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Hochprizisions-Fluoreszenzmessungen mit Riumlich
Modulierter Anregung

In zellbiologischen Untersuchungen sind Distanzmessungen zwischen Fluoreszenzmarkern
ein wichtiges Hilfsmittel zur Analyse von Strukturen, deren Abmessungen unterhalb der
klassischen Auflosungsgrenze fiir Lichtmikroskope liegen. In der vorliegenden Arbeit wird
ein Verfahren der Fernfeld-Lichtmikroskopie vorgestellt, das solche Messungen an fluo-
reszierenden, im Vergleich zur Auflosungsgrenze kleinen, , punktformigen“ Objekten mit
einer hohen Prizision in Richtung der optischen Achse erlaubt. Zu diesem Zweck wird
die Anregungsintensitit rdumlich moduliert, indem zwischen zwei Objektiven zwei kolli-
mierte Laserstrahlen kohérent iiberlagert bzw. zur Interferenz gebracht werden (Spatially
Modulated Ilumination (SMI) Microscopy).

Die Arbeit enthélt eine Darstellung relevanter Grundlagen der Mikroskopie und be-
schreibt, wie man die rdumlich modulierte Anregung zur Erhohung der Distanzpréizision
verwendet und wie daraus zusitzlich Informationen iiber die Abmessungen von ,,punktfor-
migen* Objekten deutlich unterhalb der optischen Auflésungsgrenze gewonnen werden
konnen. Auflerdem wird der Mikroskopaufbau vorgestellt und die axiale Distanzprizisi-
on durch mehrfach wiederholte und voneinander unabhéingige Einzelmessungen belegt.
Die berechneten Standard-Abweichungen der Distanzergebnisse bewegten sich dabei im
Bereich von wenigen Nanometern. Dariiberhinaus wurde durch Messungen an fluoreszenz-
markierten Oligonukleotiden auf Chromosom 9 und an mRNA-Komplexen von mensch-
lichen HeLa-Zellen die Einsetzbarkeit des SMI-Mikroskops an biologischen Objekten de-
monstriert.

High-Precision Fluorescence Measurements with Spatially
Modulated Illumination

In investigations in cell biology distance measurements between fluorescence labelled mar-
kers are an important tool for the analysis of structures of sizes below the classical reso-
lution limit of light mircroscopy. Here, a method of far-field light microscopy is presented
which allows such measurements between fluorescent subwavelength-sized “point-like* ob-
jects with high distance precision in the direction of the optical axis. For this purpose,
the excitation intensity respectively the illumination is spatially modulated by interfering
two collimated laser beams in the interspace between two objectives (Spatially Modulated
Mlumination (SMI) Microscopy).

This thesis contains a presentation of some relevant theory of microscopy and gives
a description on how the spatially modulated illumination is used for the improvement
of the distance precision and how additional information about object sizes considerably
below the optical resolution limit can be obtained. Furthermore, the microscope setup
is being described and the distance precision is being shown by repeated, independent
measurements. The calculated standard deviations obtained from the distance results were
in the order of a few nanometers. Also, the usefulness of the SMI microscope for biological
examinations was demonstrated by measurements of fluorescence labelled oligonucleotides
on chromosome no. 9 and of mRNA sites of human HeLa cells.
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Kapitel 1

Einleitung und Motivation

Ein sehr grofier Teil unseres heutigen Wissens iiber die innere rdumliche Struktur bio-
logischer Systeme auf zellularer Ebene beruht auf lichtmikroskopischen Messungen. Da
die rdumliche optische Auflosung herkémmlicher, kommerziell erhiltlicher Mikroskope
auf einige hundert Nanometer nach unten beschrinkt ist, wurden in den letzten Jahr-
zehnten alternative, inzwischen etablierte Mikroskopie-Verfahren entwickelt wie z. B. die
Rasterelektronen- oder die Rontgenmikroskopie. Auch fiir die Untersuchung von Ober-
flichen gibt es mittlerweile spezialisierte Verfahren mit hoherer Auflésung, z.B. die op-
tische Nahfeld-Rastermikroskopie (Scanning Nearfield Optical Microscopy, SNOM) oder
die atomare Rasterkraft-Mikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM).

All diese Verfahren besitzen jedoch den Nachteil, dass sie entweder nur sehr einge-
schrinkte Moglichkeiten zur Untersuchung des Zellinneren bieten oder diese, wie im Falle
der Rasterelektronen- oder der Rontgenmikroskopie, nur um den Preis einer sehr aufwéndi-
gen Priparation gestatten konnen. Insbesondere sind Untersuchungen an Zellen im leben-
den oder lebensnahen Zustand mit diesen Methoden prinzipiell unméglich.

Dieser Sachverhalt sowie die rasante Entwicklung auf den Gebieten der Steuer- und
Messtechnik und vor allem der Informationsverarbeitung wihrend der letzten Jahre mogen
eine Rolle spielen bei dem inzwischen wieder gestiegenen allgemeinen Interesse an neu-
en Methoden der Fernfeld-Lichtmikroskopie. Der erste Schritt vom ,,Urmikroskop® hin
zu einer Erhohung der optischen Auflosung wurde mit der Entwicklung der konfokalen
Laser-Raster-Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) [CCremer78] ge-
tan, einem Verfahren, das, inzwischen sehr weit ausgereift, heute in vielen kommerziell
erhéltlichen Gerdten Anwendung findet.

Obwohl die optische Auflosung eines CLSM bei biologischen Materialien in der Praxis
nur ca. 250 nm in lateraler Richtung, d. h. in der Bildebene, und ca. 650 nm in axialer Rich-
tung, d. h. in Richtung der optischen Achse, betrigt, lassen sich die Positionen von Objek-
ten mit Abmessungen deutlich unterhalb der Auflésungsgrenze (,, punktformige* Objekte)
mit einer im Vergleich zur optischen Auflésung weitaus hoheren Genauigkeit messen. Glei-
ches gilt fiir die Bestimmung von Distanzen zwischen entsprechenden Objekten. Besitzen
die Objekte Fluorezenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Anregungs- bzw. Emissionsspek-
tren (,,spektrale Signaturen“), kann der Absolutbetrag der gemessenen Distanz sogar sehr
klein im Vergleich zur optischen Auflosung sein (Spektrale Prizisions-Distanzmikroskopie,
SPDM) [Bornfleth98a, VanOijen98, Edelmann00]. So wurden inzwischen Abstinde von
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punktformigen Objekten bis herunter zu 25 nm mit einer Genauigkeit von 10 nm gemessen
[Lacoste00]. Voraussetzung bei diesem Verfahren ist die Detektion jedes Objekts in einem
bestimmten, von der Emission des Farbstoffs des anderen Objekts moglichst unabhéngi-
gen Kanal des Detektionssystems. Auflerdem muss eine exakte Kalibrierung sowie eine
Korrektur der optischen Aberrationen des Mikroskops mit Hilfe von Bildverarbeitungs-
Algorithmen erfolgen [Edelmann99a]. Anstelle der unterschiedlichen Emissionsspektren
der Fluoreszenzfarbstoffe kénnen zur Identifikation der Objekte auch Farbstoffe mit un-
terschiedlichen Fluoreszenzlebensdauern verwendet werden [Lakowicz92, Schoenle00].

Die Bestimmung von Distanzen zwischen punktférmigen Objekten hat in vielen zellbio-
logischen Untersuchungen eine grofie Bedeutung. In diese Kategorie fallen z. B. Distanz-
messungen an spezifischen, mittels Fluoreszenz-In Situ-Hybridisierung (FISH) spektral
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten DNA-Abschnitten [Esa00, Speicher96]. Die gemes-
senen Distanzen bilden eine wichtige Grundlage zur Bestimmung der rdumlichen Struk-
turen im Innern des Genoms bzw. von Genom-Nanostrukturen [TCremer0l]. Unter der
Annahme einer funktionellen dreidimensionalen Architektur der Chromosomenterritorien
und ihrer Untereinheiten in intakten Zellkernen kénnten viele pathologische Erscheinun-
gen mit kleinen Verdnderungen in der Nanostruktur von individuellen Genen verbunden
sein [DePinho98, Czarnota97]. Die Abmessungen dieser Strukturen konnen dabei weit un-
terhalb der praktischen optischen Auflésung liegen und wiren damit einer konventionellen
lichtmikroskopischen Untersuchung nicht zugénglich.

Fiir die Analyse funktioneller supramolekularer Biostrukturen (,Biomolekulare Ma-
schinen®) miissen jedoch noch kleinere als die oben genannten Distanzen gemessen wer-
den, d.h. es miissen Abstinde im Bereich von 10 nm und darunter bestimmt werden.
Gegenwirtig kommen dafiir iiberwiegend Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer(FRET)-
Verfahren zur Awendung [Lilley00]. Diese Methoden erlauben die Messung individueller
Distanzen im Bereich von 2 bis 10 nm, sie sind jedoch wenig geeignet fiir die Bestim-
mung der Positionen mehrerer Objekte und derer gegenseitiger Distanzen. Im Gegensatz
zum SPDM-Verfahren ermoglichen sie also nur die Analyse der unmittelbaren Umgebung
zweier gegebener molekularer Einheiten und nicht die Untersuchung der Topologie einer
komplexen Struktur. Unter Topologie ist in diesem Zusammenhang die aus exakten quanti-
tativen Messungen hergeleitete raumliche Anordnung von fluoreszenzmarkierten Objekten
zu verstehen. Das wesentliche Ziel, um topologische Messungen an sehr kleinen Strukturen
mit Hilfe der SPDM zu ermoéglichen, besteht nun darin, die Genauigkeit der Lokalisierung
und damit die Prézision von Distanzmessungen an punktférmigen Objekten zu erhohen.

Theoretische Betrachtungen zeigen [Edelmann00], dass Distanzmessungen mit einem
Fehler (Standard-Abweichung der Distanz-Einzelmessung) im Nanometer-Bereich und un-
ter Bedingungen, wie sie fiir viele fluoreszenzmarkierte biologische Objekte typisch sind,
d. h. geringer Photonenfluss und hoher Rauschanteil, mit zur Zeit kommerziell erhéltlichen
konfokalen Mikroskopen nicht praktikabel sind [Bornfleth98a, Bornfleth99]. Um dennoch
die Genauigkeit der Distanzmessungen bis auf einen Fehler von maximal wenigen Nano-
metern erh6hen zu kénnen, mufl die Punktbildfunktion des Mikroskopsystems (Bild eines
punktformigen Objekts, Point Spread Function, PSF) in geeigneter Weise modifiziert wer-
den, so dass sich die Lokalisationsgenauigkeit eines Objekts bei einer gegebenen Anzahl
detektierter Photonen erhoht (,,Point Spread Function Engineering“).

Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, dass man die Halbswertsbreite (Full
Width at Half Maximum, FWHM) der PSF reduziert, wie es in der Mikroskopie mit Un-



terdriickung der Fluoreszenz durch stimulierte Emission (STimulated Emission Depletion-,
STED-Mikroskopie) realisiert wird [Hell94b, Klar00]. Bei diesem auf dem konfokalen Prin-
zip beruhenden System wird zusétzlich zum Anregungsstrahl ein zweiter Abregungsstrahl
in die Probe eingestrahlt. Dieser Strahl ist gegeniiber dem Anregungsstrahl rot verstimmt
und wird mittels geeigneter Verzogerungsplatten so geformt, dass er um den Anregungsfo-
kus herum eine Art ,dreidimensionalen Donut“ bildet. Ein sehr steiler Anstieg der Abre-
gungseftizienz erlaubt dabei eine gezielte Unterdriickung der Fluoreszenz in der unmittel-
baren Umgebung des Anregungsfokus, wodurch sich die Halbwertsbreite der Gesamt-PSF
manipulieren lisst. Hier wurden bereits Halbwertsbreiten im Bereich von 100 nm in allen
drei Raumrichtungen gemessen. Fiir dieses Verfahren werden allerdings spezielle Farbstoffe
benotigt.

Eine andere Moglichkeit, die FWHM der Punktbildfunktion zu verringern, stellt die
4Pi-konfokale Laser-Raster-Mikroskopie dar [Hell94a, Hinninen95, Schrader98]. Dort wer-
den zwei gegeniiberliegende Objektive verwendet und die Léngen der beiden optischen
Wege von der Laserquelle zum Objekt und vom Objekt zum Detektor iiber Spiegel und
Strahlteiler gegenseitig angeglichen. Dadurch kann die Fluoreszenzanregung der Probe,
die Detektion des Fluoreszenzlichts oder beides gleichzeitig kohéirent erfolgen (A-, B- oder
C-Typ). Mit Typ-C der konfokalen 4Pi-Mikroskopie kann dabei die Halbwertsbreite der
axialen PSF auf ca. 100 nm verringert werden. In Verbindung mit SPDM wurden damit
Distanzen von 60 nm (< 1/10)) zwischen einem Objekt mit Abmessungen deutlich unter-
halb der Anregungswellenlinge und einer fluoreszierenden Schicht mit einer Genauigkeit
von 1,2 nm gemessen [MSchmidt00].

Ein generelle Schwierigkeit bei konfokalen Systemen besteht darin, dass die punktweise
Abrasterung der Probe eine hohe Fluoreszenzintensitit der Objekte erfordert, die jedoch
aufgrund des Sattigungsverhaltens der meisten Farbstoffe nach oben begrenzt ist. Folglich
sind der maximalen Raster- bzw. Aufnahmegeschwindigkeit Grenzen gesetzt. Zusétzlich
reduziert das Pinhole die Photonenausbeute des Systems, was die Messzeiten nochmals
verlangert und das Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe verstirkt. Es bleit abzuwarten,
in wie weit diese Probleme durch zur Zeit noch in der Entwicklungsphase befindliche
multifokale CLSM-Mikroskope gelost werden konnen. Bei diesen Geréten werden die Auf-
nahmezeiten durch die gleichzeitige Einstrahlung bzw. Detektion mehrerer Anregungs-
bzw. Detektionsstrahlen verkiirzt [Bewersdorf98, Nielsen01].

In der vorliegenden Arbeit wird mit der Mikroskopie mit rdumlich modulierter Fluo-
reszenzanregung bzw. mit der Spatially Modulated Illumination (SMI) Microscopy ein
weiteres Verfahren des Point Spread Function Engineering vorgestellt, das hochprézise Di-
stanzmessungen erlaubt. Die Nachteile konfokaler Systeme werden hierbei umgangen, da
die Detektion analog zu einem konventionellen Epifluoreszenz-Mikroskop mit Hilfe einer
CCD-Kamera erfolgt. Es wird gezeigt, wie durch die rdumliche Modulation der Fluores-
zenzanregung die Lokalisations- bzw. Distanzprézision in axialer Richtung bis auf wenige
Nanometer erh6ht werden konnte. Diese Methode des PSF Engineering kann zur Klasse
der optischen Interferometrie gezihlt werden, die zu einer der genauesten Messtechniken
der Physik gehort und beispielsweise auch zur Messung der Wellenldnge des Lichts oder
des Brechungsindexes von Gasen verwendet wird.

Das SMI-Mikroskop ist optimiert worden fiir Distanzmessungen in axialer Richtung, es
konnen jedoch auch die Ausdehnungen von Objekten mit Abmessungen deutlich unter-
halb der Wellenldnge in Richtung der optischen Achse gemessen werden. Es besteht im
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Kern ebenfalls aus zwei gegeniiberliegenden Objektiven, von denen allerdings nur eines
zur Detektion verwendet wird. Dadurch vereinfacht sich die Justage im Vergleich zu Sy-
stemen, die durch zwei Objektive kohérent detektieren, erheblich. Aufilerdem kénnen sich
die zu untersuchenden Proben auf herkommlichen Objekttragern befinden, wodurch die
praktische Anwendung des Mikroskops wesentlich erleichtert wird.

Die rdumlich modulierte Anregung wird erzeugt, indem zwischen den zwei Objekti-
ven zwei gegenldufige Laserstrahlen gleicher Intensitdt und Polarisation zur Interferenz
gebracht werden. Dadurch bildet sich ein stehendes Lichtwellenfeld, dessen Ebenen kon-
struktiver Interferenz senkrecht auf der optischen Achse stehen, und es findet eine rdumlich
selektive Fluoreszenzanregung der Probe statt [Bailey93, Lanni86a]. Die axiale Punktbild-
funktion des SMI-Mikroskops setzt sich aus dem Produkt des cos?-formigen Intensitéitsver-
laufs mit der axialen PSF eines konventionellen , klassischen“ Epifluoreszenz-Mikroskops
zusammen, hat also die Form einer konventionellen axialen PSF, der eine cos?-formige
rdumliche Modulation aufgeprégt ist. In der Bildebene, d. h. in lateraler Richtung unter-
scheidet sich die Punktbildfunktion dagegen nicht von einem konventionellen Mikroskop
[Schneider99al.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente schlieflen sich an die in
[Schneider99a] vorgestellten Arbeiten an. Das Mikroskop wurde dabei nochmals vollstandig
neu aufgebaut und in vielen Teilen verbessert. Auflerdem wurde eine Software zur Steue-
rung der Messungen entwickelt, und es fand eine Weiterentwicklung der Methoden zur
Auswertung der Bilddaten statt. Dartiberhinaus wurden erstmals Distanzmessungen zwi-
schen verschiedenen Objekten durchgefithrt und die Prizision der Distanzbestimmung
durch mehrfache Wiederholung der Messungen systematisch untersucht.

Inhaltlich gliedert sich die Arbeit wie folgt: Kapitel 2 stellt zunéchst die wichtigsten
Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie sowie der Spektralen Prézisions-Distanzmikrosko-
pie dar. Die Eigenschaften der optischen Abbildung im SMI-Mikroskop und die in dieser
Arbeit verwendeten und entwickelten Methoden zur Auswertung beschreibt das dritte Ka-
pitel. Kapitel 4 widmet sich dem experimentellen Teil dieser Dissertation, indem es den
Aufbau und die Bedienung des SMI-Mikroskops erldutert. Die durchgefithrten Messun-
gen und Ergebnisse werden im fiinften Kapitel vorgestellt, bevor das letzte Kapitel diese
Arbeit mit einer Bewertung der Ergebnisse und einem Ausblick abschlieft. Der Anhang
enthéilt auBlerdem einige Hinweise zum Aufbau und zur Justage des Experiments, stellt die
entwickelte Steuer-Software des Mikroskops vor und gibt einen kurzen Uberblick iiber die
zur Auswertung verwendeten Programme.



Kapitel 2

Grundlagen

Bevor im néchsten Kapitel auf die Einzelheiten der Mikroskopie mit rdumlich modulier-
ter Anregung eingegangen wird, widmet sich dieses Kapitel zunéchst einigen Grundlagen
der Fernfeld-Fluoreszenzmikroskopie. Der erste Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die
Eigenschaften von Fluoreszenzfarbstoffen, da diese hier von grofier praktischer Bedeutung
sind. Die nichsten beiden Abschnitte erlautern die wichtigsten Merkmale der optischen
Abbildung, soweit sie im Rahmen dieser Arbeit unmittelbar relevant sind oder zum allge-
meinen Verstindnis der Mikroskopie beitragen. Der vierte Abschnitt vermittelt schlieflich
einen Einblick in die Grundlagen der Spektralen Prézisions-Distanzmikroskopie.

