zeigt zur Veranschaulichung einen
zweidimensionalen xz- bzw. xy-Schnitt durch eine
ideale 3D-PSF. Es wird deutlich, dass der Kern der
PSF, in welchem sich 86,5 % der gesamten in der
Pupille vorliegenden Energie konzentrieren, als

Rotationsellipsoid beschreibbar ist. Fir Betrach-

Abb. 6 Schnitt durch die 3D-PSF

tungen zu Auflésung und optischer Schnittdicke in z-Richtung (oben) und in
xy-Richtung (unten) in gerechneter,

ist es nutzlich, die sogenannte Halbwertsflache dimensionsloser Darstellung;

des Rotationsellipsoids zu definieren, d.h. die deutlich erkennbar ist das zentrale,
. . . ellipsenformige Maximum.

geschlossene Flache, auf der die Intensitat des 3D- Das zentrale Maximum im unteren

Punktbildes in axialer und lateraler Richtung auf Bild (Airy-Scheibchen) ist in der

o ] ] 3D-PSF als der grofSte Kerndurchmesser
die Halfte des zentralen Maximums abgefallen ist. in lateraler Richtung enthalten.



Im Folgenden ist ausschlieBlich diese Halbwertsfla-
che gemeint, wenn von der PSF gesprochen wird.
Die quantitative Beschreibung der Halbwertsflache
erfolgt tber die sog. Halbwertsbreite (full width at
half maximum, FWHM), also uUber die einem
50%igen Intensitatsabfall entsprechende Strecke
in lateraler bzw. axialer Richtung.

Die hinter der konfokalen Blende vorliegende
Gesamt-PSF (PSFges) eines konfokalen Mikro-
skops setzt sich aus den PSF des Beleuchtungs-
strahlengangs (PSFgg; punktférmige Beleuchtung)
und des Beobachtungs- (Detektions-)strahlen-
gangs (PSFyachws Punktformige Detektion) zu-
sammen. Das konfokale LSM als Gesamtsystem
erzeugt somit zwei Punktbilder, eines durch die
Abbildung einer punktférmigen Lichtquelle in den
Objektraum und das andere durch die Abbildung
eines punktférmigen Objektdetails in den Bild-
raum. Mathematisch kann dieser Zusammenhang
wie folgt beschrieben werden:

PSF . (xy.2) = PSF,_(xy,2) - PSF, . (xy2) (1)

Nachw
PSFge entspricht der Lichtverteilung des Laser-
spots, mit dem das Objekt abgetastet wird. lhre
Ausdehnung ist in erster Linie abhangig von der
Wellenlange des Laserlichts und der numerischen
Apertur des Mikroskopobjektivs. Sie wird ferner
beeinflusst durch Beugungserscheinungen an der
Objektivpupille (als Funktion der Pupillenausleuch-
tung) und den Aberrationen aller in das System
integrierten optischen Komponenten. [Anmer-
kung: Die Aberrationen werden in der Designpha-
se des Systems minimiert und sind im allgemeinen
gering.] Aber auch durch das Eintauchen des
Laserfokus in dicke und streuende Préaparate, bei
nicht angepassten Brechungsindizes von Immer-
sions- und Eintauchmedium und/oder bei gro3en
Eintauchtiefen, kann es zu Verformungen der
PSFge kommen (siehe Hell, S., et al., [9]).

Die PSFychw Wird neben den genannten Einfluss-
faktoren zusatzlich durch die GréRe der konfoka-
len Blende beeinflusst. Da diese aus Griinden der
Effizienz des Strahlengangs (siehe Teil 2) nie
punktférmig (d.h. unendlich klein) ist , ist die Aus-
dehnung der PSFy,chw Nie kleiner als die der
PSFge. Die Abbildungseigenschaften eines konfo-
kalen LSM werden durch die Wechselwirkung zwi-
schen PSFge und PSFy,chw PEStimmt. Als Konse-
quenz der Wechselwirkung ergibt sich fir die
gesamt PSF: PSFyes < PSFge. Da der Durchmesser
der konfokalen Blende variabel ist, sind unter-
schiedliche Effekte fir groRe und kleine Blenden-
durchmesser zu erwarten.

In den folgenden Abschnitten werden verschiede-
nen Systemzustédnde quantitativ behandelt.

Aus dem bisher Gesagten kann zusatzlich abgelei-
tet werden, dass der optische Schnitt kein scharf
begrenztes Gebilde ist, das bei einer bestimmten
z-Position abrupt beginnt und an einer zweiten
ebenso abrupt endet. Auf Grund des Intensitats-
verlaufes in axialer Richtung besteht ein flieRender
Ubergang von unterdriickter zu sichtbarer Objekt-
information. Entsprechend ist die durch die konfo-
kale Blende tatséchlich unterdriickte auRerfokale
Objektinformation auch abh&ngig von einer kor-
rekten Einstellung der Parameter der Bildverarbei-
tung (PMT-Hochspannung, Kontrasteinstellung).
Uber- oder Untersteuerungen des Signals sollten
vermieden werden.

Teil 1



Bei allen quantitativen Angaben zum Auflésungs-
vermdgen und zur Tiefendiskriminierung eines
konfokalen LSM ist sorgféltig zu unterscheiden, ob
es sich um punktféormige oder flachenhafte,
reflektierende oder fluoreszierende Objekte han-
delt, da sich deren Abbildungseigenschaften deut-
lich unterscheiden. In realen biologischen Objek-
ten kommen vor allem faden- oder punktférmige
fluoreszierende Feinstrukturen vor, so dass sich die
folgenden Betrachtungen auf punktférmige Fluo-
reszenzobjekte beschréanken. Die getroffenen Aus-
sagen sind somit gut auf die Praxis Gibertragbar.

Wie bereits erwéhnt, spielt der Durchmesser der
konfokalen Blende in Bezug auf Auflésung und
Tiefendiskriminierung eine entscheidende Rolle.
Bei einem Durchmesser der Blende grof3er als 1 AE
(AE = Airy-Einheit — siehe Details , Optische Koor-
dinaten”) beruhen die zu beobachtenden tiefen-
diskriminierenden Eigenschaften im wesentlichen
auf den Gesetzen der geometrischen Optik (sog.
geometrisch-optische Konfokalitat). Je kleiner der

Auflosung und Konfokalitat

Durchmesser der konfokalen Blende wird, desto
mehr néhert sich die PSFy,.n der GroRenordnung
der PSFg. Im Grenzfall (Blende < 0,25 AE) sind
beide PSF ann&hernd gleich grof3, und wellenopti-
sche Abbildungsgesetze sind eindeutig dominant
(sog. wellenoptische Konfokalitat).

Zur Veranschaulichung dieser Zusammenhénge
zeigt Abbildung 7 eine schematische Darstellung
der Halbwertsflachen der PSFgg und der PSFy.chw
bei verschiedenen Durchmessern der konfokalen
Blende.

In Abhéngigkeit von der GroRe der konfokalen
Blende sollte zwischen geometrisch-optischer und
wellenoptischer Konfokalitét unterschieden wer-
den. Je nachdem, welche Art der Konfokalitat
dominiert, ergeben sich unterschiedliche Werte
bzw. Berechnungsverfahren fir Auflésung und
Tiefendiskriminierung. Interessant ist ebenfalls ein
Vergleich mit der konventionellen mikroskopi-
schen Abbildung. Die folgenden Abschnitte
behandeln diese Unterschiede im Detail.

Abb. 7 Geometrisch-optische (a) und wellenoptische Konfokalitit (c) [xz-Ansicht].

Der Durchmesser der konfokalen Blende nimmt von (a) nach (c) ab.

Entsprechend wird die Ausdehnung der PSFy,,, geringer, bis sie in die GréfSenordnung der PSFg,; kommt (c).

a) PH~3.0AU b) PH~1AU
FV\ll-“leeI, lateral

FWH MBeI, axial
FWH MNachw, axial

FWH MNachw, lateral
PSF . >> PSFy,

Geometrisch-0
Konfokalitat

PS I:Nachw > PS I:Bel

o PH~0,25 AU

PS FNachw >= PS I:Bel

Wellenoptische
Konfokalitat




Auflésung

Unter Auflésung soll bei groRem Durchmesser der
konfokalen Blende (PH>1AE) die laterale und axia-
le Trennbarkeit von Punkten wéhrend des Abtast-
vorgangs verstanden werden. Stellt man sich ein
aus einzelnen Punkten aufgebautes Objekt vor, so
werden alle Punkte, die dichter beieinander liegen
als die Ausdehnung der PSFg angibt, verwaschen
und damit nicht aufgel®st.

Quantitativ ergibt sich die Auflésung durch die axi-
ale und laterale Ausdehnung des abtastenden
Laserspots bzw. der elliptischen Halbwertsflache
der PSFg. Unter der Annahme einer homogenen
Pupillenausleuchtung gilt:

axial:
FWHM 088 Do
] 2
Bel,axial (n- m (2
n = Brechungsindex des Immersionsmediums

NA = numerische Apertur des Mikroskopobjektivs
Aexe = Wellenlinge des Anregungslichts

Ist NA < 0,5, kann fir Gleichung (2) naherungs-
weise auch geschrieben werden:

_ 1L77-n N (2a)
NA?

lateral:

)\exc

FWHMBeI,/ateral = 0’51 NA

®)

Die Gleichungen (2a) und (3) unterscheiden sich
zuné&chst nicht von denjenigen, die fur den kon-
ventionellen Abbildungsfall bekannt sind (siehe
Beyer, H., [3]). Es fallt jedoch auf, dass im konfo-
kalen Mikroskop das Auflésungsvermdgen nur
von der Beleuchtungswellenldnge abhéngig ist
und nicht, wie im konventionellen Fall, ausschlief3-
lich von der Emissionswellenlange. Gegenuber
dem konventionellen Fluoreszenzmikroskop erzielt
man somit bei konfokaler Fluoreszenz und grof3en
Durchmessern der konfokalen Blende tber den
Stokes-Shift einen Auflésungsgewinn um den Fak-
tor (Aem/Aexc)-

Teil 1
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Optische Achse

I

Fokusebene

Zur weiteren Veranschaulichung der bisher getrof-
fenen Aussagen zur PSF zeigt die nebenstehende
Abbildung einen Schnitt durch die resultierende
3D-Beugungsfigur in der Umgebung des beleuch-
tungsseitigen Fokus (PSFgg)). Die Linien umfassen
Bereiche gleicher Helligkeit (Isophotendarstel-
lung). Die Intensitat im Zentrum ist auf 1 normiert.
Die realen Verhdltnisse ergeben sich durch Rotation
des Schnittbildes um die vertikale Achse (z-
Achse). Es liegt Symmetrie sowohl zur Brennebene
als auch zur optischen Achse vor. Aufféllig sind die
lokalen Intensitdtsmaxima und -minima. Die
gestrichelten Linien zeigen den Bereich, der in den
Offnungswinkel des verwendeten Mikroskop-
objektivs fallt.

Fur die Betrachtungen in diesem Kapitel ist lediglich
der rot umrandete Bereich von Interesse, die soge-
nannte Halbwertsflache im Zentrum der 3D-
Beugungsfigur.

Abb. 8  Isophotendarstellung der Intensititsverteilung

in der Umgebung des beleuchtungsseitigen Fokus (PSF,;).
Die Intensitit des Fokus ist auf 1 normiert.

(Born & Wolf, Priniples of Optics, 6th edition 1988,
Pergamon Press)

Bildunterschrift zu Abb. 9

Optische Schnittdicke in Abhdngigkeit vom
Durchmesser der konfokalen Blende (rote Linie).
Parameter: NA = 0,6; n = 1; 1 = 520 nm.

Die Dimensionierung der x-Achse wurde in
Airy-Einheiten und die der y-Achse (Schnittdicke)
in Rayleigh-Einheiten vorgenommen

(siehe auch: Details ,,Optische Koordinaten®).
Zusitzlich ist der geometrisch-optische Term in
Gleichung 4 einzeln dargestellt (blaue Linie).



Geometrisch-optische Konfokalitat

Optische Schnittdicke (Tiefendiskriminierung) und
Streulichtunterdriickung (Kontrasterh6hung) sind
feste Eigenschaften eines konfokalen LSM, auch
wenn der Durchmesser der konfokalen Blende
nicht unendlich klein (ideal punktférmig) ist.
Sowohl die Tiefendiskriminierung als auch die
Streulichtunterdriickung werden in diesem Fall
ausschlie8lich durch die PSFyachw festgelegt.
Gegentiiber dem konventionellen Mikroskop wird
allein dadurch eine Verbesserung in der Erkenn-
barkeit von Objektdetails erzielt.

Fr den Durchmesser der betreffenden Halbwerts-
flache und damit fur die optische Schnittdicke
ergibt sich:

088N, ). (vV2-n-PH)
FWHM = 297 Rem | 4| V2o n- PRy
o= (B[

Aem = Emissionswellenlinge

PH = objektseitiger Durchmesser der konfokalen Blende [pm]
n = Brechungsindex des Immersionsmediums

NA = numerische Apertur des Objektivs

Gleichung (4) zeigt, dass sich die optische Schnitt-
dicke aus einem geometrisch-optischen und
einem wellenoptischen Term zusammensetzt. Der
wellenoptische Term (erster Term unter der Wur-
zel) ist bei gegebenem Objektiv und gegebener
Emissionswellenldnge konstant. Der geometrisch-
optische Term (zweiter Term unter der Wurzel) ist
dominant und wird bei gegebenem Objektiv allein
vom Durchmesser der konfokalen Blende beein-
flusst.

Entsprechend besteht im Fall geometrisch-optischer
Konfokalitéat ein linearer Zusammenhang zwischen
Tiefendiskriminierung und Blendendurchmesser.
Die Tiefendiskriminierung wird um so besser (d.h.,
die optische Schnittdicke um so geringer), je kleiner
der Durchmesser der konfokalen Blende ist.

Die graphische Darstellung von Gleichung (4) in
Abbildung 9 verdeutlicht diese Kausalitat. Darge-
stellt sind der geometrisch-optische Term allein
(blaue Linie) und der Kurvenverlauf, wie er sich aus
Gleichung (4) ergibt (rote Linie). Die Differenz zwi-
schen beiden Kurven ist eine Folge des wellenopti-
schen Terms.

Oberhalb eines Blendendurchmessers von 1 AE
haben Beugungseffekte einen nahezu konstanten
Einfluss, so dass die Tiefendiskriminierung in guter
Né&herung durch Gleichung (4) beschreibbar ist.
Die Wechselwirkung der PSFge mit der PSFyachw
macht sich erst bei Blendendurchmessern kleiner
1 AE deutlich bemerkbar.

Es soll betont werden, dass im Fall geometrisch
optischer Konfokalitat die Durchmesser der Halb-
wertsflache der PSFy,.nw keine Aussage Uber die
axiale und laterale Trennbarkeit (Auflésung) von
Objektdetails erlauben.

Im Bereich des optischen Schnitts (FWHMyacnw, axial)
werden nur die Objektinformationen aufgeldst,
die nicht enger zusammenliegen, als durch die
Gleichungen (2) / (2a) / (3) beschrieben.

Abb. 9 (Bildunterschrift Seite 10)
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Wellenoptische Konfokalitat

Verringert man den Durchmesser der konfokalen
Blende auf einen Wert von < 0,25 AE (praktisch
,.unendlich klein*), so ergibt sich ein veranderter
Abbildungscharakter. Es mussen zusétzlich Beu-
gungserscheinungen an der Blenden6ffnung
berticksichtigt werden, und die PSFyny (Optische
Schnittdicke) schrumpft bis auf die GréRenord-
nung der PSFgq (z-Auflésung) (siehe auch Ab-
bildung 7c).

Um einfache Formeln fur den Bereich kleinster
Blendendurchmesser angeben zu kénnen, ist es
zweckmadfig, zundchst den praktisch nicht nutz-
baren Grenzfall mit PH = O heranzuziehen. In die-
sem Fall sind PSFyzchw Und PSFge identisch. Es gilt
fur die Gesamt-PSF:

Z
PSF . (xy.2) = (PSF,_(x.y.2)) (5)

Auch mdssen jetzt bei Fluoreszenzanwendungen
sowohl die Anregungswellenlénge A, als auch
die Emissionswellenlénge A, berucksichtigt
werden. Dies geschieht Uber die Festlegung einer
mittleren Wellenlange':

_ N, -
N ~ \/} em _"“exc (6)
v )\Zexc v )\zem

' Fir einfache Uberschlagsrechnungen genuigt auch der

Ausdruck % = Vigm Aeyc

Damit gehen die Gleichungen (2) und (3) auf
Seite 9 fir die Breite der axialen und lateralen
Halbwertsflache Uber in:

axial:

FWHM =_064-2

ges,axial — (n- m (7)

Ist NA < 0,5, kann fur Gleichung (7) wiederum
néherungsweise geschrieben werden:

_ 1,28-n-1 (7a)
NA?
lateral:
A
FWHMQes,lateral = 0'3 7 NA (8)

Anmerkung: Bei einem Spiegel als Objekt,
ergibt sich ein Faktor von 0,45 (anstelle von
0,64) in Gleichung 7 und ein Faktor von 0,88
(anstelle von 1,28) in Gleichung 7a. Fiir eine
fluoreszierende Ebene endlicher Dicke kann
in Gleichung 7 ein Faktor von 0,7 angegeben
werden. Dies verdeutlicht, dass neben den
dargestellten Einflussfaktoren auf die optische
Schnittdicke auch der Einfluss des unter-
suchten Praparats auf das Messergebnis zu
beachten ist.



Aus den Gleichungen (7) und (7a) wird deutlich,
dass die Tiefenauflésung linear vom Brechungsin-
dex n des Immersionsmediums und quadratisch
vom Kehrwert der numerischen Apertur des
Objektivs abhangt {NA = n - sin(a)}.

Fir eine hohe Tiefendiskriminierung ist es daher
vor allem wichtig, Objektive mit mdglichst grolem
Offnungswinkel (d.h. mit hoher numerischer
Apertur (NA)) zu verwenden.

Da sich eine NA > 1 nur durch den Einsatz eines
Immersionsmediums erreichen lasst, finden in der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie in der Regel
Immersionsobjektive Verwendung (siehe auch
Abbildung 11).