2.1 Fluoreszenz

Die einfachsten Beispiele fiir Elektronensysteme, die nach der Anregung in einen energe-
tisch hoheren Zustand spontan und unter gleichzeitiger Emission eines Photons wieder in
einen energetisch niedriegeren Zustand iibergehen, stellen einzelne Atome dar. Der ange-
regte Zustand geht dort nach einer mittleren Lebensdauer von lediglich einigen Femto-
sekunden wieder in Grundzustand iiber, und die Linienbreite der Emission betréigt nur
wenige MHz, d. h. sie liegt deutlich unter 1 nm.

2.1.1 Farbstoffmolekiile in Losung

Bei der Fluoreszenz von Farbstoffmolekiilen ist die Situation nicht nur wegen des Um-
standes, dass es sich um Mehrelektronensysteme handelt, sondern auch aufgrund vielfilti-
ger Wechselwirkungen der Molekiile untereinander und mit der physiologischen bzw. wéssri-
gen Umgebung wesentlich komplexer. Zu den elektronischen Energieniveaus in Atomen
kommen bei Molekiilen weitere Zusténde aufgrund zusétzlicher Rotations- und Schwing-
ungs-Freiheitsgrade hinzu. Die oben angedeuteten Wechselwirkungen fithren zu fortlau-
fenden Anderungen der Kernabstinde innerhalb der Molekiile, so dass die von diesen
Abstéinden abhéingigen Energien der Molekiilzustinde stdndigen Fluktuationen unter-
worfen sind. Dies hat wiederum eine sehr starke Verbreiterung der entsprechenden Mo-
lekiiliibergénge zur Folge. Daher sind bei Molekiilen in Lésung anstelle diskreter Anregungs-
und Emissionsspektren nur noch breite, kontinuierliche Anregungs- und Emissionsbinder
mit Halbwertsbreiten von iiblicherweise mehreren zehn Nanometern zu beobachten.
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Im Grundzustand befindet sich ein Farbstoffmolekiil im vibratorischen Grundniveau
(v9) des elektronischen Singulett-(Sy)Zustands, und die Kerne besitzen einen Gleichge-
wichtsabstand 7y, sieche Abbildung 2.1. Trifft ein Photon passender Energie hv,, auf
das Molekiil, wird es in hoherenergetische Zustinde iiberfithrt. Fiir die Fluoreszenz sind
von diesen angeregten Zustinden nur die Sj-Zustinde von Bedeutung. Hoher energeti-
sche Zustinde sind auch anregbar, gehen jedoch meistens innerhalb typischerweise 10 fs
strahlungslos in den Sj-Zustand iiber [WSchmidt94]. Sowohl die Zeitdauer der Anregung
als auch die Dauer der Emission betriagt jeweils nur einige fs, so dass der Kernabstand
nach dem Franck-Condon-Prinzip wihrenddessen als konstant angesehen werden kann
[WSchmidt94].

Der angeregte Si-Zustand besitzt eine andere Elektronenverteilung als der Sy-Zustand,
so dass sich das vibratorische Grundniveau vy bei einem anderen Kernabstand r; ein-
stellt. Dadurch werden aufgrund des konstanten Kernabstands wéihrend der Anregung
iiberwiegend hohere Vibrationsniveaus des Si-Zustands angeregt. Die Wahrscheinlichkeit
fiir die einzelnen Uberginge bzw. die Anregung ist umso hoher, je mehr die Aufenthalts-
wahrscheinlichkeitsdichten der Anfangs- und der Endzustinde mit Energiedifferenz hve,
iiberlappen.

Die in den hoheren Vibrationsniveaus des S1-Zustands vorhandene Schwingungsenergie
wird in wéssriger Losung sehr schnell, d. h. in einigen ps, an andere Molekiile in der Umge-

A

Energie

\\1‘02
A

Bleichen

>

Fo r Kernabstand

Abbildung 2.1: Ausschnitt aus dem schematischen Zustandsdiagramm eines zweiatomigen Farb-
stoffmolekiils. Die elektronischen Singulettzustinde Sg, S; und der Triplettzustand T'; setzen sich
jeweils aus vibratorischen Unterniveaus (1 . ) zusammen, welche wiederum in Rotationsniveaus
zerlegbar sind. IC: Internal Conversion, ISC: Inter System Crossing, ex: Anregung, em: Emission,
Fl: Fluoreszenz, Ph: Phosphoreszenz.
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bung des Farbstoffmolekiils abgegeben [Sandison95]. Diese strahlungslosen Uberginge in
den vy-Zustand werden als interne Konversion bezeichnet (Internal Conversion, IC, siehe
Abb. 2.1) [WSchmidt94]. Die Wechselwirkung mit anderen Molekiilen bewirkt auch eine
Abschwichung der Kohéirenz des Emissionslichts gegeniiber der Kohérenz des Anregungs-
lichts, sofern z. B. Laserlicht zur Anregung verwendet wird. Die Kohérenzlinge berechnet

sich nach [Schroder90] zu
c

T Av
mit ¢: Lichtgeschwindigkeit und Av: Emissionsbreite des Farbstoffs in Hz. Ein typischer
Fluoreszenzfarbstoff mit einer Breite des Emissionsspektrums von 60 nm hat damit eine
Kohérenzlinge von ca. 5 pm.

le (2.1)

Molekiile im unteren Vibrationsniveau des Si-Zustands kénnen nun unter Aussendung
eines Photons der Energie hvep, r; wieder in den So-Grundzustand iibergehen. Da die-
ser Vorgang innerhalb der Fluoreszenzlebensdauer 7 von einigen ns, d.h. vergleichsweise
schnell ablauft (vgl. unten), bezeichnet man ihn als Fluoreszenz. Die Fluoreszenzlebens-
dauer ist eine spezifische Eigenschaft des Molekiils; sie kann nach gepulster Anregung
gemessen und daher neben der Energie hvey, ; bzw. der Emissionswellenléinge als weite-
res spezifisches Identifikationsmerkmal des Farbstoffs genutzt werden.

Da das Franck-Condon-Prinzip auch auf den Emissionsvorgang anwendbar ist, wer-
den hier analog zum Anregungsvorgang zunéchst nur hohere Vibrationsniveaus des Sp-
Grundzustands besetzt, welche anschlielend durch interne Konversion in das vy-Grundni-
veau iibergehen. Die Intensitit des Fluoreszenziibergangs hingt wie die Anregungswahr-
scheinlichkeit vom Uberlapp der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten zwischen dem S, vp-
und einem hoéheren Vibrationsniveau des So-Zustands mit der Energiedifferenz hvey, ry
ab. Diese Wahrscheinlichkeit, d. h. die Wahrscheinlichkeit, mit der ein angeregtes Molekiil
Fluoreszenzemission zeigt, wird Quanteneffizienz (QE) genannt.

Der Energieverlust im S1- und Sp-Zustand durch IC hat die wichtige praktische Kon-
sequenz, dass das Maximum der Anregungseffizienz bei einer kleineren Wellenlinge liegt
als das Maximum des Fluoreszenz-Emissionssprektrums (Stokes-Verschiebung). Da-
durch ist es moglich, das Fluoreszenz- vom Anregungslicht spektral zu trennen. Je grofler
die Stokes-Verschiebung, desto besser kann diese Trennung erfolgen und den Kontrast in
der Bildebene des Mikroskops erhohen. Die Stokes-Verschiebung betrigt typischerweise
20 — 30 nm.

Wichtig fiir den praktischen Umgang mit Fluoreszenzfarbstoffen ist auferdem der Um-
stand, dass die Intensitdt des Fluoreszenzlichts nur bei, im Vergleich zur Sattigungs-
intensitét geringen Anregungsintensititen proportional zur Anregungsintensitit ist. Die
Sattigungsintensitit wird durch die Dauer eines Fluoreszenzzyklus festgelegt. Das heifit,
ein Farbstoffmolekiil kann nicht beliebig viele Fluoreszenzzyklen pro Zeit durchlaufen.
Ubersteigt die Anregungsintensitit die Sittigungsintensitiit, konnen nicht mehr alle Pho-
tonen, die ein Molekiil treffen, in Fluoreszenzphotonen ,,umgewandelt® werden.

Ein Farbstoffmolekiil kann aufler iiber einen Fluoreszenziibergang auch auf andere
Art zuiick vom Si- in den Sg-Zustand gelangen: Strahlungslose, direkte Uberginge sind
moglich, oder das Molekiil kann in einen Triplettzustand 77 ibergehen (Interkombinations-
Ubergang, Inter System Crossing, ISC), s. Abb. 2.1. ISC-Uberginge konnen bei (meist
mittelschweren) Atomen auftreten, in denen eine Mischform aus LS- und jj-Kopplung
fiir die Kopplung von Spin- und Bahnmomenten der Elektronen vorliegt [Haken90]. Da
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optische Dipolstrahlung ein Umklappen der Elektronenspins bedingt, ist ein Uberga,ng
vom T7- in den Sy-Zustand unter gleichzeitiger Emission eines Photons quasi verboten.
Aufgrund der Wechselwirkungen des Molekiils mit seiner Umgebung treten dennoch op-
tische Uberginge mit der Energie hvem,pp, auf. Deren Rate ist jedoch sehr klein, d.h. die
Lebensdauer des T}-Zustands kann mehrere Sekunden betragen. Dieser Vorgang wird als
Phosphoreszenz bezeichnet. Bevor der T}-Zustand durch Phosphoreszenz zerfillt, kann
er auch durch einen erneuten ISC-Ubergang in den Sp-Zustand iibergehen.

2.1.2 Einige Mechanismen des Ausbleichens

Bei konstanter Beleuchtung bzw. Anregung von Farbstoffen nimmt die Gesamt-Fluores-
zenzintensitdt kontinuierlich ab. Die Geschwindigkeit dieses Ausbleichens ist individuell
und héngt von der Art der Farbstoffmolekiile und der chemischen Umgebung ab. Sie fithrt
aber stets zu einer endlichen Anzahl insgesamt detektierbarer Fluoreszenzphotonen eines
Molekiils. So lassen sich beispielsweise von auf Glasoberflichen in Luft adsorbierten Farb-
stoffmolekiilen in einem konfokalen Mikroskop typischerweise 10* Photonen detektieren. In
[Tinnefeld01] wurden unter diesen Bedingungen die in der Nihe von A = 650 nm anregba-
ren Farbstoffe JA242, CF9 und Cy5 untersucht. Bei einer mittleren Anregungsintensitit
von 500 W/ cm? konnten dort im Mittel 77000, 82000 und 33000 Photonen detektiert
werden. Diese Grenze fiihrt zu einer Limitierung der Bildqualitdt und damit zu einer be-
grenzten Lokalisationsgenauigkeit fluoreszierender Objekte in Mikroskopaufnahmen (siehe
auch Abschnitt 2.4).

Ursache fiir diesen Effekt ist eine photo-induzierte Zerstorung der Farbstoffmolekiile.
Die wichtigste Rolle spielt in diesem Zusammenhang der Tripplettzustand, den das Mo-
lekiil nach einem ISC-Ubergang einnehmen kann, vgl. Abb. 2.1. Wie oben erwiihnt, kann
sich ein Molekiil sehr lange, d.h. bis zu einigen Sekunden in diesem Zustand aufhalten.
Im Vergleich zum Sp-Zustand besitzt der T1-Zustand eine héhere Energie und damit eine
hohere chemische Reaktivitit. Dieses fithrt insbesondere zur Reaktion mit molekularem
Sauerstoff, in deren Folge hochreaktiver atomarer Sauerstoff entstehen kann, mit gleich-
zeitiger chemischer Umwandlung des Farbstoffmolekiils in eine nicht-fluoreszierende Kon-
figuration [Sandison95]. Dariiberhinaus ist eine weitere Anregung des Tripplettzustands
mit anschliefender Dissoziation des Molekiils moglich.

Um einen Ubergang in den Tripplettzustand zu verhindern, werden der Probe oftmals
chemische Agentien zugegeben. Diese erhohen z. B. die Wahrscheinlichkeit eines ISC-Uber-
gangs vom T7- zuriick in den Sp-Zustand, so dass gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit un-
erwiinschter Sauerstoffreaktionen im 7T)-Zustand reduziert wird (,,chemisches Quenchen®).
Eine weitere Moglichkeit zur Reduzierung des Bleichens besteht in der Zugabe von Anti-
oxidantien zur Verringerung des Sauerstoffgehalts in der Probe [Tsien95].

In neueren Arbeiten wird die Entwicklung einer neuen Klasse von Farbstoffen, den soge-
nannten ,Nanocrystals“ oder ,Quantum Dots“ beschrieben [Banin99, Bruchez98]. Diese
sehr kleinen Kristalle mit einem Durchmesser von wenigen Nanometern bestehen z.B.
aus Cadmium-Selenium oder Indium-Arsen und haben sphérische Gestalt. Ihr Anregungs-
und Fluoreszenz-Verhalten kann mit Methoden der Festkérperphysik beschrieben werden.
Sie zeichnen sich durch ein sehr breites Anregungsspektrum von mehreren hundert Na-
nometern bei gleichzeitig vergleichsweise schmalem Emissionsspektrum aus (einige zehn
Nanometer). Ein weiteres herausragendes Merkmal ist ihre extrem hohe Photostabilitét.
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Auflerdem kann sowohl das Maximum ihres Emissionsspektrums (siehe z. B. [Banin98]) als
auch ihre Fluoreszenzlebensdauer gezielt verdndert und damit an experimentelle Randbe-
dingungen wie z.B. bestimmte Filtersitze angepafit werden. Das macht sie zu nahezu
idealen fluoreszenten Markern fiir die Untersuchung von Genom-Nanostrukturen.

2.2 Geometrische Optik

Mit den Methoden der geometrischen Optik lassen sich bereits die meisten praktischen Fra-
gestellungen beziiglich optischer Gerite relativ einfach zufriedenstellend behandeln, wie
z. B. die Berechnung von Strahlengéngen. Voraussetzung fiir ihre Anwendbarkeit ist, dass
die Abmessungen der Groflen, iiber die man eine Aussage treffen mochte, grofl gegeniiber
der Wellenléinge A des Lichts sind. Daher konnen Effekte wie das endliche Auflosungs-
vermogen eines Mikroskops nicht mit ihr behandelt werden.

In diesem Abschnitt werden einige Aspekte der klassischen Strahlentheorie fiir Systeme
aus diinnen Linsen in der paraxialen Ndherung dargestellt. Das heifit, es werden nur
Strahlen betrachtet, die sich annihernd parallel bzw. mit kleinen Winkeln zur optischen
Achse ausbreiten und sich an Grenzschichten geméfl dem Brechungsgesetz von Snellius
verhalten. Letzteres wird daher linearisiert, d.h. nq sina; = ngsin ay wird durch nja =
naao angenihert, und es wird @ = sinf = tan 6 gesetzt.

2.2.1 Abbildungsgleichung fiir eine diinne Linse in Luft

Betrachtet wird zunéchst eine einzelne lichtbrechende Oberfliche mit dem Kriimmungs-
radius r; an der Stelle z = 0, wie in Abbildung 2.2 gezeigt. Fiir den Brechungsindex gilt
auf der linken Seite my = 1, rechts sei ny = n; die Lichtstrahlen haben ihren Ursprung
im Objektpunkt O an der Stelle z = u auf der optischen Achse. Orte links des Vertex V
haben negatives Vorzeichen (Vorzeichenkonvention). Ein von O ausgehender Lichtstrahl
schneidet die Oberfliche bei y = y;. Er wird aus dem Winkel «; in den Winkel as gebro-

Abbildung 2.2: Brechung eines Lichtstrahls an einer sphérischen Oberfliche. In der paraxialen
Niherung ist y; < ry, so dass VC < r1. u und v sind negativ, ry sowie die Winkel ;1 und s
sind positiv (Vorzeichenkonvention).
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chen und scheint daher von einem virtuellen Bild I an der Stelle z = v zu stammen. Es
gilt dann

ap—p=-I =Y Y (2.2)
U v r1
woraus folgt:
o yl(r - l)
— =n= R (2.3)
&%) yl(; - 5)
Dies lisst sich zu . .
n
oy D= (1= 2.4
C o=~ (24)

vereinfachen. n im ersten Term von (2.4) deutet darauf hin, dass sich v auf eine Region
mit Brechungsindex n bezieht.

Die Position z = v’ des Bildes, das von der diinnen Linse in Luft erzeugt wird, kann
aus (2.4) unter Verwendung einer zweiten Oberfliche mit Kriimmungsradius ry abgelei-
tet werden, indem man die Position des Objekts durch das gerade berechnete v ersetzt
[Lipson97]. Diese Ersetzung setzt voraus, dass die Vertices der beiden Linsen geometrisch
iibereinanderliegen (entspricht VC' = 0 in Abb. 2.2), d.h. die Linse tatséchlich diinn im
Vergleich zu v und v ist. Vertauscht man nun die Rollen von n und 1, erh&lt man

1 n 1

2= —(m-1). (2.5)
v v T2

Setzt man hier n/v aus (2.4) ein, erhilt man daraus die bekannte Abbildungsgleichung

1 1 1
= 2.
U + ! f (2.6)
mit der Brechkraft bzw. reziproken Brennweite 1/ f
1 1 1
Z=(n=1)(=—2). 2.7
F=n-DG - 27)

Die Objekt- und die Bildweite v und v' sind zueinander konjugierte Gréflen. Wenn
u — oo, dann gilt v — f. Das bedeutet, dass alle Strahlen, die parallel zur optischen
Achse auf die Linse treffen, die optische Achse im Fokuspunkt schneiden. Die Brenn-
ebene ist als Ebene senkrecht zur optischen Achse durch den Fokuspunkt definiert. Alle
parallelen Strahlen, welche die Linse unter einem bestimmten kleinen Winkel in der Nihe
der optischen Achse treffen, konvergieren in demselben Punkt der Brennebene.

2.2.2 Strahlengang im konventionellen Mikroskop

Beim Mikroskop wird eine Objektivlinse sehr kurzer Brennweite (etwa 1 mm) dazu ver-
wendet, ein sehr stark vergroflertes relles Bild des Objekts zu erzeugen. Im , klassischen*
Mikroskop befindet sich das Objekt dabei etwas auflerhalb der Brennweite f; der Objek-
tivlinse. Das so vom Objektiv erzeugte reelle Zwischenbild wird von einer Okularlinse mit
der Brennweite fo nochmals vergrofiert. Die Gesamtvergroferung ergibt sich zu ¢/ f1-so/ fo,
dabei ist £ = 160 mm die Tubusldnge und sy = 250 mm die sog. deutliche Sehweite bzw.
Bezugssehweite.
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In heutigen Mikroskopsystemen kommen jedoch iiberwiegend auf ,,unendlich“ korrigier-
te Objektive zum Einsatz, die zur exakten Abbildung von in der Brennebene befindlichen
Objekten optimiert sind. Zur Erzeugung des Zwischenbilds wird dann eine weitere Tubus-
linse verwendet. Abbildung 2.3 zeigt den entsprechenden Strahlengang eines konventio-
nellen Mikroskops. Die Vergroflerung dieser Anordnung betrégt (f; = Brennweite der
Tubuslinse):

V=22 (2.8)

Der Vorteil dieser Konfiguration besteht darin, dass aufgrund der parallelen Strahlen zwi-
schen Objektiv und Tubuslinse dort weitere optische Elemente wie z. B. Filter, Strahlteiler,
Polarisatoren usw. eingesetzt werden konnen, ohne dass die Qualitéit der optischen Abbil-
dung beeintrichtigt wird. Auflerdem kann der Fokuspunkt mittels einer Verschiebung des
Objektivs anstelle einer Bewegung des Objekts eingestellt werden, wie bei vielen inversen
Mikroskopen iiblich [Keller95].