Ein Vergleich mit den auf Seite 9 bzw. 11 erzielten
Ergebnissen zeigt, dass im Grenzfall mit PH = 0
eine Verbesserung der axialen und lateralen Auflo-
sung um einen Faktor 1,4 mdglich ist.

Weiterhin soll festgehalten werden, dass auf
Grund der diskutierten wellenoptischen Zu-
sammenhange die optische Leitungsfahigkeit
eines konfokalen LSM nicht beliebig steigerbar ist.
Die Gleichungen (7) und (8) liefern die kleinste
erreichbare Schnittdicke bzw. die bestmdgliche
Auflésung.

Unter applikativen Gesichtspunkten ist der streng
wellenoptisch konfokale Fall (PH = 0) nicht rele-
vant (siehe auch Teil 2). Allerdings kénnen die fur
PH = 0 hergeleiteten Gleichungen in guter Nahe-
rung auf den Bereich bis zu Blendendurchmessern
von 1 AE Ubertragen werden. Verédndert werden
dabei nur die entsprechenden Faktoren in den
Gleichungen (7) und (8). Die je nach Blenden-
durchmesser giltigen Faktoren kdnnen der Abbil-
dung 10 entnommen werden.

Ebenfalls sei hier festgehalten, dass bei PH <1 AE
keine Unterscheidung zwischen optischer Schnitt-
dicke und Auflésung mehr mdoglich ist. Die Dicke
des optischen Schnitts legt gleichzeitig die Auflo-
sungseigenschaften des Systems fest. In der Litera-
tur wird der Begriff der Tiefenauflésung daher oft
als Synonym fur Tiefendiskriminierung bzw. opti-
sche Schnittdicke verwendet. Korrekt ist dies
jedoch nur fir Blendendurchmesser kleiner als 1 AE.

0,85

0,80 7

0,75 g
/

0,70 //

0,65

0,60

Faktor

0,55

0,50

0,45

0,40 —

0,35

0,30
0 01 02 03 04 05 06 07
Pinhole-Durchmesser [AE]

axial ——— lateral

Abb. 10 Theoretische Faktoren fiir Gleichungen (7) und (8)

bei Durchmessern der konfokalen Blende zwischen 0 AE und 1 AE.

Die Tabelle auf Seite 15 gibt abschlieBend einen
Uberblick tiber die in Teil 1 erarbeiteten formel-
méaRigen Zusammenhange. Zusatzlich zeigt Ab-
bildung 11a den Gesamtverlauf der optischen
Schnittdicke fur ein Mikroskopobjektiv mit
NA=1,3 und n=1,52 (A=496nm).

In den Abbildungen 11 b-d ist Gleichung (7) bei
Variation der einzelnen Parameter (NA, A, n) sowie
fur unterschiedliche Objekte graphisch dargestellt.
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Optische Schnittdicke

(NA=13;n=1.52;
\ =496 nm)

Tiefenauflosung
(PH=0;n=1.52;
\ =496 nm)

Tiefenauflosung

(PH=0; NA=1.3;n=1.52)

Tiefenaufldsung
(PH=0; NA=0.9;
\ =496 nm)

FWHM [pm]

FWHM [nm]

FWHM [nm]

FWHM [nm]

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1.5
1.0
0,5

1000
920
840
760

680
600

520
440
360
280
200

600
560
520
960
480
440
360
320
280
240
200

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Pinhole-Durchmesser [AE]
\\
\\
~. .,_\..
~\\. .~..~..
.\.- .......
= i Bl
—
—
1 1.1 1,2 1,3 1,4
Numerischer Apertur
/ ao
/ ____________ B

488 504 520 536

Wellenlange [nm]

1600
1520
1440
1360
1280
1200
1120
1040

960

880

800

552 568 584 600

1,33 1,36 1

38 1,41 1,44

1,

47 1,49 1,52

Berechnungsindex Imersionsmedium

Abb. 11

a) Variation des
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b) Variation der
numerischen Apertur

¢) Variation der
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Uberblick

Konventionelle Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie 1 AE < PH <o

Teil 1

Konfokale Mikroskopie PH < 0,25 AE

1. Optische Schnittdicke nicht definierbar.
Mit einem konventionellen Mikroskop kénnen
,dicke” biologische Praparate nur dann scharf
abgebildet werden, wenn ihre z-Ausdehnung
nicht groBer ist als die wellenoptische Tiefen-
scharfe des verwendeten Objektivs. In Abhan-
gigkeit von der Dicke des Praparates wird die
Objektinformation im Fokus von unscharfen
Objektinformationen aus Objektbereichen
auBerhalb des Fokus Uberlagert.

Die Moglichkeit des optischen Schneidens
besteht nicht, so dass auch kein formelmaBiger
Zusammenhang fiir die optische Schnittdicke
angegeben werden kann.

1. Optische Schnittdicke”

2 2
0,88\ |, V2-n-PH
In+{n*-NA? | NA

Entspricht dem FWHM der hinter der konfokalen
Blende vorliegenden Intensitdtsverteilung
(PSFyachw)- Das FWHM ergibt sich aus der emis-
sionsseitigen Beugungsfigur und der geome-
trisch-optischen Wirkung der konfokalen Blende.
PH ist hier der variable objektseitige Durchmes-
ser der konfokalen Blende in pm.

1. Optische Schnittdicke

0,64\

(n-Vn*-NA?)

% bezeichnet hier eine mittlere Wellenldnge — fiir
die genaue Definition siehe vorstehenden Text.
Der Faktor 0,64 gilt nur fiir einen fluoreszieren-
den Punkt als Objekt.

2. Axiale Auflésung
(wellenoptische Tiefenscharfe)

n- N

NA?

Entspricht der Breite der emissionsseitigen Beu-
gungsfigur bei 80 % der maximalen Intensitat,
zurlickgerechnet ins Objekt; In einigen Literatur-
stellen wird die wellenoptische Tiefenscharfe
eines konventionellen Mikroskops auch als
Tiefenauflosung bezeichnet. Es sollte jedoch ein-
deutig zwischen den begriffen Auflosung und
Tiefenauflosung unterschieden werden.

2. Axiale Auflésung

088-\,,

(n-\/n*-NA?)

FWHM der PSFg, (Intensitatsverteilung im Fokus
des Mikroskopobjektivs) in z-Richtung.

Keine Beeinflussung durch die konfokale Blende.

2. Axiale Auflésung

0,64 -\

(n-\n*-NA?)

FWHM der Gesamt-PSF in z-Richtung.

Da optische Schnittdicke und Auflésung in
diesem Fall identisch sind, wird der Begriff der
Tiefenauflosung oft synonym verwendet.

3. Zum Vergleich: FWHM der PSF im Zwischen-
bild (z-Richtung), zurlickgerechnet ins Objekt
1,77-n-\,,
NA®

3. Naherung von 2. fir NA < 0,5

1,77-n-\,,
NA?

3. Naherung von 2. fir NA < 0,5

1,28-n-\
NA?

4. Laterale Auflosung
0,51 - \,,,
NA

FWHM der Beugungsfigur im Zwischenbild
(x/y-Richtung), zurlickgerechnet ins Objekt

4. Laterale Auflosung

0,517 - \,,,
NA
FWHM der PSFg (Intensitétsverteilung im Fokus
des Mikroskopobjektivs) in x/y-Richtung plus
kontraststeigernde Wirkung der konfokalen
Blende durch Streulichunterdriickung.

4. Laterale Auflosung
0,37\
NA

FWHM der Gesamt-PSF in x/y-Richtung
plus kontraststeigernde Wirkung der konfoka-
len Blende durch Streulichunterdriickung.

Alle Angaben in der Tabelle sind objektseitige GrofRen und gelten fiir einen fluoreszierenden Punkt als Objekt.
1) Unter PH < oo soll ein Blendendurchmesser < 4-5 AE verstanden werden.

15
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Punktabtastung
und Digitalisierung

Zusétzlich zu den in Teil 1 diskutierten optischen
Phéanomenen soll in Teil 2 genauer betrachtet wer-
den, wie die aufgezeigte Leistungsfahigkeit des
konfokalen LSM durch den Digitalisierungsprozess
und systemeigene Rauschquellen begrenzt wird.
Wie in Teil 1 erwdhnt, tastet ein konfokales LSM
die Objektoberflache punktweise ab. Das heift,
das Bild entsteht nicht fir alle Objektorte gleich-
zeitig (parallel), wie z.B. in einer CCD-Kamera,
sondern nacheinander (seriell). Die erreichbare
Auflésung wird entsprechend durch die Zahl der
Abtastpunkte pro aufzulésende Struktur beein-
flusst.

Das Rauschen des Lichts ist vor allem in der konfo-
kalen Fluoreszenzmikroskopie von Bedeutung. Die
Zahl der Lichtquanten (Photonen), die zur Bildent-
stehung beitragen, ist in vielen Anwendungsféllen
auBerst gering. Dies erklart sich aus der Effizienz
des Gesamtsystems und den damit verbundenen
Einflussfaktoren wie Quantenausbeute, Bleichen
und Sattigen von Farbstoffen, Transmission der
optischen Komponenten usw. (siehe Details , Fluo-
reszenz”). Als zusatzlicher Einflussfaktor muss der
Energieverlust bei Verringerung des Durchmessers
der konfokalen Blende genannt werden.

Zur Veranschaulichung der Einflisse von Abtas-
tung und Rauschen auf die Auflésung dient im
Folgenden neben praktischen Beispielen ein Zwei-
punktobjekt. Darunter soll ein Objekt aus zwei
punktférmigen Selbstleuchtern verstanden wer-
den, die einen Abstand von 0,5 AE haben (siehe
Details , Optische Koordinaten”). Die von den bei-
den Punkten erzeugten Beugungsfiguren tberla-
gern sich im Bildraum, wobei das Maximum der
einen Beugungsfigur auf dem ersten Minimum der
anderen zu liegen kommt. Entscheidend fir die
Trennbarkeit (Auflésung) ist die Existenz einer Ein-
sattelung zwischen den beiden Maxima (siehe
Abbildung 12).



Intensitat

Die Objektinformation wird in der Regel tber
einen Sekundérelektronenvervielfacher (PMT)
detektiert. Der PMT registriert die ortlichen Ande-
rungen der Objekteigenschaften I(x) als zeitliche
Intensitatsschwankung I(t). Ort- und Zeitkoordinate
sind durch die Geschwindigkeit des Scanvorgangs
miteinander verkniipft (x=t-vs.p). Es erfolgt eine
Umwandlung von optischer Information in elektri-
sche Information. Ein nachgeschalteter Analog/
Digital-(A/D-)Wandler transformiert das kontinu-
ierliche elektrische Signal durch periodisches
Abtasten in eine diskrete, &quidistante Folge von
Messwerten (Pixel) (Abbildung 12).

Abb. 12 Punktabtastung eines kontinuierlichen Signals
T = Abstand zwischen zwei Abtastpunkten
t = Dauer der Messwertaufnahme (t<<T)
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Arten der A/D-Wandlung

Die Art der verwendeten A/D-Wandlung bestimmt
die Qualitat des abgetasteten Bildes. Man unter-
scheidet zwischen:

e Punktabtastung (Sampling): Die Dauer der
Messwerterfassung (t) ist klein gegentber der
Periodendauer (T) der Abtastung (Pixelzeit)
(siehe Abbildung 12).

« Integration: Die Dauer der Messwerterfassung
liegt in der gleichen GroRRenordnung wie die
Pixelzeit.

Die Integration entspricht einer Intensitats-
Mittelung Uber einen bestimmten Prozentsatz der
Pixelzeit (Pixel Dwell Time). Um Verzerrungen des
Signals zu vermeiden (und damit einem Auf-
I6sungsverlust vorzubeugen), muss die Integrati-
onszeit kleiner als die Pixelzeit sein. Die hochste
Aufldsung erreicht man mit Punktabtastung; die
Abtastzeit ist infinitesimal kurz, so dass eine maxi-
male Dichte von Abtastpunkten realisiert werden
kann. Durch Integration des Signals tragt ein
groRerer Teil des von der Probe emittierten Lichts
zum Bildsignal bei. Bei lichtschwachen Signalen
(z.B. bei Fluoreszenz) ist dies gegenuber der Punkt-
abtastung ein entscheidender Vorteil beziiglich des
Signal-Rausch-Verhéltnisses. In der Regel arbeiten
konfokale LSM-Systeme von Carl Zeiss daher im
Integrationsmodus. Die absolute Integrationszeit
kann durch Veréndern der Scangeschwindigkeit
variiert werden, was gleichzeitig einer Verdnderung
der Pixelzeit entspricht.

Teil 2
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Relative Intensitat
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Nyquist-Theorem

Aus Teil 1 ist bekannt, dass der Informationsgehalt
des Signals grundsétzlich durch das Auflésungsver-
mogen der mikroskopischen Optik begrenzt wird.
Die Halbwertsbreite eines Punktbildes (FWHM,y)
liefert hier eine realistische Abschatzung (siehe
Gleichung 3 auf Seite 9). Um beim Abtastvorgang
einen Informationsverlust zu vermeiden, muss das
Nyquistsche Abtasttheorem eingehalten werden.
Daraus ergibt sich fur die Abtastung eines periodi-
schen Signals eine optimale Schrittweite von der
halben Periodendauer des aufzuldsenden Struktur-
abstandes, bzw. ein maximaler Pixelabstand von
dpix = 0,5 X FWHMy.(bzw. 0,25 AE). Ein Airy-
Scheibchen beispielsweise muss daher mindestens
mit einem Pixelraster von 4 x 4 Pixeln abgerastert
werden, um korrekt wiedergegeben werden zu
kénnen. Bezogen auf ein Zweipunktobjekt ergibt
sich durch die Uberlappung der beiden Airy-
Scheibchen eine groRere Zahl notwendiger Abtast-
punkte (siehe Abbildung 13).

Abb. 13 Dargestellt ist die Abtastung eines Zweipunktobjektes mit der

minimal notwendigen Zahl von Abtastpunkten zur Vermeidung eines

Auflosungsverlustes (Abstand der Abtastpunkte 0,25 AE).

Ist die Zahl der Abtastpunkte pro Strukturgrofl3e
geringer als durch das Nyquist-Theorem vorge-
geben, so geht ein Teil der Information verloren
(Unterabtastung). Dies wird in Abbildung 14c vor
allem an den nicht mehr aufgeldsten feinen Struk-
turen deutlich.

Eine zu groRRe Zahl von Abtastpunkten pro Struk-
turgroRe bedeutet eine groRere Zahl an Mess-
werten ohne zuséatzlichen Informationsgewinn
(Uberabtastung); gleichzeitig verringert sich die
Zeit pro Pixel. Die zu verarbeitende Datenmenge
wird unnétig erhdht, und das Rauschen des Mess-
signals nimmt zu (siehe Abschnitt ,,Rauschen®,
Seite 20).

In ungiinstigen Féallen kann es sogar zur Bildung
von Artefakten kommen (Aliasing). Dies ist in der
Regel dann der Fall, wenn der Strukturabstand im
Objekt dem Pixelabstand entspricht oder diesem
nahekommt.

Abb. 14 Uberabtastung, korrekte
Abtastung und Unterabtastung
eines kontinuierlichen Signals.
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PixelgréBe

Von entscheidender Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang der Uber den Scanzoom festge-
legte maximale Scanwinkel. Der Scanwinkel
bestimmt die Kantenldnge des Scanfeldes in der
Zwischenbildebene (bzw. Objektebene) und be-
einflusst damit bei gegebener Pixelzahl pro Zeile
die PixelgroRe; je kleiner der Scanwinkel (d.h. je
groRer der Scanzoom), desto geringer die Kanten-
lange des gescannten Feldes und desto kleiner das
Pixel (siehe Beispiel rechts).

Der Benutzer eines konfokalen LSM von Carl Zeiss
ist somit in der Lage, direkt auf die Abtastrate
(PixelgroRe) einzuwirken. Um das fir eine korrekte
Abtastung richtige Scanzoom einzustellen (geman
Nyquistschem Abtasttheorem), ist die PixelgroRRe
dpjy in der Objektebene von Bedeutung.

150
I
100
50 _LU
1 1 O 1 1
50 100 150 0 50 100 150
Pixel Pixel
korrekte Abtastung Unterabtastung

Fur die konfokalen LSM von Carl Zeiss ergibt sich,
ausgehend von der Kantenldnge des Scanfeldes
im Zwischenbild, ein einfacher formelmagiger
Zusammenhang:

System Konstante

d_.
P Pixelzahl - Zoomfaktor - VergéBerung,,,

Pixelzahl = Anzahl der Pixel pro Zeile

Zoomfaktor (Z) = in der Software eingestellter Wert des
Scanzooms (Beispiel: Zoomfaktor 2 verringert die Kanten-

linge des gescannten Feldes um den Faktor 2)

Vergrofierung,,; = Abbildungsmafstab des Objektivs
Systemkonstante = 8,94 mm bei LSM 510, LSM 5 Pascal
(minimaler Zoomfaktor = 0,7); 12,77 mm bei LSM 310,

LSM 410 (minimaler Zoomfaktor =1)

Das zur Erflllung des Nyquist-Theorems erforder-
liche Minimum des Scanzooms kann daher wie

folgt berechnet werden:

3.92 - NA - System Konstante
Pixelzahl -Verg6Berungop;* Neyc

NA = numerische Apertur des Objektivs
Aexc = Anregungswellenliinge

So wird z.B. bei einem 40-fach vergrdfiernden
Objektiv mit NA = 1,3, bei 512 Pixeln pro ge-
scannter Zeile und einer Wellenldnge von 488 nm
das volle Auflésungsvermogen (d.h. die korrekte
Abtastung) erst bei einem Scanzoomfaktor von
mindestens 4,56 erreicht; die entsprechende Pixel-
groRe betragt 95,8 nm. Bei kleineren Zoomfakto-
ren ist die PixelgroRe selbst auflésungsbegrenzend
(Pixelauflésung). Hohere Zoomfaktoren fihren
dagegen zu Oversampling. Der Zoomfaktor beein-
flusst somit neben der GesamtvergrofRerung auch
die Aufldsungseigenschaften des Systems.

Bei den neueren LSM-Systemen von Carl Zeiss
kann die Zahl der Abtastpunkte auch durch eine
Erhdhung der Pixelzahl pro Scanzeile beeinflusst
werden; die Pixelzahl (x/y) pro Bild ist frei wahlbar
zwischen 4 x 2 und 2048 x 2048.