Um die Probe in Abb. 2.3 im Durchlicht, d.h. von links, zu beleuchten, ist auf der
dem Objektiv gegeniiberliegenden Seite der Probe eine Kondensorlinse eingesetzt. Die
einfachste Moglichkeit, eine moglichst intensive und gleichmiflige Beleuchtung zu erzielen,
wére eine Lichtquelle im Brennpunkt der Kondensorlinse. Dies hétte jedoch zur Folge, dass
benachbarte Punkte auf der Probe durch teilweise kohérentes Licht beleuchtet wiirden,
was eine Verringerung der Auflésung nach sich ziehen wiirde. Aus diesem Grund sollte die
Beleuchtung der Probe moglichst inkohdrent erfolgen, sieche auch Abschnitt 2.3.4.

In der Praxis werden daher meist zwei Arten von Beleuchtung verwendet: Bei der kri-
tischen Beleuchtung wird durch die Kondensorlinse direkt auf dem Objekt ein Bild der
Lichtquelle erzeugt, wie in Abbildung 2.4(a) gezeigt. Die Lichtquelle sollte dabei moglichst
homogen beschaffen sein, da ansonsten das entstandene Bild durch Unregelméfigkeiten be-
eintrichtigt sein kann. Die in Abb. 2.4(b) gezeigte Anordnung der Kéhler-Beleuchtung,
in der eine weitere Hilfslinse und eine ausgedehnte Lichtquelle benutzt wird, vermeidet
diesen Nachteil. Obwohl jeder Punkt der Quelle paralleles und kohérentes Licht unter ei-
nem bestimmten Winkel erzeugt, ist die Gesamtstrahlung von allen Punkten der Quelle

<f2>|

Objektiv  Filter  :Strahl- |  Tubus-  Zwischen-  Okular Auge
iiteiler ~  linse bild

Abbildung 2.3: Abbildungs-Strahlengang eines konventionellen Mikroskops mit auf unendlich ge-
rechneten Objektiven (schematisch). Im Bereich zwischen Objektiv- und Tubuslinse verlaufen die
Strahlen parallel, so dass dort weitere optische Elemente wie z. B. Filter und Strahlteiler eingesetzt
werden konnen.
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(a) (b)

. Probe
Licht-

quelle Kondensor quelle

Hilfslinse Kondensor

Abbildung 2.4: Arten inkohérenter Beleuchtung. (a) kritisch; (b) nach Kéhler.

zusammengenommen beinahe vollstdndig inkohédrent. Der Grund dafiir liegt in den zufillig
verteilten Phasen und unterschiedlichen Ausbreitungsrichtungen der einzelnen Wellen, wel-
che sich an jedem Punkt des Objekts mit verschiedenen Phasendifferenzen iiberlagern. Das
Objekt befindet sich in der Ndhe des von der Kondensorlinse erzeugten Bildes der Hilfs-
linse. Man kann davon ausgehen, dass die Hilfslinse selbst bei ungleichméBiger Helligkeit
der Lichtquelle gleichméfig ausgeleuchtet wird.

Anstelle im Durchlichtmodus kann die Probe auch durch das Objektiv im Auflichtmodus
beleuchtet werden. Mikroskope mit dieser Art von Beleuchtung werden Epifluoreszenz-
Mikroskope genannt. Der Strahl der Lichtquelle bzw. das Anregungslicht wird dabei
im Bereich des Strahlengangs zwischen Objektiv und Tubuslinse iiber einen dichroiti-
schen Strahlteiler eingekoppelt, wie in Abb. 2.3 gezeigt. Die Objektivlinse wirkt dann
gleichzeitig als Kondensorlinse, und der Strahlteiler muss so spezifiziert sein, dass er die
entsprechenden, aufgrund der Stokes-Verschiebung gegeniiber der Anregung verschobenen
Emissionswellenlédngen der Fluoreszenzfarbstoffe transmittiert.

2.2.3 Abbildungsfehler

Reale Linsen erzeugen bei der Abbildung Fehler, die sich nicht im Rahmen der paraxia-
len Naherung beschreiben lassen. Trotzdem sollen an dieser Stelle die wichtigsten Fehler
aufgrund ihrer groflen Bedeutung fiir die Praxis kurz dargestellt werden. Ausfiihrlichere
Darstellungen finden sich in [Kingslake78] und [Welford86].

Monochromatische Aberrationen

Idealerweise sollte eine Linse bei der Abbildung eines leuchtenden Punktobjekts eine
sphérische Wellenfront erzeugen, die genau in einem Punkt der Bildebene zusammenliuft.
Die Position dieses Punktes innerhalb der Ebene wére mit der Objektposition linear durch
die Vergroflerung V' verkniipft. Die Abweichungen von dieser Idealsituation lassen sich
einteilen in Aberrationen, welche die Positionen der Bildpunkte verdndern, und in Ab-
bildungsfehler, die die Abnahme der Schéirfe der Bildpunkte beschreiben (vgl. Abschnitt
2.3.4). Zu ersteren gehort die Bildfeldwilbung, welche beschreibt, wie weit vor oder hinter
der idealen Bildebene die Bildpunkte zu finden sind, sowie die Verzeichnung, die die Ab-
weichungen von einer gleichméfligen Vergroferung angibt. Diese Fehler hdngen sowohl von
der Position des abzubildenden Objektpunkts (z,y, z) als auch von Linseneigenschaften
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wie z. B. Linsendurchmesser ab.

Die Abweichungen der realen, von der Linse erzeugten sphérischen Wellenfront von der
idealen, in genau einem Punkt konvergierenden Welle lassen sich mit einer Funktion A
beschreiben. Diese Funktion lisst sich in eine Kombination von Radial- und Winkelfunktio-
nen aufspalten, also A = A(p, ). Seien (p, #) die Koordinaten in der Linsen-Mittelebene,
dann ist die sphérische Aberration, welche die ,, Verschmierung® eines Bildpunktes auf-
grund der zusétzlichen Beriicksichtigung achsferner Strahlen beschreibt, darstellbar als

A(p, ) = Ap*. (2.9)

Wird ein Objektpunkt lateral um z, d.h. in Richtung senkrecht zur optischen Achse
versetzt, ergibt sich ein zusétzlicher Term proportional zu z, das Koma:

A(p,0) = Bzp® cosb. (2.10)

Die spharische Aberration kann fiir Objekte innerhalb der Brennweite durch Addieren
einer geeigneten Konstante zu beiden inversen Kriimmungsradien 1/ und 1/ry der Lin-
se reduziert werden (,Verbiegen“ der Linse, vgl. Gl. (2.7)). Fiir weit entfernte Objekte
empfiehlt es sich dagegen, beinahe plankonvexe Linsen zu verwenden und diese so zu ori-
entieren, dass die flache Seite zum Bild hin zeigt. So wird die Lichtbrechung weitgehend
gleichméfig zwischen beiden Oberflichen aufgeteilt. Beispielsweise ergibt sich bei einem
Brechungsindex der Linse von 1,6 die beste Reduzierung der sphérischen Aberrationen fiir
ro/r1 = —12 [Lipson97].

Fiir die Vermeidung von sphérischer Aberration und Koma gibt es eine allgemeine Be-
dingung: Sei #; der Winkel zur optischen Achse, unter dem ein Strahl das Objekt verlasst,
und 62 der Winkel, unter dem dieser Strahl im Bildpunkt konvergiert. Gilt auflerdem fiir

alle Strahlen
sin 6y

o, konstant, (2.11)

so treten weder sphérische Aberration noch Koma auf. Diese Beziechung wird Abbe‘sche
Sinusbedingung genannt. In den meisten Féllen ist damit eine beziiglich der Mittele-
bene asymmetrische Linsenform verbunden. Bildverzerrungen sind dagegen am kleinsten
bei Linsensystemen, die symmetrisch um ihre Mittelebene sind. Eine moglichst optimale
Abbildung bedingt daher oftmals ein Sytem aus kombinierten Linsen.

Chromatische Aberrationen

Die Brechkraft bzw. Brennweite einer Linse hingt nach Gl. (2.7) von ihrem Brechungsindex
n ab. Aufgrund der Dispersion ist n wiederum von der Wellenldnge abhingig: n = n(\).
Im sichtbaren Bereich ist n(\) eine streng monoton fallende Funktion, deren Werte vom
Material abhéngen. Die resultierenden Bildverzerrungen bei der Abbildung mit mehreren
Wellenléingen kénnen umgangen werden, indem in einer Kombination aus mehreren Linsen
die Kriimmungsradien r so gewdhlt werden, dass die Brennweiten fiir zwei oder mehrere
Wellenldngen gleich sind.

In seiner einfachsten Ausfithrung besteht ein solches System aus zwei Linsen mit den
Kriitmmungsradien 1, r9 und s, so und wird achromatisches Dublett bzw. Achromat ge-
nannt. Die Brechungsindexvariation n()) fir jedes Glas wird durch seine Brechzahlkurve
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beschrieben. Fiir optische Syteme im Sichtbaren ist sie definiert durch

ny — Ny

w= (2.12)

ny — 1 ’
dabei sind n,, ny und n; die Brechungsindizes fiir rotes, gelbes und blaues Licht; iiblicher-
weise werden die Wellenldngen 656,3 nm, 587,6 nm und 486,1 nm verwendet. Der Kehr-
wert von w wird auch als Abbezahl bezeichnet und ist in Tabellen fiir optisches Material

zu finden. Man kann zeigen, dass die Brennweiten fiir rotes und blaues Licht gleich sind,

falls
1 1 1 1

(npr — ) (— — =) + (g — ) (— — =) =0 (2.13)
gilt [Lipson97], wobei die Indizes F' und K die am meisten verwendeten Gliser fiir chro-
matische Korrekturen, Flint- und Kronglas, bezeichnen. Gleichung (2.13) kann durch die

jeweiligen Brennweiten fiir gelbes Licht fr und fx ausgedriickt werden:

Wr WK

—+ — =0, 2.14

fr [k (214)
die gemeinsame Brechkraft ist dann

1 1 1

-—=—+ —. 2.15

P T (215)

Die Gleichungen (2.14) und (2.15) legen nur zwei der vier Kriimmungsradien fest. Damit
verbleiben zwei Freiheitsgrade, welche z. B. in Achromaten dazu verwendet werden kénnen,
zusitzlich die sphirische Aberration zu korrigieren [Lipson97]. Trotzdem ist selbst bei mo-
dernen Hochleistungsobjektiven die Fokuspunktverschiebung nicht vollstindig korrigiert.
Bildet man punktférmige Objekte, welche mit zwei Farben gleichzeitig markiert sind, in
den Bildraum ab, haben die Bilder in beiden Farbkanilen meist unterschiedliche Positio-
nen. Deren Abstinde bzw. die chromatischen Verschiebungen in axialer Richtung,
d. h. in Richtung der optischen Achse, konnen, je nach Emissionswellenlédnge der Farbstoffe,
grofer als 200 nm sein [Edelmann00].

Die Effekte der chromatischen Aberration beschréinken sich nicht ausschlieflich auf Ver-
schiebungen in axialer Richtung, sondern bewirken auch eine Verzerrung der Abbildung in
lateraler Richtung, d. h. senkrecht zur optischen Achse [Edelmann00]. Diese chromatischen
Verschiebungen sind zwar mit einigen zehn Nanometern wesentlich kleiner, miissen jedoch
genauso wie die axialen Verschiebungen in Hochprézisions-Distanzmessungen beriicksich-
tigt und mittels Bildverarbeitungsalgorithmen korrigiert werden, siehe auch Abschnitt 2.4.

2.2.4 Aplanatische Objektive

Unter einer aplanatischen Sphére versteht man ein optisches System, bei dem auch bei
der Abbildung von Strahlen mit grofien Einfallswinkeln zur optischen Achse weder sphéri-
sche Aberrationen noch Koma auftreten [Lipson97]. Thre Funktion lisst sich vollstéindig mit
dem Snellius’schen Brechungsgesetz erkliren. Sie kommt hauptsichlich in Hochleistungs-
objektiven zur Anwendung (auch in dieser Arbeit), und die mit ihr erreichbare Auflésung
liegt in der Nahe der theoretischen Grenze fiir optische Systeme, siehe auch Abschnitt
2.3.4.
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Zum Verstéindnis der aplanatischen Sphére betrachte man ein Objekt im Innern ei-
ner Kugel am Punkt A, dessen Abstand vom rechten Vertex V' der Kugel u = —r —r/n
betrigt, wie in Abbildung 2.5(a) gezeigt. Wendet man auf das Dreieck ACP den geome-
trischen Sinussatz an, sieht man, dass sin/3/sina = 1/n gilt. Nach dem Snellius’schen
Brechungsgesetz ist auch sin 3/ siny = 1/n, also a = 7. Damit sind die Dreiecke ACP und
PCA’ shnlich, und es folgt A’C//r = r/(r/n). Das bedeutet, dass immer gilt

AV =AC+r=r(n+1). (2.16)

Aus diesem Grund erscheinen alle Strahlen, die von einem Punkt mit dem Abstand r/n
vom Zentrum der Kugel mit Radius r ausgehen, als stammten sie von einem Punkt der
Entfernung nr vom Kugelmittelpunkt. Dieser Sachverhalt gilt fiir alle Einfallswinkel, da in
der Rechnung keine Néherungen angewendet wurden. Die beiden méglichen Brennweiten
fiir den Innen- und Auflenraum sind gegeben durch f; =r/(n — 1) und fo = rn/(n —1).
Wird die Kugel an einer Fliche abgeschnitten, die zwischen dem inneren aplanatischen
Punkt A und V liegt, das Objekt in den Punkt A gebracht und in eine Fliissigkeit einge-

(@

A‘
(b) )
Ol, N = Ng e
____<_.—_f_—_ _________ L i IR SRR > z

Abbildung 2.5: (a) Aplanatische Punkte A, A’, C, V und P einer Kugel mit Radius r, gezeich-
net fir n = 1,5; (b) Abbildung eines Objekts innerhalb einer Ol-Immersionsschicht in einem
aplanatischen Objektiv. Dargestellt ist die Anwendung des aplanatischen Prinzips in zwei aufein-

anderfolgenden Schritten. O: Objekt, I, Is: Bilder.
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bettet, welche moglichst den gleichen Brechungsindex wie Glas hat (oft wird Zedernholzol
verwendet), lasst sich eine perfekte Abbildung erreichen, siehe Abb. 2.5(b). Ein solches Ol-
Immersionssystem kommt bei fast allen héchstauflosenden Mikroskopen zum Einsatz
und bietet zusétzlich den Vorteil, dass die Auflésung aufgrund der kleineren Wellenldnge
im Vergleich zu Luft zunimmt.

Die Strahlen der aplanatischen Sphéire kénnen durch eine weitere , verbogene“ Linse
abgebildet werden. Das Bild I; der ersten, inneren aplanatischen Sphére befindet sich
dabei im Kriimmungsmittelpunkt der ersten konkaven Fliche der Linse, welche als dufiere
aplanatische Sphére wirkt und das virtuelle Bild I5 erzeugt. Dieses Bild wird durch eine
weitere relativ schwache Sammellinse ins Unendliche abgebildet.

Abbildungsfehler konnen dadurch entstehen, dass Punkte abgebildet werden, die nicht
auf der aplanatischen Sphére liegen. Aufilerdem kann ein nicht optimal angepafiter Bre-
chungsindex des Immersionsmediums die Abbildung stéren und den Fokuspunkt verschie-
ben. Bei der Verwendung von Wasser als Immersionsfliissigkeit (interessant fiir Untersu-
chungen an lebenden Zellen) ist zudem auf eine sehr exakt definierte Deckglasdicke zu
achten, da das in Wasser befindliche Glas zwischen dem Objekt und der Objektivlinse
aufgrund des Brechungsindexunterschiedes einen Strahlversatz bewirkt, der sehr genau
korrigiert werden muss.

2.3 Bildentstehung

Die geometrische Optik ist nur solange zur Beschreibung der Bildentstehung geeignet,
wie die Grofle der abgebildeten Gegenstinde die Wellenldnge deutlich iibertrifft. Bei der
Abbildung kleiner Gegenstiande, also vor allem in der Mikroskopie, tragen jedoch Beu-
gungseffekte wesentlich zur Entstehung des Bildes bei. Es folgt deshalb zun&chst eine
kurze Betrachtung elektromagnetischer Wellen und des Beugungsbildes eines Objekts bei
der Abbildung durch eine Linse. Daraus lisst sich die Punktbildfunktion als wichtiges
Charakteristikum optischer Mikroskope und bedeutendes Kriterium zur Bestimmung der
Auflésung herleiten. Das in der Bildebene entstandene Bild wird schliellich mittels De-
tektoren abgetastet und digitalisiert, wobei eine weitere Reduktion der Objektinformation
stattfindet.

2.3.1 Elektromagnetische Wellen

Die Behandlung elektromagnetischer Wellen beschréinkt sich hier auf die Beschreibung in
Vakuum bzw. Luft und Glas, d. h. die freie Ladungs- und Stromdichte sowie die elektrische
Leitfahigkeit sind identisch null. Aulerdem wird ein lineares und homogenes Medium
vorausgesetzt. Damit hingen die magnetische Induktion B und das Magnetfeld H sowie
die dielektrische Verschiebung D und das elektrische Feld E zusammen iiber

B = pyuoH, D =¢€.¢E, (2.17)
dabei sind pg bzw. €y die Induktions- bzw. Dielektrizitatskonstante und u, bzw. €, die

relative Permeabilitdt bzw. relative Dielektrizitdtskonstante. Fiir diese Situation lauten
die Maxwell-Gleichungen [Nolting92]:
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divE = 0, divB = 0,

. . (2.18)
rotE = -B, rotB = eeourpioE.