Teil 2
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Rauschen

In einem konfokalen LSM-System sind vor allem
das Detektorrauschen (Dunkelrauschen, Sekun-
daremissionsrauschen), das Laserrauschen und das
Schrotrauschen des Lichts von Bedeutung (siehe
Details ,Rauschquellen”). Diese Rauschquellen
sind in der Regel statistischer Natur. Periodisches
Rauschen ist selten zu beobachten und korreliert
in der Regel mit defekten Bauteilen oder mechani-
schen Schwingungen des Aufbaus; es wird daher
hier nicht bertcksichtigt.

Wie die folgende Abbildung 15 zeigt, ist die Zahl
der Photonen, die den PMT erreicht, nicht nur von
der Intensitat der Fluoreszenz (siehe Details ,, Fluo-
reszenz”), sondern auch vom Durchmesser der
konfokalen Blende abhangig. Dargestellt ist die
hinter der konfokalen Blende resultierende Intensi-
tatsverteilung eines Zweipunktobjekts in normier-
ter (links) und nicht normierter Form (rechts). Der
Durchmesser der konfokalen Blende wurde variiert
zwischen 2 AE und 0,05 AE. Bei einem Durchmes-
ser von 1 AE erreicht die Blende gerade die GroRRe
des Airy-Scheibchens, so dass lediglich ein gerin-
ger Intensitatsverlust vorliegt. Der Auflésungs-
gewinn ist in diesem Fall minimal. .

0l
3
£
2
=08
z d = 2,00 AE
d = 1,00 AE
0,6
d = 0,50 AE
04 f
d =0,25AF
d =0,05AE
02 f

[AE]

Ist der Durchmesser der Blende <1 AE, kommt es
zu einer Auflésungssteigerung (bessere Trennbar-
keit durch tiefere Einsattelung) bei gleichzeitig
drastischem Energieverlust.

Weiterhin muss bertcksichtigt werden, dass die
dominierende Rauschquelle von der Signalhéhe
abhéngt. Bei hohen Signalen (Zahl der detektierten
Photonen >10000) dominiert das Laserrauschen,
wahrend die Qualitat kleiner Signale (Zahl der
detektierten Photonen <1000) durch das Schrot-
rauschen des Lichts limitiert wird. In der Regel ist
das Laserrauschen daher bei Beobachtung in
Reflexion der bestimmende Rauschfaktor und das
Schrotrauschen bei Beobachtung in Fluoreszenz.
Das Dunkelrauschen des Detektors ist bei den neu-
eren PMT-Typen (z.B. von Hamamatsu) ebenso wie
das Sekundaremissionsrauschen duflerst gering
und wie dieses in den meisten praxisrelevanten
Fallen vernachlassigbar (siehe Details ,, Rauschquel-
len”). Dementsprechend wird im Weiteren nur der
Einfluss des Schrotrauschens und zwar ausschlief3-
lich auf die laterale Auflésung behandelt.

Abb. 15 Bei kleinen Blendendurchmessern kommt es, wie in Teil 1 gezeigt,

zu einer Verbesserung der Auflosung (geringere Halbwertsbreite, tiefere Einsattelung —

siehe das normalisierte Diagramm links). Das rechte Diagramm zeigt jedoch,

dass mit kleiner werdendem Blendendurchmesser auch ein drastischer Signalabfall

zu verzeichnen ist. Signifikant ist der Intensitiitsabfall ab PH <1 AE.
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Auflosung und Schrotrauschen -

Auflosungswahrscheinlichkeit

Erreicht die Zahl der detektierten Photonen (N)
eine GroRe N <1000, so ist die Fluoreszenzemis-
sion nicht mehr als kontinuierlicher, sondern als
stochastischer Prozess zu behandeln; lber das
Schrotrauschen muss die Quantennatur des Lichtes
beritcksichtigt werden (der Lichtfluss wird als
Photonenfluss verstanden, wobei ein Photon die
Energie E = h-v hat). Die Auflésung wird von zufél-
ligen Ereignissen abhangig (dem zufalligen Eintref-
fen von Photonen am Detektor), und der durch
Verkleinerung der konfokalen Blende erreichbare
Auflésungsgewinn wird durch den gegebenen
Rauschpegel bestimmt. Abbildung 16 soll dem
Verstandnis der Quantennatur des Lichts dienen.
Eine mogliche Konsequenz des Schrotrauschens
des Messlichts ist z.B., dass Objektdetails, die nor-
malerweise optisch noch auflosbar wéren, durch
wechselnde Rauschmuster (Photonenstatistik) so
verfalscht werden, dass sie bei wiederholter Mes-
sung nicht jedesmal aufgeldst werden. Anderer-
seits kdnnen optisch gerade nicht mehr aufgeldste
Objekte durch aufgeprégte Rauschmuster wieder
aufgeldst erscheinen. Die Auflésung der ,,richti-
gen“ Objektstruktur wird um so wahrscheinlicher,
je geringer das Rauschen ist, bzw. je mehr Photo-
nen am Bildaufbau beteiligt sind.

Es ist daher sinnvoll, anstelle von Auflésung von
Auflésungswahrscheinlichkeit zu sprechen. Die-
sem Konzept liegt ein Modell zugrunde, welches
die rein optische Betrachtung der Bildentstehung
im konfokalen Mikroskop (PSF) mit den Einfluss-
faktoren Schrotrauschen des Messlichts und
Abtastung des Objekts (Scanning Prozess, Digitali-
sierung) kombiniert. Das wesentliche Kriterium ist
dabei die Erkennbarkeit von Objektdetails.

Die Abhangigkeit der Auflésungswahrscheinlich-
keit von der Signalhéhe und vom Durchmesser der
konfokalen Blende ist in Abbildung 17 am Beispiel

des Zweipunktobjekts und fur eine unterschiedli-
che Zahl von Photoelektronen je Punktobjekt dar-
gestellt. [Da das Bild eines Punktobjekts von einem
Pixelraster bedeckt ist, erscheint eine Normierung
auf Pixelbasis nicht sinnvoll.]

Eine Zahl von 100 Photoelektronen je Punktobjekt
bedeutet somit, dass das Punktobjekt Uber die
Abtastzeit so viele Photonen aussendet, dass 100
Photoelektronen hinter der lichtempfindlichen Fla-
che des Empfangers (Kathode des PMT) resultie-
ren. Die Zahl der von einem Punktobjekt erzeug-
ten Photoelektronen ist dabei ca. doppelt so hoch
wie die Zahl der im Maximumpixel (Pixel im Zen-
trum des Airy-Scheibchens) vorliegenden Photo-
elektronen. Durch die Angabe in Photoelektronen
ist das Modell unabhangig von der Empfindlichkeit
bzw. dem Rauschen des Detektors und von Detek-
tionstechniken (absolute Integrationszeit/Punktab-
tastung/Signalmittelung). Es wird auf diese Weise
allein die Zahl der detektierten Photonen betrachtet.

Abb. 16  Die Quantennatur des Lichts kann auf zweierlei Weise
sichtbar gemacht werden:

« durch Verringern der Intensitit bis in die GréfSenordnung einzelner Photonen
* durch Verkiirzen der Beobachtungszeit bei konstanter Intensitit (siehe Grafik);

Teil 2

einzelne Photonen des Lichtstroms konnen in ihrer unregelmdifSigen

(statistischen) Folge aufgelost werden.
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Eine Auflosungswahrscheinlichkeit von 90 % wird
als notwendig angenommen, um die beiden
Punktbilder aufzulésen. Entsprechend kann das
eingangs definierte Zweipunktobjekt nur dann
aufgeldst werden, wenn jedes der beiden Punkt-
objekte mindestens ca. 25 Photoelektronen
erzeugt. Bei Durchmessern der konfokalen Blende
kleiner als 0,25 AE kommt es durch die drastische
Zunahme des Schrotrauschens (abnehmende
Messlichtintensitat) in allen Fallen zu einer deut-
lichen Abnahme der Auflésungswahrscheinlich-
keit bis hin zur Unbestimmtheit (< 50 % Wabhr-
scheinlichkeit) bei PH = 0.

Ebenfalls als Folge des Schrotrauschens verschiebt
sich mit abnehmender Zahl an Photoelektronen

Der in der Praxis gewéhlte Durchmesser der kon-
fokalen Blende ergibt sich daher immer als Kom-
promiss zwischen den Qualitatsparametern Rau-
schen (SNR als Funktion der Intensitat des Mess-
lichtes) und Auflésung bzw. Tiefendiskriminie-
rung. Die konfokale Blende muss stets eine gewis-
se Mindest6ffnung haben, damit je nach Intensitét
der Fluoreszenz ein Mindestmaf? an Strahlung zum
Detektor gelangen kann.

Bei niedrigen Fluoreszenzintensitaten kann z.B. ein
Verzicht auf Tiefendiskriminierung zugunsten von
Signalhdhe (héhere Messlichtintensitat = geringe-
res Rauschen) durchaus sinnvoll sein.