Diese Gleichungen stellen ein gekoppeltes System von linearen, partiellen und homoge-
nen Differentialgleichungen erster Ordnung fiir die Felder E und B dar. Sie lassen sich
fiir jede Komponente von E und B in die homogene Wellengleichung iiberfiihren
[Nolting92]:

2
(A _ %%) b(r, 1) = 0. (2.19)

Die Konstante u hat die Dimension einer Geschwindigkeit und l4sst sich mit der Licht-
geschwindigkeit in dem betreffenden, durch €, und p, charakterisierten Medium identi-

fizieren:
1
U = —— =

c
V Er€ofr [ho n
n = /€rfir. (2.21)

Die Differentialgleichung (2.19) besitzt mehrere Losungen, die die Ausbreitung elektro-
magnetischer Wellen beschreiben. Eine Klasse von Losungen beschreibt die Ausbreitung
ebener Wellen wie z. B. parallele, auf eine Linse zulaufende Lichtstrahlen (hier und im
Folgenden wird nur die Teillosung fiir das E-Feld von 1) betrachtet):

E(r,t) = Bye!kT—t+e), (2.22)

Hierbei gibt der Wellenvektor k mit k = 27/ die Ausbreitungsrichtung der Welle an,
und die Kreisfrequenz w ist iiber w = 27v mit der Frequenz v verkniipft. Fiir die Pha-
sengeschwindigkeit bzw. Ausbreitungsgeschwindigkeit der Welle gilt u = w/k (vgl. Gl
(2.19)), ¢ gibt die Phasenlage bzw. Phase der Welle relativ zum Koordinatenursprung an.
Aus Gl (2.19) folgt auch, dass es sich um eine transversale Welle handelt, da E immer
senkrecht auf B steht und beide wiederum senkrecht auf k stehen. Linear polarisierte
Wellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sich der Vektor Eg in Gl. (2.22) zeitlich nicht
veréndert, z. B. indem E, = konst. und E,, E, = 0.

Eine weitere wichtige Klasse von Losungen von Gl. (2.19) sind Kugelwellen. Dieser

Gestalt sind z. B. Wellen, die konvergierende Lichtstrahlen nach dem Durchgang durch
eine Linse beschreiben:

(2.20)

mit dem Brechungsindex

1 .
E(r,t) = Bg=¢'(kr—wite), (2.23)
T

Fiir den Wellenvektor, die Kreisfrequenz, die Phasengeschwindigkeit und die Phasenlage
gelten die gleichen Beziehungen wie fiir ebene Wellen; ebenso handelt es sich hier um trans-
versale Wellen. Die Wellenfronten, d. h. Punkte gleicher Phase bzw. gleichen E-Wertes
liegen allerdings nicht auf parallelen Ebenen, sondern auf konzentrischen Kugelflichen mit
Radius 7. Die Amplitude nimmt mit wachsendem Abstand vom Ursprung geméif 1/r ab.
Detektoren wie z.B. CCD-Kameras messen nicht die Grofle des elektrischen Feldes,
sondern die Intensitédt I des Lichts bzw. deren zeitliches Integral. Die Intensitit der
Welle ist mit der Amplitude Eq verkniipft iber [Nolting92]
1 (€€

08 = 5 o
T

k
|E0|2E. (2.24)
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In theoretischen Abhandlungen wird Gl. (2.24) auch als zeitlich gemittelte Energiestrom-
dichte bezeichnet.

Beim Ubergang einer elektromagnetischen Welle von einem Medium in ein anderes, z. B.
beim Durchgang einer Welle durch eine Linse, kommt es zu Reflexions- und Brechungsef-
fekten. Auch diese Effekte lassen sich aus den Maxwell-Gleichungen unter Beriicksichtigung
geeigneter Randbedingungen berechnen. Diese Bedingungen bestehen im wesentlichen aus
der Forderung, dass die Komponenten von E und H parallel zur Oberfliche auf beiden
Seiten gleich sein miissen, entsprechend die Normalkomponenten von D und B. Insbe-
sondere lassen sich das Brechungsgesetz von Snellius, das Verschwinden der Reflexion von
parallel polarisiertem Licht unter dem Brewster- Winkel sowie die Totalreflezion beim Uber-
gang einer Welle in ein Medium mit kleinerem Brechungsindex herleiten. Aulerdem kann
die teilweise Reflexion von Licht an einer Grenzfliche richtig beschrieben werden. Beim
Durchgang des Lichts durch ein Linsensystem wiirden diese Reflexionen die Lichtintensitit
deutlich schwichen, daher sind die Glasoberflichen von Linsen oft durch das Aufbringen
von reflexmindernden Schichten vergiitet.

2.3.2 Abbildung durch eine begrenzte Linse

Bei der Abbildung durch eine Linse treten an den Réndern der Linse bzw. an den Réndern
der Linsenfassung Beugungseffekte auf, die sich mit der Fraunhofer-Beugung beschrei-
ben lassen. Die Fraunhofer-Beugung ist im Gegensatz zur Fresnel-Beugung durch eine
beziiglich der lateralen Koordinaten (z,y) linearen Verdnderung der Phase des Lichts cha-
rakterisiert. Experimentell bedeutet dies, dass sowohl die Lichtquelle als auch das Bild
unendlich weit vom abzubildenden Beugungsobjekt entfernt sein miissen. Darum werden
Beugungseffekte hier nur naherungsweise, aber fiir die meisten praktischen Zwecke trotz-
dem ausreichend beschrieben.

Betrachtet wird ein bei z = —g befindliches Beugungsobjekt, charakterisiert durch
die Amplitudentransmissionsfunktion f;(z,y), wie in Abbildung 2.6 gezeigt. Die von
links ankommende Lichtwelle breitet sich parallel zur z-Achse aus, d. h. die Wellenfronten

y
Beugendes A
Obijekt
zZ=-g \
P(x,¥,2)
z-
Q 1

Wellenfront __|
k1X+ k2y+ k32= 0

Abbildung 2.6: Zur Fraunhofer-Beugung an einem zweidimensionalen Objekt. Die Objektebene
steht senkrecht auf der Zeichenebene.
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stehen senkrecht auf der z-Achse, und das gebeugte Licht wird von einer diinnen Linse der
Brennweite f gesammelt, die sich in einer zur z-Achse senkrechten Ebene befindet.

Alle Lichtwellen, die die Beugungsebene bei z = —g unter einem bestimmten Winkel
verlassen, werden von der Linse in einem Punkt der Brennebene fokussiert. In der Abbil-
dung sind z. B. die Strecken X B, QA und Y C parallel und konvergieren jeweils im Punkt
P. Daher ist die Amplitude des Lichts in P gleich der Summe der Amplituden der von
X, Q, Y ... ausgehenden parallelen Lichtwellen, jeweils mit dem passenden Phasenfaktor
exp(ikXBP) versehen. Dabei bedeutet XBP die optische Wegliinge von X nach P iiber
den Ort B in der Linse.

Die Amplitude im Punkt X der Ebene mit den Koordinaten (z,y, —g) ist gleich der
Amplitude der einfallenden Welle (hier auf 1 gesetzt) multipliziert mit der Transmissions-
funktion f;(z,y). Fiir die Berechnung des optischen Wegs XBP lisst sich das Fermat’sche
Prinzip anwenden. Danach sind alle optischen Wegldngen von verschiedenen Punkten auf
einer Wellenfront zum Brennpunkt gleich lang. Die Richtung von X B, QA, ... ist identisch
mit dem Normalenvektor k = (ki, k2, k3) mit |k| = 1, der die Richtung der Wellenfronten
bestimmt. Das heifit, die durch @) gehende und in P fokussierte Wellenfront ist gegeben
durch

kixz + koy + ksz =0, (2.25)

und alle optischen Wege innerhalb dieser Wellenfront von Z, @, ... nach P sind gleich.
Wenn k5 den Richtungskosinus zwischen dem Normalenvektor und der y-Achse darstellt,
dann ist ZX = ky - QX = ky -y, vgl. Abb. 2.6, entsprechendes gilt fiir die x-Achse. Man
kann also schreiben

ZX = ki + kay. (2.26)

Setzt man noch AP = k3 - z, folgt daraus
XBP = QA + k3z — kyx — koy. (2.27)

Die Gesamtamplitude in P lédsst sich nun bis auf einen konstanten, von der absoluten
Intensitdt abhingigen Faktor durch Integration von fi(z,y)exp(ikXBP) iiber das Beu-
gungsobjekt berechnen:

Eyp = eikm/// fe(m,y) e Rsz=kiz=kay) g gy 7. (2.28)

Da zeitliche Variationen des E-Feld-Betrags hier nicht von Belang sind, kann der Zeitanteil
~ exp(iwt) weggelassen werden (vgl. Gl. (2.24)).

Der Richtungskosinus ki bzw. ko ist identisch mit dem Sinus des Winkels 6, bzw. 0,
zwischen der Wellenfront und der x- bzw. y-Achse, d. h. k; = sin6, und ky = sin6,. Daher
kann die Position des Bildes P beschrieben werden, indem man die lateralen Bildkoor-
dinaten v = ki1k und v = kok sowie w = ksk fiir die axiale Richtung verwendet. Man
erhalt

Ey(u,v,w) :eikm/// fil,y)e! W =v =) qy dy dz. (2.29)

Wenn die Brennweite der Linse bekannt ist, kénnen die Bildkoordinaten von P(z',vy', 2')
beziiglich des Mittelpunkts O der Linse mit u, v und w verbunden werden. In der paraxia-
len Ndherung ist k3 = 1, also folgt fiir kleine Winkel

k‘l u k‘Q (%
/ = ] — / = ] — d / = — — . 2
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Zur Berechnung des lateralen Beugungsbildes konnen die Terme in Gl. (2.29), welche
w bzw. z enthalten, wegen des Fermat’schen Prinzips weggelassen werden. Gleiches gilt
fiir den Phasenfaktor exp(ikQA), da am Ort P nur die Intensitéit von Interesse ist. Damit
folgt fiir die Amplitude des elektrischen Feldes an der Stelle (u,v) [Lipson97]:

Eo(u,v) = [ [ fulw,g)e = d dy. (2.31)

Das Beugungsbild der Fraunhofer-Beugung ist also durch die zweidimensionale Fourier-
Transformation der Transmissionsfunktion f;(z,y) des Beugungsobjekts gegeben.

Um das Beugungsbild einer Linse zu berechnen, deren effektive Fliche z. B. durch eine
runde Blende mit Durchmesser 7y begrenzt wird, muff Gl. (2.31) iiber die Blendenéffnung
integriert werden. Dabei wird die Amplitudentransmissionsfunktion f; in der Blendenoft-
nung auf 1 und sonst auf 0 gesetzt. Es bietet sich an, Polarkoordinaten sowohl fiir
Punkte auf der Blende als auch im Beugungsmuster zu verwenden. Setzt man diese in
Gl. (2.31) ein, erhiilt man ein Integral, das mit Hilfe der Besselfunktion erster Ordnung
J1 gelost wird. Die Losung ist rotationssymmetrisch beziiglich der optischen Achse, d. h.
sie hiangt, sofern die Beleuchtung der Linse mit zur optischen Achse parallelen Strahlen
erfolgt und P auf der z-Achse liegt, nur noch vom Abstand ' zur optischen Achse ab.
Man erhélt schlieBlich zusammen mit Gl. (2.30)

2
Ilateral(p) = IO<2J;(p)> . (2.32)

Abbildung 2.7(a) zeigt den Verlauf von (2.32). p ist die generalisierte optische Koordinate

[Born83]:
2
p= —;\T —7}) 'l mit = /22 4 g2, (2.33)

dabei bezeichnet A die Wellenlénge. Das zugehorige Beugungsbild nennt man Airy-Schei-
be.

Eine qualitative Herleitung des axialen Beugungsbildes der Linse unter den gleichen
Bedingungen wie oben besteht darin, Gl. (2.29) zunéchst iiber die laterale Blendenffnung
zu integrieren. Dabei konnen u und v auf 0 gesetzt werden, da sich P auf der optischen
Achse befindet. Setzt man f; wie oben innerhalb der Blende auf 1, sonst auf 0, ergibt sich

Ey(w) = Wrg/eikzdz. (2.34)

Das Ergebnis dieses Integrals ist die Fourier-Transformierte F'(k) eines Rechteckpulses mit
der Breite b: F(k) = sin(kb/2)/(kb/2) = sinc(kb/2). Das heifit, das axiale Beugungsbild
kann als Fourier-Transformation eines Rechteckpulses auf der optischen Achse interpretiert
werden.

Eine ausfithrliche Herleitung der axialen Intensitatsverteilung kann in [Gu00] nachge-
schlagen werden. Als Ergebnis wird dort die folgende, in Abbildung 2.7(b) dargestellte

Funktion angegeben:
sin(g/4)\?
Taiai (q) = Io<7q(/qi )> (2.35)
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Abbildung 2.7: Intensititsverteilung im Fokus einer diinnen, durch eine runde Blende begrenzten
Linse. (a) innerhalb der Fokusebene, (b) entlang der optischen Achse. p, q: generalisierte optische
Koordinaten.

mit der generalisierten optischen Koordinate

2
_ 2mrg

q= v (2" = f). (2.36)

Es bleibt nochmals zu bemerken, dass die hier dargestellten Intensitétsverliufe nur
im Rahmen der paraxialen Ndherung gerechnet wurden. Trotzdem entsprechen sie ge-
messenen Intensitatsverlaufen auf der optischen Achse und in der Fokusebene relativ gut
[Bornfleth98b]. Eine weitere sehr ausfiihrliche Behandlung des Themas, auch unter Beriick-
sichtigung grofilerer Winkel, findet sich ebenfalls in [Gu00].

2.3.3 Punktbildfunktion

Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt, haben die Lichtwellenldnge und die Eigenschaf-
ten einer Linse groflen Einfluss auf die Intensitétsverteilung im Fokuspunkt. Vor allem der
effektive Radius bzw. der Linsendurchmesser und die Brennweite sind in diesem Zusam-
menhang entscheidende Grofien, wie (2.32) und (2.35) zeigen. Es stellt sich nun die Frage,
inwiefern sich diese Parameter auf das von der Linse erzeugte Bild auswirken.

Die Herleitung in Abschnitt 2.3.2 ging von einer mit parallelem Licht beleuchteten Lin-
se aus. Beim Abbildungs-Strahlengang eines Mikroskops liegt allerdings gerade die umge-
kehrte Situation vor, d.h. die Linse erzeugt ein Biindel paralleler Strahlen von einem im
Fokuspunkt auf der optischen Achse befindlichen, leuchtenden Objekt, vgl. Abb. 2.3. Die
Umkehrbarkeit optischer Strahlenginge erlaubt nun folgendes (Gedanken-)Experiment:
Das Objekt sei unendlich klein, und es wiirden nur die Strahlen aufgefangen, welche von
der Linse genau in Richtung der z-Achse gebiindelt wiirden. Wiirde man dann die ge-
messene Intensitit iiber dem Abstand des Objekts von der optischen Achse innerhalb der
Fokusebene und iiber seiner Entfernung auf der optischen Achse vom Fokuspunkt auftra-
gen, erhielte man dieselben Intensitétsverliufe wie in Abb. 2.7 dargestellt.
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Die laterale Intensitétsverteilung erhdlt man direkt als Bild, indem man alle parallelen
Strahlen (nicht nur die, die parallel zur optischen Achse verlaufen) mit einer weiteren Linse
z. B. auf einen Schirm abbildet. Die Grofle des Bildes hingt dann von den Brennweiten der
Linsen ab. Um den axialen Intensititsverlauf zu messen, muss man das Objekt jedoch, wie
oben angedeutet, relativ zur Fokusebene der ersten Linse, d. h. im Objektraum in axialer
Richung bewegen und die Intensitidten in der Bildebene der zweiten Linse bei verschie-
denen Objektpositionen z detektieren. Natiirlich kénnten hierbei auch an den Randern
der zweiten Linse Beugungseffekte entstehen, die beriicksichtigt werden miissten. Hat die
zweite Linse aber einen deutlich gréfieren Radius als die erste, tritt an ihren Réndern keine
Beugung mehr auf.

Das bedeutet, dass von einem punktférmigen Objekt kein punktférmiges Bild, son-
dern eine ausgedehnte Intensititsverteilung erzeugt wird. Dieser Intensitdtsverlauf heifit
Punktantwort und wird durch die Punktbildfunktion bzw. PSF (Point Spread Func-
tion = ,Punkt-Ausbreitungs-Funktion“) beschrieben. Damit wird die Abbildungseigen-
schaft eines optischen Systems charakterisiert, die durch Messung von im Vergleich zur
Wellenlidnge kleinen Objekten einfach bestimmt werden kann.

Gl. (2.32) und (2.35) sind also identisch mit der Punktbildfunktion h eines konventio-
nellen Mikroskops bzw. eines Epifluoreszenz-Mikroskops. In der Fokusebene gilt

(20 (p(r)))2
hevolr) = o (22 (2.37)
dabei bezeichnet r» den Abstand zur optischen Achse. Auf der optischen Achse ist
sin(q(z)/4) > ?
r= = , 2.
heoof) = ho (%2 257 (2.35)

hierbei gibt z den Abstand zum Fokuspunkt an. Die generalisierten optischen Koordinaten
p(r) und ¢(z) werden jetzt durch die Wellenlédnge A, den Brechungsindex n des Immersions-
mediums und die Numerische Apertur NA der Linse bzw. des Objektivs ausgedriickt
[Born83]:
2 2m NA?
p(r) = ;NA -r und q(z) = TWT - Z. (2.39)
Die Gleichungen (2.37) und (2.38) beschreiben eine Abbildung mit der Vergrofierung V' =
1. Allgemein kann die Vergrofierung beriicksichtigt werden, indem man 7 in (2.37) bzw.
(2.39) durch V und hg in (2.37) und (2.38) durch V? dividiert.

Die numerische Apertur ist neben der Vergroflerung die wichtigste Kennzahl eines Ob-
jektivs und bestimmt seine Auflésung (siehe unten). Die numerische Apertur berechnet

sich nach

NA:n-sinazn-Zc—o (2.40)
mit dem Radius ry der Objektivlinse und der Brennweite f des Objektivs. Der Winkel «
wird als halber Offnungswinkel des Objektivs bezeichnet. Moderne Ol-Hochleistungsobjek-
tive besitzen eine numerische Apertur von normalerweise 1,4 bei einem Brechungsindex
von n ~ 1,5.
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2.3.4 Auflésungsvermogen

Jedes Objekt lésst sich aus vielen einzelnen Punkten zusammensetzen, von denen jeder eine
Intensititsverteilung in die Bildebene projiziert, die der PSF entspricht. Das Bild entsteht
daher durch rdumliche Integration iiber alle Punktantworten [Jihne97]. Seien I'(r') die zu
den Objektpunkten konjugierten, d. h. ohne Abbildungsstérungen abgebildeten Bildpunk-
te, berechnet sich die Intensitit am Ort r also iiber die Faltung der Bildpunkte mit der
Punktbildfunktion h:

I(r) = / I'()h(r — ') = (I' % h)(r), (2.41)

dabei sei h nicht vom Ort r’ abhéingig. Diese Operation bewirkt eine ,, Verschmierung* des
Bildes und damit eine Reduzierung der Auflésung.