Fir die meisten Fluoreszenzapplikationen ist ein
Pinhole-Durchmesser von ca. 1 AE der beste Kom-

das Maximum der Kurven zu groReren Blenden- promiss.
durchmessern. Die generell zu beobachtende
leichte Abnahme der Auflésungswahrscheinlich-
keit zu groReren Blendendurchmessern beruht auf
der geringer werdenden Wirkung der konfokalen
Blende hinsichtlich der Unterdriickung der aul3er-
fokalen Objektbereiche (siehe Teil 1).
Aufls i Abb. 17 Dargestellt ist die gerechnete Auflosungswahr-
uhosuhngsl. hiei scheinlichkeit zweier punktformiger Selbstleuchter
wanrscheinlicnkeit (Fluoreszenzobjekte) mit dem Abstand 1/2 AE in
b Abhiingigkeit der Grife der konfokalen Blende fiir
1.0 100e- verschiedene Photoelektronenzahlen je Punktobjekt (e-).
i Die Bildrasterung erfolgt entsprechend dem Nyquist-
e — 50e- 8 e1joig 1
0,9 / _ — Theorem (kritischer Rasterpunktabstand = 0,25 AE);
- / / T | 30e das gerasterte Bild wird interpoliert. Die Photoelektronen-
08 zahl je Punktobjekt entspricht etwa dem doppelten Wert
/ T 20e- der Photoelektronenzahl je Pixel (bezogen auf das Pixel
0,7 1 \\\ 10 im Zentrum des Airy-Scheibchens). Jede Kurve entspricht
L / \\ & einem Fit an eine feste Zahl diskreter Werte. Jeder Wert
06 / be- berechnet sich aus 200 Versuchen.
’ \
de-
05 _/ 3e- Die Auflosungswahrscheinlichkeit ist der Quotient
a / zwischen den erfolgreichen Versuchen (aufgelost) und der
04 2e- Zahl aller Versuche. Eine Auflosungswahrscheinlichkeit
oL / von 70% bedeutet entsprechend, dass 7 von 10 Versuchen
iy zu aufgelosten Strukturen fiihren.
0.3 Eine Wahrscheinlichkeit > 90 % ist zwingend, um mit
/ Sicherheit davon ausgehen zu kinnen, dass die Strukturen
0,2 aufgelost sind. Geht man von einem Fluoreszenzobjekt
Blirlralle als Punktobjekt aus, das 8 FITC-Fluoreszenzmolekiile
0,1 Durchmessr [AE] enthilt (Farbstoffkonzentration von ca. 1 nMol), dann
ergeben sich detektionsseitig bei einer Laserleistung von
> 100 uW in der Pupille und einer NA des Objektivs von
025 05 075 1 125 15 1,2 (n = 1,33) ca. 45 Photoelektronen je Punktobjekt.
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Verbesserung des

Signal-Rausch-Verhaltnisses

Durchmesser der konfokalen Blende, bei denen
die Auflésungswahrscheinlichkeit zundchst unter
90 % liegt, lassen sich unter Umstanden durch
Verlangerung der Pixelzeit oder durch Einsatz der
Average Funktion (Signalmittelung) noch sinnvoll
zur Bildaufnahme verwenden. Im ersteren Fall
werden bei jedem Pixel zusatzliche Photonen
gesammelt; im letzteren wird jede Zeile des Bildes
oder das ganze Bild mehrmals abgetastet und die
Intensitatswerte entsprechend aufsummiert oder
gemittelt. Der Einfluss des Schrotrauschens auf die
Bildqualitat nimmt jeweils durch eine hdhere Zahl
detektierter Photonen ab. Da die Fluoreszenz-
bilder in einem konfokalen LSM in der Regel
schrotrauschlimitiert sind, ist die Steigerung der
Bildqualitat durch die genannten Methoden
offensichtlich.

Bei diesen Methoden wird auBerdem das Detek-
torrauschen verringert, so wie das Laserrauschen
bei hohen Signalstarken. Die folgenden Diagramme
zeigen den Einfluss der Pixelzeit (Abbildung 18)
und der Anzahl von Signalmittelungen (Abbildung
19) auf das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) in [dB].
Die vorliegende Linearitat in der halblogarithmi-
schen Darstellung gilt nur flr schrotrauschlimitierte
Signale. (Diese liegen in der Regel dann vor, wenn
die zur Signalverstarkung notwendige PMT-Hoch-
spannung grofer als 500 V ist).

Eine Verdoppelung der Pixelzeit fihrt genauso wie
eine Verdoppelung der Anzahl der Signalmitte-
lungen zu einer Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhéltnisses um den Faktor 2 (3 dB). Der Vorteil

Abb. 18 und 19 Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhiiltnisses. In Abb. 18 (oben) wurde die Pixelzeit
variiert und die Zahl der Signalmittelungen konstant
gehalten.

In Abb. 19 (unten), wurde bei konstanter Pixelzeit die
Zahl der Signalmittelungen variiert. Die Ordinate

zeigt jeweils das SNR in [dB] und die Abszisse den freien
Parameter (Pixelzeit, Anzahl der Mittelungen).

der Average Methode ist die geringere Belastung
der Probe, da die Expositionszeit pro Pixel kons-
tant gehalten wird. Die Photonenstatistik wird
durch Addition von Photonen aus mehreren
Scanvorgangen verbessert (SNR = \/n-N; N = kons-
tant, n = Anzahl Mittelungen). Dagegen erzielt
man bei Verlangerung der Pixelzeit eine direkte
Verbesserung der Photonenstatistik durch eine
groRere Zahl detektierter Photonen N pro Pixel
(SNR = /N, N = variabel); allerdings miissen dabei
eher Bleicheffekte oder Sattigungserscheinungen
der Fluorophore in Kauf genommen werden.
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Die Bilder links verdeutlichen den Einfluss der
Pixelzeit auf das Signal-Rausch-Verhéltnis; die
Erkennbarkeit von Objektdetails wird bei langerer
Pixelzeit oder bei wiederholter Signalmittelung
deutlich erhoht.

Einen groRen Einfluss auf das Signal-Rausch-Ver-
héltnis des Bildes hat auch die Effizienz des Detek-
tionsstrahlengangs. Durch die richtige Wahl der
Filter und Farbteiler hat der Benutzer direkten Ein-
fluss auf diesen Parameter. So kann z.B. bei einer
FITC-Fluoreszenz das SNR etwa um den Faktor 4
(6 dB) verbessert werden, wenn als separierendes
Element zwischen Anregungs- und Emissions-
strahlengang statt eines Neutralteilers 80/20* ein
fur die vorliegende Fluoreszenz optimierter Farb-
teiler verwendet wird.

Abb. 20 Drei konfokale Abbildungen desselben
Fluoreszenzpriparats (Nierenschnitt einer Maus,
Markierung der Glomerulen mit Alexa 488, griin,

und des Aktins mit Alexa 564 Phalloidin, rot).

Aufer der Pixelzeit und der Anzahl der Mittelungen
wurden alle Bilder mit den gleichen Parametern
aufgenommen. Die Pixelzeiten betrugen 0,8 ps in Abb. a),
6,4 ps (keine Signalmittelung) in Abb. b) und 6,4 ps plus
4-malige zeilenweise Signalmittelung in Abb. c).

1Ein Neutralteiler 80/20 reflektiert 20 % des Laserlichts
zum Préaparat und lasst 80 % der emittierten Fluoreszenz
zum Detektor durch.



Zusammenfassung

Die vorliegende Abhandlung enthélt eine umfassen-
de Darstellung der Qualitdtsparameter Auflésung,
Tiefendiskriminierung, Rauschen und Digitalisie-
rung und ihrer Wechselwirkungen. Die vorliegenden
Gleichungen ermdglichen tiefergehende theoreti-
sche Betrachtungen zu experimentellen Vorhaben
und ihrer Realisierbarkeit mit einem konfokalen
Laser Scanning Mikroskop.

Uber den Begriff der Auflésungswahrscheinlichkeit
kann der bisher schwer quantifizierbare Wirkzusam-
menhang zwischen Auflésung und Rauschen in
einem konfokalen LSM dargestellt werden. Dement-
sprechend sind die in Teil 1 gewonnenen Erkennt-
nisse nur dann giiltig, wenn eine ausreichende
Anzahl von Photonen den Detektor erreicht.

Tendenziell erfordern daher die meisten Anwen-
dungen der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie
einen Durchmesser der konfokalen Blende groBer
als 0,25 AE. Eine typische Einstellung ist ein Durch-
messer von 1 AE.
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Glossar

AE

dpix

FWHM

NA

PH

PMT

PSF

SNR

Offnungswinkel eines Mikroskopobjektivs
Airy-Einheit (Durchmesser des Airy-Scheibchens)
PixelgroRRe in der Objektebene

Halbwertsbreite (eng/. Full Width at Half Maximum)
einer Intensitatsverteilung (z.B. optischer Schnitt)

Brechungsindex eines Mediums
Numerische Apertur eines Mikroskopobjektivs

Konfokale Blende (engl. PinHole); im Strahlengang angeordnete
Blende variabler GrolRe zur Herstellung optischer Schnitte

Sekundarelektronenvervielfacher (engl. PhotoMultiplier Tube),
im LSM als Detektor verwendet

Punktbildverwaschungsfunktion (eng/. Point Spread Function)

Signal-Rausch-Verhaltnis (engl. Signal-to-Noise Ratio)



Auf den folgenden Seiten werden einige Aspekte
im Detail behandelt, die fiir die praktische Arbeit
am Laser Scanning Mikroskop von besonderer
Bedeutung sind.