Es gibt kein universelles Kriterium zur genauen Bestimmung der Auflésung, je nach
Fragestellung und konkreten Rahmenbedingungen werden unterschiedliche Kriterien ver-
wendet. Oftmals betrachtet man die Abbildung von zwei dicht nebeneinander liegenden
punktformigen Objekten und definiert als Auflésung denjenigen minimalen Abstand, bei
dem die Objekte noch als getrennt wahrgenommen werden kénnen. Das bekannteste Kri-
terium hierfiir ist das Rayleigh-Kriterium fiir inkohdrent leuchtende bzw. emittierende
Objekte. Es definiert die Auflésung als den Abstand zweier Punkte, in dem sich das Maxi-
mum der PSF des einen Punktes an der Stelle des ersten Minimums der PSF des anderen
Punkts befindet. Die Funktion (2.37) hat ihr erstes Minimum bei der ersten Nullstelle der
Besselfunktion J;(p), d. h. bei p = 3,83. In axialer Richtung (Gl. (2.38)) befindet sich das
erste Minimim bei ¢ = 4x. Daraus folgt fiir den minimalen Abstand r,,;, in der Fokusebene
und 2, auf der optischen Achse

A
T'min = 0761@

Den entsprechenden Verlauf der Einzelintensitidten und der Gesamtintensitéit zweier in der
Fokusebene befindlicher Punkte zeigt Abbildung 2.8(a).

Alternativ bietet sich das Sparrow-Kriterium an. Es basiert auf der Eigenschaft
des menschlichen Auges, Intensitdtsunterschiede gut wahrnehmen zu kénnen [Lipson97].
Hierbei werden zwei gleich intensive Punkte dann als aufgelost betrachtet, wenn ihre ge-
meinsame Intensitdtsfunktion I entlang ihrer Verbindungslinie ein Minimum besitzt, also
d*Ig/dr? = 0. Fiir die laterale Richtung erhiilt man den Wert r,,;, = 0,48 - \/NA. Man
bekommt ein anderes Bild, wenn man nicht, wie bisher stillschweigend angenommen, von
zwel inkohdrenten, sondern von zwei kohdrenten Objekten bzw. Lichtpunkten ausgeht. In
diesem Fall miissen erst die Amplituden von beiden Objekten F; 5 addiert werden, und
dann wird die Summe quadriert, also I ~ (E; + E»)? und nicht I ~ E? + F3. Emit-
tieren beide Lichtquellen mit der gleichen Phase, liefert das Sparrow-Kriterium nun den
groferen Wert r,;,, = 0,73 - A/NA fiir die Auflésung in lateraler Richtung. Dies zeigt
die grofle Bedeutung von inkohdrenter Beleuchtung in der Mikroskopie. Sorgt man jedoch
dafiir, dass beide Objekte mit unterschiedlichen Phasen emittieren, kann die Auflésung in
einigen Fillen auch erhéht werden wie z. B. bei der in der Photolithographie verwendeten
Phasenmaske.

und  Zpin = 2——=. (2.42)

Im speziellen Fall der Fluoreszenzmikroskopie kann allerdings die Emission der Farb-
stoffe (auf diese kommt es ja an) selbst bei kohdrenter Beleuchtung als inkohérent an-
gesehen werden, so dass die Auflésung nur fiir den inkohérenten Fall betrachtet werden
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Abbildung 2.8: Uberlagerung der Bilder zweier punktformiger Objekte bei inkohirenter Beleuch-

p
tung mit einem Abstand, der (a) dem Rayleigh-Kriterium und (b) dem FWHM-Kriterium ent-
optische Koordinate.

spricht. Gestrichelt: Einzelintensititen; Durchgezogen: Gesamtintensitit. p: laterale generalisierte

muss. Der Grund liegt in der kurzen Kohérenzlinge von Fluoreszenzlicht (s. Gl. (2.1)), die
verhindert, dass sich in der Bildebene storende Interferenzen ausbilden kénnen.

Ein weiteres gebrauchliches Kriterium besteht darin, die Auflésung mit der sogenannten

FWHM innerhalb der Fokusebene

Halbwertsbreite der PSF (Full Width at Half Maximum, FWHM) gleichzusetzen, d. h.
mit ihrer Breite bei der halben Maximalintensitit. Ausgehend von Gl. (2.37) betréigt die

A
FWHMlateral,z:O = 0752
auf der optischen Achse folgt aus Gl. (2.38)

2.43
NA 3 ( )
nA
FWHMaxial,r:O = 1777—NA2 . (2.44)
Abbildung 2.8(b) zeigt die Intensitéitsverldufe von zwei Punkten in der Fokusebene im
Abstand FWHM tera1- Setzt man A = 550 nm, NA = 1,4 und n = 1,5 ein, erhélt man
eine laterale Auflosung von =

200 nm und in axialer Richtung ein Auflésungsvermogen
von =~ 750 nm. Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle, dass — unabhéngig davon,
axiale Auflésung.

welches Kriterium man verwendet — die laterale Auflésung ca. dreimal hoher ist als die

Man kann sich die durch die Faltung in Gl. (2.41) verursachte endliche Auflésung an-
hand der Abbildung einer periodischen Struktur veranschaulichen: Solange deren Wieder-

holungslinge bzw. Wellenlinge grofier als die Breite der PSF ist, treten keine wesentli-
chen, beugungsbedingten Abbildungsfehler auf. Bei kleineren Wellenldngen umfasst die
PSF aber mehr als ein lokales Maximum bzw. Minimum der Welle, und von Strukturen
mit sehr kleinen Wellenléingen wird schliefllich nur noch eine Fliche konstanter Intensitit
abgebildet. Diese Betrachtung zeigt die Bedeutung periodischer Strukturen auf und fithrt
hin zum Versténdnis der Abbildung im Fourier-Raum und zur Verwendung der optischen
Transferfunktion, sieche auch Abschnitt 2.3.5.
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Verbesserung der Auflésung

Aus den Betrachtungen iiber das Zustandekommen der Punktbildfunktion im Zusammen-
hang mit Gl (2.31) folgt, dass die laterale Punktantwort der Fourier-Transformierten
der Blendenoéffnung der Objektivlinse entspricht. Das bedeutet, dass durch Verdndern
der Blendenform die Punktbildfunktion modifiziert werden kann. Eine solche Technik
der rdumlichen Filterung ist die Apodisation. Eine mogliche Anderung der Blenden-
form besteht darin, dass Zentrum der Linse abzudecken, so dass die resultierende PSF
der Fourier-Transformierten einer Ringoffnung gleicht (quadrierte Bessel-Funktion 0. Ord-
nung JZ). Wendet man darauf das Rayleigh-bzw. das Sparrow-Kriterium an, findet man
Tmin = 0,38\/NA bzw. rpin = 0,35A/NA verglichen mit 7., = 0,61\/NA und 7., =
0,48\/NA [Lipson97]. Allerdings sind hierbei die Nebenmaxima bzw. Beugungsringe im
Vergleich zur lateralen PSF-Funktion (2.37) wesentlich stirker ausgeprégt, so dass diese
Methode wenig zur Anwendung gelangt. Ein weiterer Nachteil besteht in der Verringerung
der Bildintensitit, da nur die Randbereiche der Linse zum Photonenfluss beitragen. Die
Verwendung anderer Blendenformen beinhaltet dhnliche Schwierigkeiten.

Bis jetzt wurde zur Bestimmung der Punktbildfunktion von einer rdumlich gleichméfi-
gen, homogenen Beleuchtung des Objektraumes ausgegangen. Eine Folge dieser Homoge-
nitit bestand in der Unabhéngigkeit der PSF von der Lage des Objektpunktes. Modifiziert
man die Beleuchtung, d.h. die Form des Anregungslichtfelds im Objektraum, &ndern sich
die Abbildungseigenschaften des optischen Systems. Man beschreibt nun die Beleuchtung
bzw. Anregung durch die sogenannte Anregungs-PSF K, und die bisher diskutierte
Punktbildfunktion wird als Detektions-PSF hp bezeichnet. Nach [Lindek95] ist dann
die Gesamt-PSF h¢ gleich dem Produkt

ha(r) = hp(r) - hp(r). (2.45)

Das heifit, die Detektions-PSF hingt nur vom Detektionssystem ab, also hauptséchlich
vom verwendeten Objektiv, wihrend die Anregungs-PSF von der Form des Lichtfelds,
in dem sich das Objekt befindet, abhéingig ist. Alle bisher angestellten Betrachtungen
beziiglich der Punktbildfunktion bezogen sich auf ein System, dessen Anregungs-PSF
iiberall den Wert 1 besitzt. Daraus folgt, dass durch eine Modifikation der Form des Anre-
gungslichtfelds bzw. der Beleuchtung die Halbwertsbreite der Gesamt-PSF reduziert und
damit die Auflésung eines Mikroskops erhoht werden kann. Dieses Prinzip ist von fun-
damentaler Bedeutung fiir moderne Verfahren zur Verbesserung der Auflésung wie z. B.
die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM-Mikroskopie) oder die Methoden des so-
genannten , Point-Spread- Function- Engineering®. Auch in der in dieser Arbeit realisierten
Mikroskopie mit rdumlich modulierter Anregung fand dieses Prinzip Anwendung (siehe
Abschnitt 3.1.2).

Praktisch erreichbare Auflésung

In der Praxis verédndern viele Effekte, abgesehen von den oben durchgefithrten Niherungen
bei ihrer Berechnung, die Form der PSF und reduzieren damit die erreichbare Auflésung.
Zunichst ist die axiale Punktbildfunktion (2.38) aufgrund des Einflusses des Deckglases
meist nicht exakt symmetrisch [Hell93]. Eigenschaften der Probe und ihrer Umgebung
storen die Abbildung: Die verwendeten Ol-Immersionsobjektive sind meist auf Deckgliser
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und Ol mit einem Brechungsindex von n = 1,515 korrigiert (Zeiss), Einbettungsmedien
besitzen dagegen oftmals einen leicht unterschiedlichen Brechungsindex, z. B. Vectashield
Antifade mit n ~ 1,46 [Edelmann99a]. Hinzu kommen Brechungsindexvariationen hervor-
gerufen durch Strukturen innerhalb der Zellen. Bei schwach fluoreszierenden Objekten ist
die PSF aufgrund der Photonenstatistik zudem merklich verrauscht, d.h. das Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis fillt stark ab.

Auf der Geréteseite kommen zusitzliche Rauschanteile z. B. durch das Ausleserauschen
von CCD-Chips elektronischer Kameras hinzu. Eine mangelnde Digitalisierungstiefe kann
dazu fithren, dass nah beieinanderliegende Intensitdten nicht mehr unterschieden werden
konnen (vgl. Sparrow-Kriterium). Aulerdem erfolgt die Detektion der Lichtintensitat im-
mer nur an diskreten Punkten bzw. Flichen des Bildraums (Abtastweite), sieche dazu auch
Abschnitt 2.4. Trotzdem verschlechtert sich die tatsichliche Auflésung meist nicht um
mehr als das Zweifache gegeniiber dem theoretischen Limit, vorausgesetzt, alle Kompo-
nenten des optischen System sind optimal aufeinander abgestimmt.

2.3.5 Optische Transferfunktion

Die Faltung (2.41) ist eine relativ komplexe Operation. Aus diesem Grund kommt der
Fourier-Transformierten der Punktbildfunktion A(r), d. h. der optischen Transferfunk-
tion (OTF) h(k) grofie Bedeutung zu, denn nach dem Faltungstheorem entspricht eine Fal-
tung im Ortsraum einer einfachen Multiplikation komplexer Zahlen im Fourier-Raum. Das
heifit, die Bildentstehung wird dort durch eine Multiplikation der Fourier-Transformierten

I' des Objekts mit h(k) beschrieben:
Ir)=(I'«h)(r) < Ik)=1""h)(k). (2.46)

Die Behandlung des Abbildungsprozesses mit Hilfe der OTF bietet zudem oftmals einen
leichteren anschaulichen Zugang zu bestimmten Abbildungsphinomenen.

Die optische Transferfunktion ﬁ(k) gibt an, wie stark eine periodische raumliche Struk-
tur mit der Wellenlidnge A bzw. dem Wellenvektor k (|k| = & = 2w /) durch ein optisches
System iibertragen wird. h(k) = 1 bedeutet vollstéindige Transmission, ist h(k) = 0, wird
die entsprechende Struktur gar nicht abgebildet. Als Beispiel stelle man sich die Abbil-
dung eines Gitters mit der Gitterkonstante d = A = 500 nm durch ein Objektiv mit der
numerischen Apertur von 1,4 bei einer Wellenléinge von 550 nm vor. Nach dem FWHM-
Kriterium betrigt die Auflosung dann 200 nm, so dass das Gitter nahezu unverfilscht
abgebildet wird, also h(k = 2r/A) ~ 1. Von einem Gitter mit d = 150 nm wiire dagegen
kaum noch etwas zu sehen (h < 1).

Zur Herleitung der Gestalt der OTF bietet es sich an, zunéchst die Amplituden- Trans-
missionsfunktion zu verwenden [Heintzmann99]. Sie gibt an, mit welcher Stérke eine Welle
mit einer gegebenen Amplitude transmittiert wird. Betrachtet man ein mit der Wellenldnge
Ao kohérent emittierendes punktformiges Objekt, liegen alle kg-Vektoren des Emissions-
lichts im reziproken Raum auf einer Kugel mit Radius kg. Von diesen kénnen nur die von
einer Objektivlinse aufgefangen werden, die auf einer Kugelschale mit dem Offnungswin-
kel 2a (vgl. NA) liegen, wie in Abbildung 2.9(a) gezeigt. Wegen der Beschrinkung auf
eine Wellenldnge wird der Bereich auf der Kugelschale auch kohdrente OTF genannt. Die
maximale Raumfrequenz in lateraler Richtung betréigt 47 (sin o)/, in axialer Richtung ist
ks max = 2m(1 — cosa)/A. Die in Abb. 2.9(b) schematisch dargestellte OTF erhilt man
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Abbildung 2.9: Zur Herleitung der optischen Transferfunktion (OTF) einer Objektivlinse. (a)
Transmittierte k-Vektoren eines kohirent emittierenden, punktférmigen Objekts (kohirente
OTF); (b) OTF (schematisch). Aus dem ,,Missing Cone* werden keine riumlichen Strukturen
abgebildet.

durch Anwendung des Faltungstheorems. Das heifit, die OTF ist gleich der Autokorrela-
tion der Amplituden-Transmissionsfunktion, was der einfachen und fiir den inkohérenten
Fall zuldssigen Quadrierung der Amplitude im Ortsraum entspricht [Gustafsson95].

In drei Dimensionen entspricht die Form der OTF der Gestalt eines Donuts, jedoch
ohne in der Mitte ein Loch zu besitzen. Dort betrigt ihr Wert auch nahezu 1, d. h. alle
entsprechenden Strukturen werden beinahe fehlerfrei abgebildet. Weiter auflen bei grofie-
ren k-Werten fillt ihr Wert stark ab, so dass feine Strukturen nur noch unscharf abgebildet
werden. Rauschanteile im Detektionssignal kénnen diese Bereiche verdecken und zu einer
Reduzierung der maximal iibertragbaren Raumfrequenzen fithren und die Auflésung ver-
ringern. Der ,,Missing Cone“ (fehlender Kegel) fithrt zu dem interessanten Effekt, dass
Strukturen, die nur in axialer Richtung vorhanden und lateral weit ausgedehnt sind, z. B.
diinne Schichten senkrecht zur optischen Achse, nicht sichtbar gemacht werden kénnen.

Die oben beschriebene Zusammensetzung der Gesamt-PSF aus Anregungs- und Detek-
tions-PSF hat auch im Fourier-Raum Giiltigkeit. Fiir die Gesamt-OTF gilt also

ha(r) = hr(r) * hp(r), (2.47)
d.h. die Gesamt-OTF wird durch die Faltung der Anregungs-OTF mit der Detektions-
OTF gebildet [Cox82, Shaw95].
2.3.6 Abtastung und Digitalisierung

Der letzte Schritt der Bildentstehung besteht in der Detektion der Bildintensitéiten in
der Bildebene. Diese Detektion geschieht rdumlich nicht kontinuierlich, sondern nur an
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diskreten Punkten, d.h. der kontinuierliche Intensititsverlauf wird auf diskrete Elemente
einer Matrix transformiert.

Man betrachte zunéchst ein unendlich ausgedehntes, kontinuierliches Bild I(x), das auf
eine endliche, rechteckige M x N-Matrix I abgebildet wird. Die Orte auf I werden durch
Xmmn = M- Az -e;+n-Azy- ey beschrieben. Dabei gilt m = 0,1..M —1undn =0,1..N —
1, e; und ey sind Einheitsvektoren in x- und y-Richtung, und die Abstinde zwischen
den Punkten betragen Az bzw. Axy. Meist werden die Lichtintensitdten nicht genau an
den diskreten Punkten x,, , aufgenommen, sondern auf einer Fliche um sie herum wie
z. B. bei einer CCD-Kamera, welche aus einer Matrix von direkt nebeneinanderliegenden,
identischen Photodioden besteht. In der Bildebene wird I(x) also iiber die Fliche der
einzelnen Photodioden integriert [Jdhne97]. Die im Punkt x,,, ,, detektierte Intensitat I, ,
berechnet sich dann nach

(m+1/2)Az1  p(n+1/2)Axy
T = / / I(x) dzy das. (2.48)
(m—1/2)Az: J(n—1/2)Az>

Dies stellt eine Faltung mit einer Rechteckfunktion und eine Abtastung an den Gitter-
punkten dar. Im Allgemeinen wird das Bild dadurch unschérfer, und feine Details ge-
hen verloren. Im Fourier-Raum fithrt das zu einer Abschwéchung bei hohen k-Werten
bzw. Wellenzahlen. Bei der Bilddarstellung, z. B. auf einem Monitor, werden die einzelnen
Intensitétswerte I, , durch Pixel (Picture Elements) dargestellt, die entsprechend den
Photodioden einer CCD-Kamera angeordnet sind.

Die Transformation der I, , in den Fourier-Raum wird durch die Diskrete Fourier-
Transformation (DFT) bewirkt. Die resultierenden Elemente I, ,, des reziproken Git-
ters besitzen dabei die charakteristische Periodizitat

Ty = Luvkawin, (2.49)

wobei k und [ ganze Zahlen sind. Das bedeutet, dass sich die Spektren im Fourier-Raum
nach M bzw. N Elementen wiederholen, also (kM,(N) Translationsvektoren des rezipro-
ken Gitters sind. Daher begrenzt man den Wertebereich von u bzw. v genau wie fiir m
und n im Ortsraum auf Zahlen von 0 bis M — 1 bzw. N — 1.

Abtasttheorem

Durch die Periodiziét der Spektren im Fourier-Raum ist es nicht moglich zu entscheiden,
ob eine Intensitét IAW, dem zentralen Punkt des reziproken Gitters oder einer der Kopien
zugeordnet werden muss. Das Abtasttheorem stellt eine Eindeutigkeit her, indem es fordert,
dass das Spektrum der detektieren Wellenzahlen bzw. Raumfrequenzen auf den Bereich
um den Ursprung des reziproken Gitters beschrinkt bleibt. Wenn kg;ier der kleinste von
Null verschiedene Translationsvektor des reziproken Gitters ist (vgl. Gl. (2.49)), diirfen
im Bild also keine grofieren Frequenzen als kyap = kgitter /2 vorkommen. Dies lisst sich

schreiben als -

kmam S E, (250)

hierbei folgt die Abtastweite Az im Ortsraum aus kgiger = 27/Az. Das heifit, eine
periodische Struktur wird nur dann korrekt abgebildet, wenn pro Wellenlinge minde-
stens zwei Abtastpunkte gesetzt sind. Die maximal ohne Fehler abtastbare Wellenzahl
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kmaz wird Nyquist- Wellenzahl genannt. Die Aufiésung im Fourier- bzw. Wellenzahlraum
wird im Gegensatz zur Ortsauflésung nicht von der Abtastweite bestimmt, sondern von
der Anzahl der in x- bzw. y-Richtung vorhandenen Pixel, also Ak; = 27 /(M Ax) bzw.
Akz = 27T/(NA:I}2).