Pupillenausleuchtung

Optische Koordinaten

Fluoreszenz

Rauschquellen
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Pupillenauslieuchtung

relative Intensitat
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Allen Betrachtungen in dieser Arbeit liegt eine Strahlen-
flihrung im konfokalen LSM zugrunde, bei der samtliche
Linsenquerschnitte homogen ausgeleuchtet sind. Im Objekt
entsteht, als Fouriertransformierte der Intensitétsverteilung
in der Pupillenebene des Objektivs, ein Fokus mit Airy-Ver-
teilung. Die fir eine Airy-Verteilung notwendige Uberstrah-
lung der Objektivpupille zieht jedoch einen Energieverlust
nach sich (geringerer Wirkungsgrad). [Bei Mikroskopobjek-
tiven von Carl Zeiss entspricht dem Pupillendurchmesser
eine korperliche Blende in der Nahe der Anschraubfldche.]
Grundsatzlich hat die Airy-Verteilung eine geringere Halb-
wertsbreite bzw. ein héheres Auflésungsvermégen. Ab-
bildung 21 links zeigt die Abhangigkeit der Intensitdtsver-
teilung im Fokus vom Uberstrahlungsfaktor T (dem Verhalt-
nis aus Laserstrahldurchmesser (1/e?) und Pupillendurch-
messer).

Dargestellt sind die relativen Intensitatsverteilungen im
Fokus (jeweils normiert auf 1) fir verschiedene Uberstrah-
lungsfaktoren. Die rote Kurve resultiert bei einer homo-
genen Pupillenausleuchtung mit T > 5,2, die blaue bei einer
gauBférmigen Pupillenausleuchtung mit T < 0,5; die griine

Intensitatsverteilung im Focus

T<0,3 (Gauss)

A\

\\\ \ =14
\ \\ T> 5,2 (Airy)
N
X ————
01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

laterale Distanz [AE]

Der Uberstrahlungsfaktor T ist definiert (iber das Verhaltnis aus

relativer Wirkungsgrad
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Duchmesser zu Pupillendurchmesser des verwendeten Objektives:

Das FWHM der Intensitatsverteilung
in der Fokusebene ist definiert ab:

FWHM=0.71- -~ . o,
NA

Kurve entspricht einem Uberstrahlungsfaktor T =1,3. Die
laterale Koordinate ist in Airy-Einheiten (AE) normiert. Ab
T = 3 Uberwiegt der Airy-Charakter derart, dass bei weiter
gesteigerter Uberstrahlung kein Auflésungsgewinn mehr zu
verzeichnen ist. (Auf Grund der Symmetrie des Punktbildes
im Fall beugungsbegrenzter Abbildung ist nur der Intensi-
tatsverlauf in positiver x-Richtung dargestellt.) Abbildung
21 rechts zeigt den prozentualen Wirkungsgrad in Abhan-
gigkeit vom Pupillendurchmesser in Millimetern bei einer
konstanten Laserstrahlaufweitung. Je kleiner der Pupillen-
durchmesser, desto héher die Uberstrahlung, und desto
hoher der Energieverlust (d.h. um so geringer der Wir-
kungsgrad). Beispiel: Nutzt das Objektiv 50 % der angebo-
tenen Beleuchtungsenergie, so bedeutet das ca. 8 % Auflo-
sungsverlust gegeniiber der reinen Airy-Verteilung. Will
man den Aufldsungsverlust auf 5 % senken, so gehen dafiir
70 % der Beleuchtungsenergie verloren. Ziel in der Praxis
ist eine moglichst optimale Anndherung an eine homogene
Pupillenausleuchtung; dies ist einer der Griinde dafiir, dass
die Effizienz des Anregungsstrahlengangs in einem konfo-
kalen LSM bei weniger als 10 % liegt.

Fig. 21
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Bei T< 0,6 Uberwiegt der GauBcharakter, bei T>1 der Airy-Charakter in der resultierenden Intensitatsverteilung.
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Optische Koordinaten

Um zu einer objektivunabhdngigen Darstellung lateraler
und axialer GréBen zu gelangen, seien hier an der mikro-
skopischen Abbildung orientierte optische Koordinaten ein-
gefiihrt.

Aufgrund der Abbildungsverhéltnisse in einem konfokalen
Mikroskop bietet es sich an, sémtliche GroBen in lateraler
Richtung in Vielfachen des Airy-Scheibchendurchmessers
auszudriicken. Entsprechend ist die Airy-Einheit (AE) defi-
niert als:

1,22\

1AE = NA

NA= Numerische Apertur des Objektivs
A = Mittlere Wellgnldnge (siehe Teil 1)
mit NA = 1,3 und A =496 nm — 1 AE = 0,465 ym

Die Airy-Einheit wird vorrangig zur Normierung des Durch-
messers der konfokalen Blende benutzt.

Um also einen gegebenen Blendendurchmesser in (AE)
umzurechnen, muss die GesamtvergroBerung des Systems
beriicksichtigt werden; d.h., das Airy-Scheibchen wird in die
Ebene der konfokalen Blende projiziert (oder umgekehrt).

Analog dazu ist fiir die axiale Richtung eine Normierung in
Vielfachen der wellenoptischen Tiefenscharfe sinnvoll. Aus-
gehend vom Rayleigh-Kriterium wird der folgende Aus-
druck als Rayleigh-Einheit (RE) bezeichnet:

n-\

1RE =
NA?

n = Brechungsindex des Immersionsmediums

mit NA = 1,3, A =496 nm und n = 1,52 — 1 RE = 0,446 ym

Die Rayleigh-Einheit wird in erster Linie dazu verwendet,
die optische Schnittdicke eines konfokalen LSM allgemein-
giltig darzustellen.



Fluoreszenz

Die Fluoreszenz ist eines der wichtigsten Kontrastierungs-
verfahren in der biologischen konfokalen Mikroskopie. Zel-
luldre Strukturen kénnen auf verschiedene Weise spezifisch
mit fluoreszierenden Farbstoffen (Fluorochrome oder Fluo-
rophore genannt) markiert werden. Am Beispiel des Farb-
stoffes Fluorescein sollen die Wirkzusammenhénge bei der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht werden.
Fluorescein hat sein Absorptionsmaximum bei 490 nm.
Ublicherweise wird ein konfokales LSM mit einem Argon-
laser ausgerUstet, dessen Leistung auf der Linie 488 nm bei
15-20 mW liegt. Das System sei nun so eingestellt, dass in
der Pupille des Mikroskopobjektivs eine Laserleistung von
500 pW vorliegt. Die Transmission des Mikroskopobjektivs
sei idealisiert als 100 % angenommen.

Bei einem Objektiv C-Apochromat 63x/1,2W ergibt sich
somit im Fokus, bezogen auf den Durchmesser des Airy-
Scheibchens, eine Leistungsdichte von 2,58-10° W/cm?.
Dies entspricht einem Anregungs-Photonenfluss von
6,34-10” Photonen/cm?sec. Im Vergleich dazu ist der
Anregungs-Photonenfluss in der konventionellen Fluores-
zenzmikroskopie, bei gleichem Objektiv, vergleichbarer
Lichtleistung (Xenonlampe mit 2 mW bei 488 nm) und
einem Sehfelddurchmesser von 20 mm, mit 2,48-10"
Photonen/cm?sec um rund 5 GroBenordnungen geringer.
Dies wird auch dadurch verstandlich, dass in einem konfo-
kalen LSM der Laserstrahl in die Probe fokussiert wird,
wahrend im konventionellen Mikroskop die Beleuchtung
mit parallelem Licht erfolgt.

Von eigentlichem Interesse ist jedoch die Fluoreszenz-
emission (F). Die Emission eines einzigen Molekils hangt
ab vom molekularen Wirkungsquerschnitt (), der Fluores-
zenzquantenausbeute (Qe) und dem anregungsseitigen
Photonenfluss (1). Es gilt:

F=0-Qe-| [Photonen/sec]

Grundsatzlich wird mit wachsender Anregungsintensitat
eine wachsende Zahl von Photonen emittiert. Tatsdchlich ist
jedoch die maximale Emissionsrate des Farbstoffmolekiils,
d.h. die Zahl der pro Zeiteinheit emittierbaren Photonen,
der begrenzende Parameter.

Die maximale Emissionsrate ist durch die Lebensdauer
(= Strahlungsdauer) des angeregten Zustandes (Fluores-
cein: ca. 4,4 nsec) festgelegt (dieser Wert schwankt mit den
Umgebungsbedingungen). Fiir Fluorescein liegt die maxi-
male Emissionsrate im Mittel bei 2,27-10° Photonen/sec.
Dies entspricht einem anregungsseitigen Photonenfluss
von 1,26 -10* Photonen/cm?sec.

Erreicht man Werte groBer als 1,26 -10% Photonen/cm’sec,
so geht das Fluoresceinmolekiil in Sattigung. Eine Erho-
hung des anregungsseitigen Photonenflusses flihrt dann zu
keiner weiteren Steigerung der Emissionsrate; die Zahl der
absorbierten Photonen bleibt konstant. Dieser Fall tritt im
vorliegenden Beispiel ein, wenn die Laserleistung in der
Pupille von 500 pW auf ca. TmW erhoht wird. Abbildung 22
zeigt den Zusammenhang zwischen anregungsseitigem
Photonenfluss und der Laserleistung in der Pupille des o.g.
Objektivs fir eine Wellenlange von 488 nm. In Abbildung
23 ist die Sattigung des molekularen Ubergangs von Fluo-
resceinmolekiilen dargestellt. Die Zahl der absorbierten
Photonen ist der Zahl der emittierten Photonen in etwa
proportional (logarithmische Skalierung).

Fiir einige wichtige Farbstoffe sind die charakteristischen
GroBen in der folgenden Tabelle zusammengestellt:

Absorpt. /10" Qe c*Q/107"

max. (nm)
Rhodamine 554 3,25 0,78 0,91
Fluorescein 490 2,55 0,71 1,81
Texas Red 596 3,3 0,51 1,68
Cy 3,18 550 4,97 0,14 0,69
Cy 5,18 650 7,66 0,18 1,37

Quelle:

Handbook of Biological Confocal Microscopy, p. 268/Waggoner.
Im vorliegenden Beispiel ergibt sich F = 1,15-10° Photonen/sec
oder 115 Photonen/psec.
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Das bisher Gesagte gilt nattirlich nur, solange das Molekil
nicht ausbleicht. In sauerstoffreicher Umgebung bleicht 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Fluorescein mit einer Quanteneffizienz (Qb) von ca. 2,7-107°.
Ein Fluoresceinmolekdl ist dann im Mittel n = 26000 mal
anregbar (n = Q/Qb), bevor es zerfallt. Bezogen auf die
maximale Emissionsrate F., entspricht dies iber

Laserleistung [mW]

10" =
i= Fm_;einer Lebensdauer des Fluoreszenzmolekiils von . ’//_
ca. 115 ps. Es wird deutlich, dass (iber eine Steigerung der /
Anregungsleistung nur in sehr begrenztem Umfang eine g 10” Vi
Erhéhung der Emissionsrate mdglich ist. Die laserseitig zur 2 ; /
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te (fluorescence recovery after photobleaching) sinnvoll, fir g 10" Vi
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zentration an Fluorochromen ist wiederum nur innerhalb . ,
Einfallende Photonen [1/s - cm?]

gewisser Grenzen sinnvoll. Wird eine bestimmte Packungs-
dichte an Molekilen dberschritten, mlssen je nach Farb-
stoff andere Effekte, wie z.B. Quenching, beachtet werden,
welche die Quantenausbeute trotz hoherer Farbstoffkon-

Abb. 22 Anregungsseitiger Photonenfluss bei unter-
schiedlicher Laserleistung (oben) und Siittigungsverhalten
(absorbierte Photonen) des molekularen Ubergangs von

zentration drastisch verringern.

Ein weiteres zu beachtendes Problem ist die Detektions-
empfindlichkeit des Systems. Da das Fluoreszenzmolekiil
stochastisch in den gesamten Raumwinkel mit derselben
Wahrscheinlichkeit abstrahlt, werden ca. 80 % der Photo-
nen nicht von der Objektivapertur (NA = 1,2) erfasst.

In Verbindung mit den Reflexions- und Transmissionseigen-
schaften der nachfolgenden optischen Komponenten sowie
der Quanteneffizienz des PMT werden weniger als 10 %
der emittierten Photonen detektiert bzw. in Photoelektro-
nen umgewandelt (Photoelektron = detektiertes Photon).
Im Fall von Fluorescein (NA =1,2, 100 yW Anregungs-
leistung, A = 488 nm) flhrt ein Photonenfluss von
F~23 Photonen/usec bei einer Scanzeit von 4 psec/Pixel zu
3—4 Photoelektronen je Molekl und Pixel.

In der Praxis wird man jedoch stets eine mit Farbstoff mar-
kierte Zelle betrachten. Das Zellvolumen ist in der Regel
deutlich groBer als das Volumen des Abtastpunktes. Von
eigentlichem Interesse ist daher die bei einer bestimmten
Farbstoffkonzentration im Abtastvolumen vorliegende Zahl

Fluoreszein (unten)

an Farbstoffmolekiilen. Fiir die folgenden Betrachtungen
werden Diffusionsprozesse von Farbstoffmolektlen ver-
nachldssigt. Die errechneten Zahlen an Photoelektronen
basieren auf den oben angefiihrten Parametern.

Fiir A = 488 nm und NA=1,2 errechnet sich ein Abtastvo-
lumen von V=12,7-10"® |. Unter Annahme einer Farbstoff-
konzentration von 0,01 uMol/l liegt eine Zahl von ca. 80
Farbstoffmolekiilen innerhalb des Abtastvolumens vor. Dies
entspricht einer Zahl von ca. 260 Photoelektronen je Pixel.
Verringert man die Konzentration auf 1 nMol/l, so sinkt die
Zahl der Molekiile auf 8 und die der Photoelektronen auf
26 je Pixel.

Als Fazit kann festgehalten werden, dass in den meisten
Anwendungen der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie mit
einer sehr geringen Zahl an detektierten Photonen zu rech-
nen ist (<1000). Werden MaBnahmen ergriffen, um die
Photonenzahl zu erhohen, missen farbstoffspezifische
Eigenschaften (wie z.B. Bleichen) berlicksichtigt werden.



Rauschquellen

Die im LSM wirksamen Rauschquellen erstrecken sich auf
die gesamte Signalkette — vom Laser bis zur A/D-Wandlung.
Man unterscheidet im wesentlichen vier verschiedene
Rauschquellen:

Laserrauschen q

Ursache fiir Laserrauschen sind zufallige Schwankungen
der Besetzung angeregter Zustande im Lasermedium.
Laserrauschen ist proportional zur Signalhdhe N und daher
von Bedeutung bei einer hohen Zahl detektierter Photonen
(N <10000).

Schrotrauschen (Poissonrauschen)
Ursache ist die Quantennatur des Lichts. Photonen mit der
Energie h-v treffen in zuféllig verteilten Zeitabstanden am
Sensor ein. Die wirksame Zufallsverteilung ist die Poisson-
verteilung. Deshalb ist

SNR = ANPoisson = \/KI

mit N = Anzahl der pro Pixelzeit detektierten Photonen

(= Photoelektronen = aus der Kathode des PMT durch
auftreffende Photonen herausgeldste Elektronen).

Bei geringen Photoelektronenzahlen (N <1000) kann die
Zahl N der am Sensor eintreffenden Photonen nur noch mit
einer Sicherheit von +\/N bestimmt werden.

N kann wie folgt berechnet werden:

Photonen

QE NE Pixelzeit

Dabei ist:

QE (M) = Quantenausbeute des Sensors bei der Wellenlinge \;
1 Photon = h-c/A; mit ¢ = Lichtgeschwindigkeit

und h = Plancksches Wirkungsquantum

Sekundaremissionsrauschen

Ursache ist die zuféllige Schwankung der Vervielfachung
der Photoelektronen an den Dynoden eines PMT. Die Hohe
des Sekundéremissionsrauschens ist ein Faktor zwischen
1,1 und 1,25, je nach Dynodensystem und der angelegten
Hochspannung (Verstarkung).

Allgemein gilt: je hoher die PMT-Spannung, desto geringer
ist das Sekundaremissionsrauschen, da sich durch die
héhere Spannung zwischen den Dynoden die Sammeleffi-
zienz verbessert und die Schwankung in der Vervielfachung
abnimmt.

Dunkelrauschen

Ursache ist die Generierung von thermischen Dunkelelek-
tronen Ny unabhangig von der Sensorbeleuchtung. Ny
schwankt statistisch um V/Ng. Das Dunkelrauschen ist
spezifiziert flir eine PMT-Spannung von 1000 V; bei niedri-
geren Spannung verliert es zunehmend an Bedeutung.
Dunkelrauschen kann durch Sensorkiihlung verringert
werden. Es wird jedoch nur dann merklich reduziert, wenn N
< Ny z.B. in objektfreien Stellen eines Fluoreszenz-
praparates. Zusatzlich muss das Dunkelrauschen die
dominierende Rauschquelle sein, was in den meisten
Anwendungen nicht der Fall ist, damit durch Kiihlung eine
Signalverbesserung sichtbar wird. Bei Sensordioden ist
zusatzlich das Verstarkerrauschen und bei CCD-Sensoren das
Ausleserauschen zu beriicksichtigen. Diese Rauschfaktoren
sollen hier nicht betrachtet werden. Fir die mittlere quadra-
tische Abweichung AN vom Mittelwert (N+ Ng) der regis-
trierten Photo- und Dunkelelektronen erhalt man dann

AN = se-V(N+N,) (1+q°)

so dass flir das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) insgesamt
angegeben werden kann:

N2
SNR =
se? (N+N) (1+q°)

Dabei ist
N Photoelektronenzahl pro Pixelzeit (Messzeit)
se Multiplikativer Rauschfaktor der Sekundiremission

q Peak-to-Peak-Rauschfaktor des Lasers
Ny Dunkelelektronenzahl in der Mess- bzw. Pixelzeit
Beispiel:

Fiir N =1000, Ny =100, se =1,2, und g = 0,05 ergibt sich
ein SNR von:

2
SNR = 1000 =251
1,2? (1000+100) (1+0,05%)