Um aus Gl. (2.50) eine Bedingung fiir eine geeignete Abtastweite Az in der Mikroskopie
zu erhalten, wihlt man die maximale Wellenzahl k., so, dass sie der Auflésung des
optischen Systems entspricht. Bei Verwendung des FWHM-Kriteriums (2.43) bzw. (2.44)
bedeutet das kp,q; = 2/ FWHDM, so dass fiir die Abtastweite folgt

1
Az < SFWHM, (2.51)

d. h. der Abstand der Detektoren sollte hochstens halb so grofl wie die Halbwertsbreite der
Punktbildfunktion sein.

Bei der Abbildung von Strukturen mit Wellenzahlen, die grofier als die Nyquist-Wellen-
zahl sind, geht nicht nur Information verloren, sondern es treten sogar Bildverfilschun-
gen auf. So erzeugt ein Abbilden von Objekten, deren Raumfrequenzen nur wenig grofier
als kpqe sind, kiinstliche Strukturen im Bildraum mit wesentlich kleineren Wellenzahlen
(Moiré-Effekt). Eine genauere Betrachtung zeigt auBerdem, dass im oben genannten Bei-
spiel der Abtastung mit einer CCD-Kamera (Standardabtastung) das Abtasttheorem nicht
exakt erfiillt ist [Jahne97]. Daher sollte fiir eine korrekte Bildaufnahme die Abtastweite
Az immer deutlich kleiner als nach Gl. (2.51) sein.

Die Weiterverarbeitung der Bilddaten mit einem Computer bedingt aufler der oben
beschriebenen Detektion an diskreten Orten, dass aufgrund der Digitalisierung auch die
gemessenen Intensititswerte selbst nur diskrete Werte annehmen kénnen. Die kontinuier-
lichen Intensitdten I werden bei dieser Quantisierung durch eine der () Quantisierungs-
stufen i; ersetzt, also I — 1g,%1,...,409—1. () ist meist eine gerade Zweierpotenz und gibt
die Digitalisierungstiefe an. Sie richtet sich nach der Anzahl der pro Quantisierungsstufe
verwendeten Bits, d.h. Q = 28,210 ..

Sind die Abstdnde A4 zwischen den Digitalisierungsstufen identisch, und sind alle I-
Werte gleich wahrscheinlich, gilt fiir die Varianz aufgrund der Quantisierung [Jihne97]

1 1j+Ai/2 1
2 - \2 N2
A I —14)%dl = —(A 2.52
Uj A/& /iin/? ( 7’]) d 12( 7’) 9 ( 5 )

es wird also immer dasjenige i; gewéhlt, das am néchsten bei dem tatséchlichen Inten-
sitdtswert I liegt. Die Standard-Abweichung o; entspricht etwa 0,3 mal dem Abstand der
Quantisierungsstufen Az, und der maximale Fehler betriagt die Hélfte der Differenz zwi-
schen zwei Quantisierungsstufen. Durch Mittelwertbildung nach N Mehrfachmessungen
kann der Fehler auf o;/ V'N reduziert werden, die Genauigkeit der Messung kann also
auch grofer sein als durch die Quantisierungsstufen vorgegeben.

Die absolute Genauigkeit wird durch systematische Fehler beschrinkt. Die grofite Feh-
lerquelle besteht in der Ungleichméfigkeit der Quantisierungsstufen; bei realen Analog-
Digital-Wandlern koénnen diese Abweichungen bis zur Hilfte des nominellen Quantisie-
rungsintervalls betragen.
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2.4 Spektrale Prizisions-Distanzmikroskopie

Das Ziel der Spektralen Prézisions-Distanzmikroskopie (SPDM) besteht darin, mit Hil-
fe der gemessenen quantisierten Bildintensitdten I die Distanzen zwischen Markern im
Objektraum moglichst genau zu bestimmen. Werden fiir diese Marker unterschiedliche
spektrale Signaturen verwendet, d.h. besitzen die Objekte unterschiedliche, vom Detek-
tionssystem trennbare Fluoreszenzspektren, kénnen die gemessenen Distanzen deutlich
kleiner als die Auflosungsgrenze sein. Alternativ konnen auch unterschiedliche Fluores-
zenzlebensdauern zur spezifischen Detektion der Marker verwendet werden. Die folgenden
Betrachtungen beschrinken sich auf punktformige Objekte, deren Ausdehnung deutlich
unterhalb der Wellenldnge A liegt, da nur diese im Rahmen von topologischen Untersu-
chungen des Zellkerns unterhalb der Auflésungsgrenze von Interesse sind.

2.4.1 Lokalisation

Voraussetzung fiir die Distanzbestimmung ist die Lokalisation, also die Bestimmung der
Positionen der Objekte. Man kann zwei unterschiedliche Verfahren der Lokalisation unter-
scheiden: die modell- und die schwerpunktbasierte Lokalisation.

Modellbasierte Lokalisation

Bei der modellbasierten Lokalisation werden bestimmte Annahmen beziiglich des von ei-
nem Objekt gemessenen Intensitétsverlaufs getroffen. Anhand dieser Annahmen wird ein
Modell in Gestalt einer Funktion aufgestellt; die Funktion enthélt dabei mehrere Parame-
ter wie z. B. Objektposition, Halbwertsbreite, Maximalintensitéit usw. Handelt es sich um
punktformige Objekte in einem konventionellen Mikroskop, wird deren Fluoreszenzvertei-
lung in der Bildebene und auf der optischen Achse durch Gl. (2.37) und (2.38) beschrieben.

Anpassungs- bzw. Fit-Algorithmen vergleichen nun die Funktionswerte ausgehend
von Startparametern mit den gemessenen Intensitdtswerten und verindern die Parameter
in der Weise, dass die Modellfunktion moglichst gut an den gemessenen Intensititsverlauf
angepasst wird. Fir die Anpassung kommen iiberwiegend zwei Methoden zum Einsatz:
Verfahren, die die Summe der Abweichungsquadrate, gebildet aus den Differenzen der
Funktionswerte und den gemessenen Werten, minimieren, und das sogenannte Mazimum-
Likelihood- Verfahren, das zusdtzlich die Eigenschaften der Photonenstatistik beriicksich-
tigt [Press92].

Der Vorteil der modellbasierten Methode ist hauptséchlich ihre sehr hohe Genauigkeit.
Je nach Signal-zu-Rausch-Verhiltnis des detektierten Signals kann die Position eines Ob-
jekts mit einem Fehler von < 1/20 - Az, d.h. mit einer Lokalisationsgenauigkeit von
1/20 der Abtastweite und darunter bestimmt werden. Komplikationen kénnen auftreten,
wenn das Modell bzw. die Fitfunktion von der Form der gemessenen Intensititsvertei-
lung systematisch abweicht. In der Praxis sind die Funktionen (2.37) und (2.38) oft nicht
ausreichend und miissen durch ein anderes Modell ersetzt werden. Bei jedem Modell be-
steht jedoch die prinzipielle Schwierigkeit, dass schon kleine Abweichungen in der mikro-
optischen Umgebung des Objekts, z. B. durch Variationen des Brechungsindexes, die Form
des Intensitatsverlaufs in nicht vorhersehbarer Weise &ndern kénnen [Heintzmann99]. Au-
Berdem kann das Ergebnis der Anpassung von der Wahl der Startparameter beeinflusst
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werden [Wagner0O1]. Man sollte als Startparameter Werte verwenden, die schon moglichst
dicht bei den zu erwartenden Ergebnissen liegen. Es ist evident, dass die Genauigkeit der
Positionsbestimmung mit abnehmender Gesamtphotonenzahl stark abnimmt.

Schwerpunktbasierte Lokalisation

Hierbei wird auf ein konkretes Modell zur Beschreibung des Intensititsverlaufs verzich-
tet. Stattdessen werden die zu lokalisierenden Objekte zunichst segmentiert. Das heifit,
es wird ein Schwellwert festgelegt, und Pixel mit Intensititen gréfler oder gleich dieses
Schwellwerts werden als zum Objekt gehérend definiert; Pixel mit kleineren Werten wer-
den nicht mehr beriicksichtigt.

Seien x; die Positionen der zum Objekt gehoérenden Pixel und I; die entsprechenden,
quantisierten Intensititswerte, bestimmt man die Objektposition x nach der Formel

1 .
x = ﬁzxili mit N = ZIZ" (2.53)

d.h. die Berechnung der Objektposition entspricht der Berechnung des Massenschwer-
punkts in der Mechanik. N ist die Anzahl der beriicksichtigten Photonen, d.h. es wird
vorausgesetzt, dass eine Quantisierungsstufe genau einem detektierten Photon entspricht.
Diese Berechnung der Position ist zuléssig, solange die zu erwartende Form der Inten-
sitdtsverteilung symmetrisch ist. Dies trifft insbesondere auf punktférmige Objekte zu.
Zur Optimierung der Lokalisation ist es zweckmiflig, vor der Anwendung von (2.53) den
Untergrund ,,abzuschneiden®, d. h. von allen Objektpixeln den Minimalwert zu subtrahie-
ren [Heintzmann99].

Geht man von punktformigen Objekten aus und beriicksichtigt nur das Photonenrau-
schen, kann die Genauigkeit bzw. der Fehler von x fiir alle drei Raumrichtungen berechnet
werden nach [Edelmann00]

1 FWHM,,.
g = )
s 82 VN

hierbei bezeichnet FWHM, , , wieder die Halbwertsbreite der gemessenen Punktbildfunk-
tion in der x-,y-,z-Richtung. In Gleichung (2.54) sind von der Abtastung hervorgerufene
systematische Fehler noch nicht beriicksichtigt. Solche Fehler kénnen vernachléssigt wer-
den, falls die Abtastung so gewéhlt wird, dass Az = 1/4 - FWHM [Heintzmann99]. In
der Praxis reicht allerdings in der Regel eine Abtastung nach Gl. (2.51). Gleichung (2.54)
zeigt auch die grole Bedeutung der Auflésung fiir die Lokalisationsgenauigkeit: je grofier
die Auflosung, d. h. je kleiner die Halbwertsbreite der Punktbildfunktion, desto gréfier ist
die Lokalisationsgenauigkeit.

(2.54)

Der grofie Vorteil des schwerpunktbasierten Verfahrens besteht nun gerade darin, dass
keine genauen Annahmen beziiglich der Intensititsverteilung getroffen werden miissen.
Dafiir erreicht seine maximale Genauigkeit nicht ganz das Niveau der modellbasierten
Methode. Auflerdem kann das Ergebnis von der Wahl des Schwellwerts abhéingen. Es gibt
keine eindeutige Vorschrift fiir die Festlegung des Schwellwerts; als Faustregel kann man
jedoch angeben Iscpwen = 0,3(Inraz — Inrin), wobei sich Ippi, bzw. Iy, auf den Minimal-
bzw. Maximalwert der Intensitéiten innerhalb einer weiteren Umgebung des Objekts be-
ziehen.
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Die bisherigen Betrachtungen beziiglich der Lokalisationsgenauigkeit bezogen sich aus-
schliefilich auf Methoden der Bilddatenauswertung. Unabhéingig von diesen Verfahren
konnen experimentelle Randbedingungen die erreichbare Lokalisationsgenauigkeit weiter
verschlechtern. Neben den in Abschnitt 2.3.4 geschilderten Effekten sind hier hauptséchlich
mechanische Drifts, d. h. Verschiebungen in der Apparatur bzw. des Objektverschiebe-
tischs wihrend der Messzeit zu nennen.

2.4.2 Distanzmessungen

Fiir die Distanz d zwischen zwei punktformigen Objekten gilt zunichst erwartungsgemés:
d = |x; — x3|. Die Objektpositionen x; und xs kénnen aber nur solange nach den oben
beschriebenen Verfahren zuverlissig berechnet werden, wie der gegenseitige Abstand der
Objekte in allen drei Raumrichtungen gréfler als etwa die doppelte Halbwertsbreite der
PSF ist. Je ndher die Objekte beeinander liegen, umso mehr iiberlappen die gemessenen In-
tensitétsverteilungen, und die systematischen Fehler der Lokalisationen wachsen. Verwen-
det man ein modellbasiertes Verfahren zur Lokalisation, konnte man natiirlich das Modell
so wihlen, das es beide Objekte enthilt. Doch spétestens, wenn das Sparrow-Kriterium
der Auflésung nicht mehr erfiillt ist, kann nicht mehr entschieden werden, ob es sich um
zwei Objekte handelt oder um eines, dessen Intensititsverteilung aufgrund seiner Grofie
oder wegen Abbildungsfehlern verbreitert ist. Auch beim schwerpunktbasierten Verfahren
ldsst sich selbst bei unendlich kleiner Abtastweite kein Schwellwert mehr finden, bei dem
beide Objekte getrennt werden koénnen. Selbst wenn eine Trennung der beiden Objekte
noch moglich wire, wire das Ergebnis mit systematischen Fehlern behaftet (Bias-Effekt,
[Manders96]).

Die Losung des Problems besteht darin, die Intensititsverteilungen der Objekte un-
abhdngig voneinander zu detektieren. Man erreicht dies, indem die Objekte mit Fluo-
reszenzfarbstoffen, deren Spektren sich moéglichst wenig iiberlappen, d.h. mit verschiede-
nen spektralen Signaturen versehen werden. Die Intensitétsverteilungen der Objekte
kénnen dann in verschiedenen Kanilen des Detektionssystems voneinander unabhéngig
aufgenommen und ihre Positionen bestimmt werden. Dieses Verfahren wird als Spek-
trale Prézisions-Distanzmikroskopie bezeichnet [Edelmann99a]. Im Prinzip kénnen
beliebig viele verschiedene Signaturen verwendet werden, die maximale Anzahl wird nur
durch das Trennvermogen des Detektionssystems begrenzt (siehe unten).

Auflésungsidquivalent

In Analogie zur Auflésung wird als Auflésungséiquivalent (Resolution Equivalent, RE)
die kleinste Distanz zwischen zwei punktformigen Objekten definiert, die gerade noch
zuverlissig gemessen werden kann. [CCremer99a]. Das Auflosungséquivalent wird durch
Mehrfachmessung der Abstédnde von zwei kolokalisierten Objekten mit verschiedenen spek-
tralen Signaturen bestimmt. Dabei erhilt man aufgrund der begrenzten Lokalisationsge-
nauigkeit in den meisten Einzelmessungen Distanzen grofier Null. In [Edelmann99a) ist
das Auflosungsiquivalent RE so definiert, dass 75% dieser individuellen Distanzmessungen
ein Ergebnis kleiner als RE liefern. Eine Abschétzung fiir RE erhilt man, indem man den
Lokalisationsfehler o mit /2 multipliziert (folgt aus dem Gauf’schen Fehlerfortpflanzungs-
Gesetz, sofern o fiir beide Objekte gleich grof} ist).
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Fehlerquellen

Neben den Effekten, die die Lokalisationsgenauigkeit beeintrichtigen, kommen bei Di-
stanzmessungen als systematische Fehlerquellen monochromatische und vor allem chro-
matische Aberrationen des optischen Systems hinzu. Diese kénnen nach Kalibrations-
messungen an zwei- oder mehrfarbigen kolokalisierten Objekten in den Bilddaten wieder
korrigiert werden. Hierbei ist allerdings besonders darauf zu achten, dass die Kalibrati-
onsmessungen unter genau den gleichen optischen Bedingungen (gleiche Brechungsindi-
zes, Wellenldngen, mikro-optische Umgebungen usw.) wie die eigentlichen Distanzmessun-
gen durchgefiihrt werden. Die chromatischen Verschiebungen sind aulerdem ortsabhéingig,
vgl. Abschnitt 2.2.3. Da in die Genauigkeit der Distanzmessung auch der Fehler der Ka-
librationsmessungen eingeht, verschlechtert sich das Auflosungséiquivalent nochmals um
mindestens den Faktor v/2. Verzerrungen der Intensititsverteilungen beider Objekte auf-
grund monochromatischer Aberrationen stéren dagegen nicht, sondern heben sich gegen-
seitig auf, sofern diese Effekte fiir beide Objekte gleich stark sind. In [Edelmann99a] wird
fiir die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie in fixierten Zellen ein maximales ,,In Situ“-
Auflésungsidquivalent von 35 nm in lateraler und 50 nm in axialer Richtung angegeben.

Eine weiterer storender Effekt ist das sogenannte Ubersprechen (Cross-Talk) zwi-
schen den einzelnen Farbkanélen des Detektionssystems. Das bedeutet, dass beispielsweise
die von einem griinen Objekt emittierten Intensitéiten teilweise im roten Kanal detektiert
werden und umgekehrt, d.h. das Bild eines Objekts wird auch in Kanilen, die anderen
spektralen Signaturen zugeordnet sind, partiell sichtbar. Das Ubersprechen tritt dann auf,
wenn die Spektren der einzelnen Farbstoffe mit den Durchlassbereichen der Filter des
Detektionssystems fiir andere Farbstoffe iiberlappen. Der Effekt kann durch Bildverar-
beitungsmethoden kompensiert werden [Heintzmann99, Wagner(01], allerdings nur wenn
die Ubersprech-Anteile nicht zu groB sind (< ca. 20%). Aufgrund der relativ breiten
Fluoreszenzspektren heute iiblicher Farbstoffe ist die maximale Anzahl gleichzeitig ver-
wendbarer Farbstoffe im sichtbaren Bereich also begrenzt. Dieses Problem kénnte durch
den Einsatz von Nanocrystals mit schmaleren Emissionsspektren entschirft werden, vgl.
[Banin99, Bruchez98].

Die Schwierigkeiten in der Korrektur der chromatischen Verschiebungen lassen sich
umgehen, wenn man beide Objekte mit spektralen Signaturen der gleichen Fluoreszenz-
wellenlédnge, aber unterschiedlicher Fluoreszenzlebensdauer markiert. In diesem Fall
muss die Anregung gepulst erfolgen, und die Abklingkurven der Farbstoffe werden z.B.
durch schaltbare Bildverstirker gemessen, die eine zeitliche Modulation der Verstirkung
der Fluoreszenzintensitit vor der Detektion erlauben.
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Kapitel 3

Mikroskopie mit Ridumlich
Modulierter Anregung

Nachdem einige Grundlagen der Fernfeld-Fluoreszenzmikroskopie dargestellt wurden, folgt
in diesem Kapitel die Beschreibung des Konzepts der Mikroskopie mit rdumlich modulier-
ter Anregung bzw. der Spatially Modulated Tllumination- (SMI-) Mikroskopie im Detail.
Der erste Abschnitt beschreibt das Zustandekommen sowie die Merkmale der rdumlich
axial modulierten Anregung und erliutert die Konsequenzen fiir die optische Abbildung
des Mikroskops. Anschliefend werden im zweiten Abschnitt die im Rahmen dieser Ar-
beit angewandten und entwickelten Methoden zur Distanzbestimmung vorgestellt. Dabei
wird auch gezeigt, wie die Analyse des axialen Intensitétsverlaufs aufler zur Erh6hung der
Prézision von Distanzmessungen auch dazu verwendet werden kann, Riickschliisse auf die
Grofe der aufgenommenen Objekte zu ziehen. Ein kurzer Uberblick iiber weitere Varia-
tionen der rédumlichen Modulation des Anregungslichtfelds und die damit verbundenen
Moglichkeiten schlieflen das Kapitel ab.

3.1 Abbildungseigenschaften

3.1.1 Ré&aumlich Modulierte Anregung

Die rdumlich modulierte Anregung im SMI-Mikroskop wird erzeugt, indem im Objektraum
zwei gleich linear polarisierte Laserstrahlen gleicher Intensitdt kohérent zur Interferenz
gebracht werden. Man verwendet dazu zwei direkt gegeniiberliegende Objektive, in deren
hintere Fokusebenen man das Laserlicht einfokussiert wie in Abbildung 3.1 schematisch
gezeigt. Liegen beide Laserstrahlen in einer Ebene und haben beide Fokuspunkte den
gleichen Abstand d; zur optischen Achse, bildet sich eine stehende Lichtwelle, deren
Wellenfronten, d.h. Ebenen maximaler Intensitit senkrecht auf der gemeinsamen op-
tischen Achse der Objektive stehen. Man nennt diese Form der Anregung auch Stehwel-
lenfeld; sie wird in der sogenannten , Stehwellen-Mikroskopie* bzw. in der Standing- Wave
Fluorescence Microscopy verwendet [Lanni86a, Lanni86b]. Der Objekttriager (in Abb. 3.1
nicht eingezeichnet) befindet sich zwischen den Objektiven und ist senkrecht zur optischen
Achse orientiert; der Abstand der Objektive betrigt ca. 2 mm.

Die Intensitatsverteilung entlang der optischen Achse hat entsprechend dem Quadrat

35
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Abbildung 3.1: Anregungs-Schema des SMI-Mikroskops. Durch Einfokussierung zweier kohirenter
Laserstrahlen in die hinteren Fokusebenen von zwei gegeniiberliegenden Objektiven bildet sich
ein stehendes Wellenfeld, dessen Wellenfronten senkrecht auf der optischen Achse stehen. Der
Abstand der Objektive betrigt etwa 2 mm.

der Summe der Amplituden von zwei gegenliufigen elektromagnetischen Wellen cos?-Form.
In den Wellenvektor k, der stehenden Welle geht aufler dem Brechungsindex n des Medi-
ums im Objektivzwischenraum noch der Winkel ¢ zwischen der optischen Achse und der
Richtung der kollimierten Strahlen zwischen den Objektiven ein. Fiir die Lichtintensitit
entlang der optischen Achse gilt also [Schneider99a]

I(z) = I - cos? (kzz + %), (3.1)
dabei ist k, = ncosd - 2rr/A, und d¢ bezeichnet die Phasendifferenz zwischen beiden
Teilstrahlen. d¢ kann durch Variation der optischen Weglingen des Interferometers im
Mikroskopaufbau gezielt gedndert und damit das Wellenfeld verschoben werden (siehe
auch Kapitel 4), der genaue Betrag von d¢ ist im Experiment allerdings nicht bekannt.
Die Formel fiir k£, erhélt man durch Zerlegung der von beiden Objektiven ausgehenden
Strahlen in Teilstrahlen innerhalb der Einfallsebene und in z-Richtung. Aus Gl (3.1) folgt
fiir den Abstand zwischen den Intensitéits-Maxima des Wellenfeldes bzw. den Wellen-

frontabstand dy
A

= 2
2n cos ¥ (3:2)

dw

Der Wellenfrontabstand kann durch Variation des Winkels 9 ebenfalls verdndert werden
[Kirsten97]. Man erreicht dies durch eine Verdnderung des Abstands d; der Fokuspunkte
von der optischen Achse, fiir kleine Winkel gilt dann sin?d ~ dy/fi (fi: Brennweite des
Objektivs). Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Messungen war jedoch meist
¥ = 0. Fiir n = 1,515 und die im Experiment verwendeten Laserwellenlingen 647 nm und
488 nm ergeben sich daraus fiir dyy Werte von 214 nm und 161 nm.

Die Ebenen gleicher Intensitéit sind nicht vollkommen plan, sondern weisen Wellen-
frontverzerrungen auf. In [Schneider00] wurden mittlere Verzerrungen von A/109 auf
einer lateralen Objektregion der Grofle 2,5 ym x 2,5 pm gemessen, d.h. die Standard-
Abweichung der gemessenen axialen Positionen der Intensitdtsmaxima lag bei 1,5 nm
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(A = 488 nm). Die maximale Wellenfrontverzerrung betrug dort A/30. Innerhalb biologi-
scher Priaparate wurden Wellenfrontverzerrungen von bis zu A/12 gemessen [Schneider99a].

Von den Wellenfrontverzerrungen abgesehen kann die Intensitéitsverteilung im Objekt-
raum als unabhéngig von den lateralen Koordinaten (z,y) betrachtet werden, da der mit
einer CCD-Kamera betrachtete Objektbereich mit einer lateralen Ausdehnung von typi-
scherweise einigen 10 pm klein im Vergleich zur Breite by des Stehwellenfelds zwischen den
Objektiven ist. b; héngt von der effektiven Brennweite f; der Objektive und der Brenn-
weite fo der zum Einfokussieren verwendeten Linsen ab (Einfokussierlinsen); aulerdem
muss der 1/e2-Durchmesser by der Laserstrahlen (gauBférmiges Strahlprofil) vor den Ein-
fokussierlinsen bzw. der Durchmesser der Einfokussierlinsen beriicksichtigt werden. Geht
man von einem Winkel ¢ = 0 aus (Strahlen parallel), gilt b = by - f1/fo. Im Experiment
sind die Strahlen vor den Einfokussierlinsen auf by ~ 15 mm aufgeweitet; zusammen mit
f1 = 1,5 mm und fo = 60 mm folgt daraus fiir die Breite des Strahlprofils zwischen den
Objektiven by =~ 380 pm.

Bei der Betrachtung von Abb. 3.1 stellt sich die Frage, ob der Intensitétsverlauf nach
GL 3.1 nicht genauso gut mit einem einzigen Objektiv in Kombination mit einem Spiegel
erreicht werden kann. Die Antwort lautet ja, sofern sich im Objektraum ein optisch homo-
genes Medium befindet, das kein Anregungslicht absorbiert. Genau dies ist jedoch nicht der
Fall. Wegen der geringeren Intensitit des reflektierten Strahls wiirde die Intensitét in den
Knoten des Wellenfelds nicht mehr auf 0 abfallen, und die Starke der Modulation bzw. der
Kontrast in den Bilddaten wire verdndert. Dieses wiirde die Analyse der aufgenommenen
Bildinformation wesentlich erschweren, siehe auch Abschnitt 3.2. Aulerdem wiirden bio-
logische Objekte aufgrund ihres inhomogenen Brechungsindex-Verlaufs die Wellenfronten
doppelt verzerren, da die reflektierte Welle das Objekt zweimal durchliuft.

3.1.2 Punktbildfunktion

Wie in Abschnitt 2.3.4 in Zusammenhang mit Gl. (2.45) beschrieben, ist die Punktbild-
funktion (PSF) eines Mikroskops gleich dem Produkt von Anregungs- und Detektions-
Punktbildfunktion. Im SMI-Mikroskop entspricht die Anregungs-PSF der Intensitétsver-
teilung in axialer Richtung Gl. (3.1). Die axiale Punktbildfunktion h des SMI-Mikroskops
ist also gleich dem Produkt von GIl. (3.1) und Gl (2.38) fir die Detektions-PSF eines
konventionellen Mikroskops:

d 1
hr—o(z) = hg - cos? (kz(z —zr) + 7¢> - sinc? <Zq(z — zF)> (3.3)
mit der Wellenzahl 5
k, = Twn - cos v (3.4)

und der optischen Koordinate (vgl. Gl. (2.39))

21 NA?
= ——" 2. 3.5
a) =T (35
Der Parameter zp gibt die Position des Fokuspunkts des zur Detektion verwendeten Ob-
jektivs im Objektraum auf der optischen Achse an, wie in Abbildung 3.2 gezeigt; auflerdem
ist sinc(z) = sin(z)/z. Gl. (3.3) beschreibt also die Intensitéit im zum Objektpunkt konju-
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Abbildung 3.2: Detektions-Schema das SMI-Mikroskops. Zur Messung der Punktantwort wird der
Objekttriager inkl. Objekt in Richtung der optischen Achse durch das ortsfeste Wellenfeld bewegt.
Besitzt die Anregungsintensitiit in der Fokusebene des Detektions-Objektivs ein Maximum, d. h.
ZF = ZW, entspricht der gemessene Intensitétsverlauf der in Abb. 3.3 dargestellten Kurve. Dabei

wird vorausgesetzt, dass die Brechungsindizes ny,, ng und ny; von Immersionsol, Glas und dem
Medium, in dem sich das Objekt befindet, gleich sind.

gierten Punkt in der Bildebene des Mikroskops, wenn sich das Objekt an einem Ort mit
der axialen Koordinate z befindet.

Die Punktbildfunktion hingt von der Anregungs-Wellenldnge A, der numerischen Aper-
tur NA des Objektivs, dem Winkel 9, der Phasendifferenz d¢ der Laserstrahlen und dem
Brechungsindex n ab. Hierbei wird davon ausgegangen, dass das Immersionsol, der Ob-
jekttrager, das Deckglas und das Einbettungsmedium, in dem sich das Objekt befindet,
den gleichen Wert von n besitzen. Der Verlauf der SMI-Punktbildfunktion ist dann von
der Position z des Objekts unabhingig. d¢ lasst sich mit einem Ort zy der Wellenfronten
im Objektraum verbinden:

9 _y

2

Setzt man hier 6 = d¢/2, besitzt die Anregungsintensitit an der Stelle z = zp = 2y ein
Maximum, wie in Abb. 3.2 gezeigt.

(zp — 2w) + 0. (3.6)

Zur Messung der Punktbildfunktion wird der Objekttrager in Richtung der optischen
Achse verschoben und an dquidistanten Objekttrager-Positionen zor mit einer Kamera je-
weils ein Bild aufgenommen. Die Positionen z der einzelnen Objekte wihrend der Messung
héngen dabei von den axialen Positionen zp der Objekte beziiglich der Objekttrigerebene
ab, d.h. in Gl. (3.3) gilt z = zor + 21, wobei zor fir alle Objekte gleich ist.

Dieses Messverfahren wird Objekt-Rasterung bzw. Optical Sectioning (,,Optisches
Schneiden*) genannt. Die Schrittweite dz der axialen Abtastung muss dabei so gewéhlt
sein, dass das Abtasttheorem fiir jeden einzelnen Wellenzug (,,Fringe“) der gemessenen
axialen Intensititsverteilung erfiillt ist. Bei einem Wellenfrontabstand von z. B. dy =
161 nm (A = 488 nm, n = 1,515, ¢ = 0) bedeutet dies dz < 40 nm.
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Nach einer Messung werden die aufgenommenen Bilder zu einem Bildstapel zusam-
mengesetzt, und der axiale Intensititsverlauf bzw. die axiale PSF eines Objekts wird
daraus mittels Bildverarbeitungsmethoden extrahiert (s.u.). Die gemessenen Bilddaten
konnen mit Gl. (3.3) und (3.6) beschrieben werden, indem man zp und zy durch die
neuen Variablen zp und z{ ersetzt:

hy—o(2) = ho - cos®(ky (2 — 2b) + 8) - sinc? (iq(z - zo)> . (3.7)
Fiir z gilt nun: z = 4 - dz, dabei gibt ¢ die Nummer des Bildes im Bildstapel und dz die
Schrittweite der axialen Abtastung an (s.o.). Abbildung 3.3 zeigt den Verlauf von GL
(3.7) fiir die Paramater zp = z{, = 3 pm, 6 = 0, A = 647 nm, NA = 1,4 und n = 1,5. Die
Funktion setzt sich aus mehreren Wellenziigen unterschiedlicher Hohe zusammen, deren
Abstand von dem Winkel ¢ abhingt (vgl. Gl. (3.2)). 2| gibt die um 0/k, verschobenen
Positionen der Wellenziige an, d. h. fiir § = 0 entspricht z{, dem Maximum eines (beliebigen)
Wellenzuges. Das Maximum der Einhiillenden der Wellenziige ist durch zy gegeben.

Es muss betont werden, dass die Punktbildfunktion (3.3) bzw. Gl. (3.7) und die im
nichsten Abschnitt besprochenen Eigenschaften der optischen Transferfunktion fiir den
Fall gelten, dass die Abbildung durch eines der beiden Objektive erfolgt, also der Abbil-
dung in einem konventionellen Mikroskop entspricht. Ist der Abstand der Objektive so
gewihlt, dass beide Objektebenen iibereinstimmen und iiberlagert man die Bilder beider
Objektive kohirent, dndern sich die Abbildungseigenschaften grundlegend [Gustaffson96].
Die Gleichsetzung der Anregungs-PSF mit der Intensititsverteilung im Objektraum setzt
voraus, dass sich die Fluoreszenzintensitit direkt proportional zur Anregungsintensitit
verhélt. Auf Fluoreszenzfarbstoffe iibertragen bedeutet dies, dass die Anregungsintensitit
deutlich kleiner als die Sattigungsintensitit der Farbstoffe sein muss. In konventionellen

hihg
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Abbildung 3.3: Axialer Intensititsverlauf im SMI-Mikroskop nach Gl. (3.7) mit den experimentell
realisierten Werten n = 1,5; A = 647 nm, NA = 1,4 und ¥ = 0. Auflerdem ist zg = zy = 3 um

und 0 = 0. Da § = 0, entspricht z6 der Position bzw. dem Maximum eines Wellenzuges.
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Mikroskopen und im SMI-Mikroskop ist diese Bedingung jedoch erfiillt. Da auflerdem die
Anregungsintensitit bzw. Anregungs-PSF als unabhéingig vom Abstand r zur optischen
Achse betrachtet werden kann, ist die laterale Punktbildfunktion des SMI-Mikroskops
identisch mit der lateralen PSF eines konventionellen Mikroskops Gl. (2.37).

Um sehr kleine Distanzen zu messen, kann eine Messung auch mit Phasen-Rasterung
durchgefithrt werden. Dabei wird nicht das Objekt, sondern ein Spiegel im Interferometer
bzw. Anregungs-Strahlengang des SMI-Mikroskops mit einer definierten Schrittweite be-
wegt (siehe dazu Kapitel 4). Die Bilder einer Messung werden dann bei unterschiedlichen
Phasendifferenzen d¢ aufgenommen, und die gemessene axiale Intensititsverteilung ent-
spricht einer cos?-Funktion entsprechend dem ersten Faktor in Gl. (3.3). Die Positionen
der Wellenziige in den Bilddaten hingen von der jetzt festen Position z in Gl. (3.3) ab.
Die Amplituden der Wellenziige sind dagegen vom Abstand zwischen dem Objekt und der
Fokusebene abhingig. Um ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu erhalten, ist es daher
sinnvoll, das Objekt vor dem Start einer Phasen-Rasterung bei z = zp zu positionieren.
Dieses Aufnahmeverfahren ist vor allem fiir die Messung sehr kleiner Distanzen in der
Groflenordnung weniger Nanometer von Bedeutung.

3.1.3 Optische Transferfunktion

Wie in Abschnitt 2.3.5 erldutert, erhilt man die gesamte Optische Transferfunktion (Ge-
samt-OTF) eines Mikroskops durch Faltung der Anregungs-OTF mit der Detektions-
OTF im Fourier-Raum. Die Anregungs-OTF des SMI-Mikroskops, d. h. die Fourier-Trans-
formation von Gl. (3.1) I(k) setzt sich aus drei Peaks bei k = —2k,, k = +2k, und k =0
zusammen, von denen der Peak bei £k = 0 doppelt so hoch wie die beiden anderen Peaks
ist. Die Faltung von I(k) mit der Detektions-OTF eines konventionellen Mikroskops er-
gibt daher eine Gesamt-OTF hgpsr(k), wie in Abbildung 3.4 fiir einen Winkel ¥ = 0
schematisch gezeigt. Sie besteht aus drei auf der inversen optischen Achse nebeneinander
liegenden optischen Transferfunktionen eines konventionellen Mikroskops. Der Abstand
zwischen den Zentren der einzelnen Teil-OTFs betrigt jeweils 2k,, und die Raumfrequen-
zen aus dem mittleren Teil werden doppelt so stark wie die Frequenzen aus den dufleren
Teilen abgebildet [Krish96].

In Abb. 3.4 ist deutlich zu erkennen, dass mit der rdumlich modulierten Anregung in
axialer Richtung keine unmittelbare Erhohung der Auflésung verbunden ist. Zwischen den
Bereichen mit |ﬁgM1| > 0 liegen grofie Gebiete mit |ﬁ5M1| = 0, aus denen keine Raum-
frequenzen abgebildet werden, d. h. eine verbesserte Abbildung erfolgt nur fiir bestimmte
k-Werte in der Ndhe von +2k,, jedoch auch nur mit jeweils halber Intensitdt im Vergleich
zum mittlerem Teil der Gesamt-OTF. Durch Vergroflerung des Winkels ¢ in Abb. 3.1 und
damit des Wellenfrontabstands Gl. (3.2) kann man den Absolutbetrag von £, in Gl. (3.4)
verringern und die dufleren Teile der Gesamt-OTF niher an den zentralen Teil heranschie-
ben. Fiir ¥ = 60° tritt sogar schon eine Uberlappung zwischen den neben der inversen
optischen Achse liegenden , Fliigeln“ der Teil-OTFs auf [Schneider99a]. Trotzdem bleiben
die von der Abbildung des konventionellen Mikroskops herrithrenden ,, Missing Cones* (vgl.
Abschnitt 2.3.5) bestehen.

Um die in den OTF-Fliigeln befindliche Bildinformation sichtbar zu machen, muss bei
mindestens drei unterschiedlichen Phasendifferenzen d¢ der Anregungsstrahlen jeweils ein
vollsténdiges 3D-Bild aufgenommen werden [Krish96]. Mit Bildverarbeitungsalgorithmen
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Abbildung 3.4: Optische Transferfunktion des SMI-Mikroskops fiir ¥ = 0 (schematisch, vgl. Abb.
3.1). Die Raumfrequenzen aus den beiden dufleren Teilen werden nur halb so stark wie die Fre-
quenzen aus dem mittleren Teil abgebildet.

lasst sich aus diesen Bildern dann ein Bild mit einer hoheren effektiven axialen Auflosung
berechnen, siehe dazu auch Abschnitt 3.3.2.

3.2 Methoden zur Auswertung

Dieser Abschnitt erliutert die Verfahren, mit denen aus den gemessenen Bilddaten die
Distanzen der Objekte ermittelt werden. Auflerdem wird gezeigt, wie man daraus Infor-
mationen iiber die axiale Ausdehnung der Objekte in Richtung der optischen Achse erhélt.
Die ermittelten Groflen beziehen sich dabei auf die Farbstoffverteilungen in den Objekten.
Das heift, bei Distanzmessungen werden die Absténde zwischen den Schwerpunkten der
Fluorezenzverteilungen ermittelt, welche z. B. von den Distanzen zwischen den Polymerver-
teilungen von Beads abweichen konnen. Entsprechendes gilt fiir die axialen Ausdehnungen
der Farbstoffverteilungen.

3.2.1 Vorverarbeitung der Bilddaten

Zunichst werden in den Bilddaten Objekte ,,von Hand* ausgewéhlt. Ausgesucht werden
moglichst punktformige, d. h. kleine Objekte mit einer geniigend hohen Fluoreszenzinten-
sitdt und gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, um eine eindeutige Identifizierung sicher-
zustellen. In vielen Féllen stellt es sich als sinnvoll heraus, vor der weiteren Auswertung
den Einfluss der in axialer Richtung ebenfalls modulierten Hintergrundintensitit zu re-
duzieren, indem von jedem Voxel eines Bildstapels bzw. 3D-Bildes der Mittelwert des
2D-Bildes, indem das Voxel liegt, subtrahiert wird. Dadurch werden Modulationen an den
Réndern des axialen Intensititsverlaufs, d. h. auflerhalb der Fokusebene reduziert, und die
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gemessenen Intensitéiten entsprechen besser dem theoretischen Verlauf der PSF.

Der aziale Intensitétsverlauf wird aus den 3D-Bildern gewonnen, indem man in jedem
lateralen 2D-Bild die Werte der Pixel aus einer 3 x 3-Pixel oder 5 x 5-Pixel groflen Um-
gebung um die laterale Position (z,y) des Objekts herum aufsummiert, siehe dazu auch
[Kirsten97]. Dadurch werden mehr Photonen eines Objekts beriicksichtigt, so dass sich das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis erhéht. Dies gilt aber nur, wenn das Abtasttheorem in late-
raler Richtung eingehalten wurde, d.h. die Breite der oben definierten Umgebung sollte
die laterale Halbwertsbreite der Punktbildfunktion nicht wesentlich iiberschreiten. Auch
in lateraler Richtung kann das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis verbessert werden, indem man
die Pixel aus benachbarten 2D-Bildern um die axiale Position des Objekts herum in axialer
Richtung aufsummiert, d. h. eine Projektion der Intensititen auf die x-y-Ebene durchfiihrt.

Im Folgenden wird sich zeigen, dass, auch wenn die Durchmesser der gemessenen Ob-
jekte mit typischerweise 100 nm immer noch klein im Vergleich zur Wellenlinge sind,
diese trotzdem nicht mehr als punktférmig angesehen werden kénnen, da die gemessenen
Intensitétsverteilungen zum Teil deutlich von der oben hergeleiteten Punktbildfunktion
abweichen. Im Zusammenhang mit experimentellen Daten sollte daher nicht mehr von
,Punktbildfunktion®, sondern nur noch von Axialer Intensitétsverteilung (Axial In-
tensity Distribution, AID) gesprochen werden. Im Gegensatz zur PSF, die aus theoreti-
schen Uberlegungen folgt, ist die AID das unmittelbare Ergebnis einer Messung, die man
aber durch das Anpassen einer Funktion wie z. B. Gl. (3.7) charakterisiert.

3.2.2 Distanzmessungen

Da sich die Abbildungseigenschaften des SMI-Mikroskops in lateraler Richtung nicht von
denen eines konventionellen Mikroskops unterscheiden, kann die Bestimmung von Distan-
zen innerhalb der Objekt- bzw. Bildebene genauso erfolgen, wie in Abschnitt 2.4 be-
schrieben. Dabei wird im Rahmen dieser Arbeit wegen der in vielen Fillen leichteren und
praktischeren Anwendbarkeit ein schwerpunktbasierter Algorithmus verwendet.

Auch in axialer Richtung kann so vorgegangen werden, dass jedes Objekt zunichst
lokalisiert wird, indem man z. B. GL. (3.7) als Anpassungsfunktion verwendet. Die Objekt-
position enthélt man dann durch Bestimmung von zy im zweiten, von der Detektions-PSF
stammenden Faktor, d. h. iiber das Maximum der Einhiillenden (vgl. Abb. 3.3). Die Genau-
igkeit dieser Bestimmung héngt jedoch wie im konventionellen Fall von der Halbwertsbreite
FWHM der Einhiillenden ab und betréigt (Gl. (2.54) und [Schneider99al)

1 FWHM
V82 VN '’
hierbei gibt N die gesamte Anzahl detektierter Photonen an. Das bedeutet, dass man ge-

geniiber einer konventionellen Beleuchtung (Anregungs-PSF= konst.) keine Verbesserung
der Lokalisationsgenauigkeit erzielt héatte.

Vereinfacht man dagegen die Kurve in Abb. 3.3 und zerlegt sie in 7 Wellenziige glei-
cher Hohe, lisst sich die rdumlich modulierte Anregung begriinden: Geht man von der
gleichen Anzahl insgesamt detektierter Photonen aus, enthilt jeder Wellenzug N/7 Pho-
tonen. Gleichzeitig ist die Halbwertsbreite jedes Wellenzugs gegeniiber der axialen Halb-
wertsbreite der Einhiillenden um einen Faktor ~ 1/7 reduziert. Setzt man dies in Gl
(3.8) ein, verringert sich der Fehler in der Lokalisation eines Wellenzuges gegeniiber der
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Lokalisation der Einhiillenden bereits um einen Faktor ~ 0,4. Lokalisiert man auch alle
anderen Wellenziige, kann der Fehler der gemeinsamen Lokalisation aller Wellenziige durch
den statistischen Fehler des Mittelwerts z{, aus den 7 einzelnen Lokalisationen abgeschétzt
werden. Das bedeutet, dass sich der Fehler um einen weiteren Faktor 1//7 reduziert.

Den hier gemeinten Mittelwert erhdlt man, indem vor der Mittelwertbildung alle Wel-
lenziige durch Addition bzw. Subtraktion einer geeigneten ganzen Anzahl von Wellenfront-
abstédnden dy an die Stelle eines (z.B. des mittleren) Wellenzuges ,geschoben“ werden.
Unter Beriicksichtigung dieser Korrektur kann man dann die Lokalisationen als vonein-
ander unabhingige Einzelmessungen auffassen. Insgesamt lésst sich also der Fehler der
gemeinsamen Lokalisation der Wellenziige abschitzen durch

1 1 FWHM/7 1
Az = — = —Axz. 3.9
0% VB2 vT VN7 T (39)
Das heifit, die Lokalisationsgenauigkeit der Wellenziige ist in axialer Richtung etwa 7 mal
hoher als die Prizision der Bestimmung der Einhiillenden.

In der AID hingen die dquidistanten Positionen der Wellenziige von der, durch Anpas-
sung von Gl. (3.7) auch bestimmbaren Phasenkonstante d — k1 z(; ab. Da diese Konstante
nicht von dem Maximum 2z der Einhiillenden abhéingt und auch § unbekannt ist, kann
daraus keine zusétzliche Information iiber die axiale Position eines Objekts erhalten wer-
den.

Zwei Objekte mit gleicher spektraler Signatur

Betrachtet man nun die axialen Punktbildfunktionen von zwei gleichzeitig gemessenen
Objekten an den Positionen z; und z5, deren Farbstoffe von derselben Wellenléinge angeregt
werden, gilt fiir die Phasen ®; und ® fiir Objekt 1 und 2 im Argument des Kosinus von
Gl. (3.3):

d
(1)1 = k:zl(zl - ZF) + % (310)
und o
L2 :kzg(ZQ—ZF)—l-TQ. (3.11)

Da sich beide Objekte im selben Wellenfeld befinden, kann nun k,; = k,» = k, und
d¢1 = d¢y gesetzt werden. Bildet man die Differenz von Gl. (3.10) und (3.11), findet man

1
9 — 21 = k—((I)Q - (1)1) (312)

4
Das heifit, aus der Phasendifferenz ®, — ®; kann zusammen mit %k, die Objektdistanz in
axialer Richtung bestimmt werden.

Um &9 — ®; und k, anhand der gemessenen Daten zu bestimmen, muss man Funktion
(3.7) an die AID jedes Objekts anpassen. Die Phasen ®; und ®; fiir jedes Objekt im
Argument des Kosinus von Gl (3.7) lauten nun

P, = kzl(z - 261) + 61 (313)

und
Py = ]{JZQ(Z - 262) + 52 (314)
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Aus dem gleichen Grund wie bei der Herleitung von Gl. (3.12) kann man wieder k,; =
k,o = k, und d; = d9 setzen, also

1

o (@1 — ®9). (3.15)

202 = 201 =
Zusammen mit Gl. (3.12) folgt daraus, dass die Objektdistanz und die gemessene Wel-
lenzugdistanz dz| dem Betrag nach gleich sind. Unter Wellenzugdistanz ist hierbei die
Distanz zwischen den aufgenommenen Wellenziigen von zwei Objekten zu verstehen, wel-
che ortsunabhéngig ist, wenn beide Objekte von derselben Wellenléinge angeregt werden.
Es ist also

dzy = 29 — 241 = 71 — 29. (3.16)

Da diese Gleichung nicht von der unbekannten Konstante 6 abhéngt, kann hierfiir in GL.
(3.7) ein beliebiger Wert angenommen werden. Man kann daher auch § = 0 setzen, so dass
z(, der Position eines Wellenzugs entspricht. In Abbildung 3.5 sind zur Veranschaulichung
die axialen Punktbildfunktionen (3.7) von zwei Objekten mit der axialen Distanz dz =
300 nm dargestellt.

Geht man davon aus, dass z{, und z; mit einem Fehler nach Gl. (3.9) behaftet sind,
erhélt man unter Beriicksichtigung des Fehlerfortpflanzungs-Gesetzes als Abschétzung fiir
den Fehler von dz

1
Adz = ?Adzo, (3.17)

hierbel bezeichnet Adzy den Fehler der Distanz der Einhillenden.

Die Phasen ®; und ®, kénnen aufgrund der Periodizitdt der Kosinus-Funktion aber
nicht eindeutig bestimmt werden. Damit verbunden ist eine Vieldeutigkeit von dzj, d. h.
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Abbildung 3.5: Axiale Punktbildfunktionen (3.7) von zwei Objekten mit gleicher spektraler Signa-
tur mit zg; = 3,15 ym und zg2 = 2,85 pum sowie zgy — Z61 = Zg2 — z62 = 80 nm. Alle anderen
Parameter sind gleich wie in Abb. 3.3.
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Losungen sind auch die Distanzen, die man durch Addition bzw. Subtraktion einer ganzen
Anzahl n von Wellenfrontabstéinden dy (Gl. (3.2)) zu dz erhilt:

dz =dzj +n-dy. (3.18)

Diese Vieldeutigkeit kann man durch Beriicksichtigung der Differenz dzy = zp2 — zp1 der
Maxima der Einhiillenden autheben: Wahlt man n in Gl. (3.18) so, dass |dz — dzg| < dw,
erhélt man ein eindeutiges Ergebnis mit einem Fehler entsprechend Gl. (3.17). Vorausset-
zung dafiir ist allerdings, dass der Fehler der Distanz der Einhiillenden Adzy wesentlich
kleiner als der halbe Wellenfrontabstand dyy /2 ist.

Besitzen beide Objekte die gleiche spektrale Signatur (d. h. gleiche Emissionswellenlén-
gen), diirfen sich die entsprechenden Intensitéitsverteilungen jedoch nicht iiberlappen, um
das oben dargestellte Verfahren anwenden zu kénnen (siche Abschnitt 2.4).

Objekte mit unterschiedlicher spektraler Signatur

Um die axialen Distanzen von Objekten bestimmen zu kénnen, deren gegenseitiger Ab-
stand kleiner als die klassische Auflésungsgrenze ist, konnen die Objekte mit zwei unter-
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen versehen und mit verschiedenen Wellenldngen A; und
Ao angeregt werden.

Zur Bestimmung der Distanz kann Gleichung (3.16) jetzt aber nicht mehr angewendet
werden, da k,; # k,o und beide Wellenfelder unterschiedliche, unbekannte Phasendiffe-
renzen d¢; und d¢s aufweisen. Die Distanz zwischen den Wellenziigen von zwei Objekten
nicht ist daher nicht mehr ortsunabhingig und kann nicht mit der Objektdistanz gleich-
gesetzt werden kann. Abbildung 3.6 zeigt die Punktbildfunktionen von zwei Objekten im

hih,
1 .

0,8

0,6

0,4

0,2 1

O -

0 1 2 3 4 5 6 z/um
Abbildung 3.6: Axiale Punktbildfunktionen (3.7) von zwei Objekten mit unterschiedlicher spek-
traler Signatur. Objekt 1 wird mit A\; = 647 nm angeregt und befindet sich bei zg; = 2,8 yum,

Objekt 2 mit zg2 = 3,2 pm absorbiert bei Ao = 488 nm. Alle anderen Parameter sind gleich wie
in Abb. 3.5.
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Abstand dz = 400 nm, von denen eines bei A; = 647 nm (rot) und eines bei Ay = 488 nm
(griin) absorbiert.

Um die axiale Distanz zwischen zwei Objekten dennoch bestimmen zu kénnen, muss
vorher durch eine Kalibrationsmessung an einem Referenzobjekt die Differenz der Pha-
sendifferenzen d® = d¢s — d¢; der beiden Wellenfelder bestimmt werden (bei Objekten
mit Ay = Ay ist d® = 0). Dabei muss das Referenzobjekt bei beiden Wellenlédngen gleich-
zeitig absorbieren und die Schwerpunkte der beiden Farbstoffverteilungen in dem Objekt
sollten koinzidieren.

Zur Berechnung von d© geht man genauso vor wie zur Herleitung von Gl. (3.16), wobei
man in (3.10) und (3.11) die Objektpositionen gleichsetzt, also z; = 2. Entsprechend
setzt man in Gl (3.13) und (3.14) 2{; = 2z, man erhilt © = d3 — ;. Durch eine weitere
Messung an den zu untersuchenden Objekten kann man nun, sofern k,; = k2, nach der
im letzten Abschnitt beschriebenen Methode die Objektdistanz aus der Wellenzugdistanz
ermitteln. Dabei muss in Gl. (3.16) d© beriicksichtigt werden:

21— 29 = 29 — 201 — id@). (3.19)
k.
Die im Zusammenhang mit Gl. (3.18) angestellten Betrachtungen zur Aufhebung der
Mehrdeutigkeit der Phase bei grofleren Distanzen gelten auch hier. Bei der Berechnung
der Differenz zpo — 291 der Einhiillenden muss allerdings zusétzlich die axiale chromatische
Verschiebung des Objektivs beriicksichtigt werden.

Eine Méglichkeit, k,; und k.o anzugleichen, besteht darin, unter Beriicksichtigung von
Gl. (3.2) bzw. (3.4) die Laserstrahlen so in die hinteren Fokusebenen der Objektive ein-
zufokussieren, dass die Wellenfrontabsténde dyy fiir beide Wellenldngen gleich sind. Fiir
A1 = 647 nm und Ay = 488 nm ist dies z.B. fir die Winkel 997 = 0° und 99 = 41,04°
erfiillt. Eine weitere, sehr elegante Moglichkeit besteht darin, zwei Farbstoffe mit gleichem
Anregungs-, jedoch unterschiedlichen Emissionsspektren zu verwenden. Hierfiir kommen
unter Umsténden sog. “Nanocrystals“ oder ,Quantum Dots* in Betracht, sieche Abschnitt
2.1. In diesem Fall kann sogar auf eine Kalibrationsmessung verzichtet werden, da sich
wieder beide Objekte im gleichen Wellenfeld befinden.

Trotzdem lésst sich im Prinzip auch aus den Wellenziigen von zwei Wellenfeldern mit
unterschiedlichen Wellenfrontabstinden eine Distanzinformation gewinnen, indem man
ausnutzt, dass die Distanzen zwischen den Wellenziigen in systematischer Weise vom Ort
abhéngen: Seien z); und z(, die Positionen zweier beliebiger Wellenziige von zwei verschie-
denen Wellenfeldern mit unterschiedlichen Wellenfrontabstinden dy; und dyyo, wobei gilt
dz) = zpy — 2(;- Nummeriert man alle folgenden Wellenziige in positiver Richtung gehend
fortlaufend fiir jedes Wellenfeld getrennt durch und beginnt jeweils bei 2, und z{, mit 0,
gilt fiir den Abstand dz], zwischen den jeweils n-ten Wellenziigen bzw. die Wellenzugdi-
stanz

dz;l = d26 +n- (dWQ - dWl), (3.20)

sofern dys > dy1. Man kann nun in jedem der beiden iiberlagerten Wellenfelder einen
»Referenz-Wellenzug® an den Stellen 27, 1 und Zhe fo definieren. Durch die oben beschrie-
bene Kalibrationsmessung lisst sich dann die Referenzdistanz

dz;%ef = Zg%ef? - Zj’%efl (3'21)
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bestimmen. Eine Messung an den zu untersuchenden Objekten liefert dann einen anderen
Wert dz),,,, als Distanz zwischen den Referenz-Wellenziigen. Befinden sich die Objekte an
einer anderen axialen Position im Objektraum als das Referenzobjekt bei der Kalibrations-
messung, kann der richtige Wert fir dz),,,, durch entsprechendes Abzihlen der Wellenziige
nach Gl. (3.20) korrigiert werden. Die gesuchte Objektdistanz erhélt man schliefllich aus

dzop; = d2hress — d2pes- (3.22)

Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die entsprechenden Wellenziige in jeder
Messung ,, wiedergefunden“ werden miissen. Dies diirfte sich insbesondere bei grofien Streu-
ungen der zu erwartenden Distanzen als nicht praktikabel erweisen. Das Verfahren ist daher
nur fiir die Messung von Distanzen, die wesentlich kleiner als die Wellenfrontabstinde dyyq
und dyy9 sind, geeignet.

Bei der Messung solcher sehr kleiner Distanzen sind auch die Abstinde der Einhiillen-
den viel kleiner als die Wellenfrontabsténde, also d,y < d; 2, und in Gl. (3.18) ist » = 0. In
diesem Fall konnen die Distanzmessungen auch mit einer Phasen-Rasterung, d.h. durch
Variation der Phasendifferenzen d¢ anstelle der Objektpositionen z, durchgefiihrt wer-
den (siche Abschnitt 3.1.2). Man setzt dann fiir d¢ in Gl. (3.3) bzw. z{ in GL (3.7) die
Spiegelpositionen zg im Interferometer multipliziert mit einem Korrekturfaktor ¢ ein, der
die Verschiebung der Wellenfronten mit der Verschiebung des Spiegels in Relation setzt:
Entspricht der Wellenfrontabstand dy einer Verschiebung des Objekts um z = dy und
einer, vom Brechungsindex abhingigen, Verschiebung des Spiegels um z. B. zg = 2dy, so
ist c=1/2.

Es sei hier nochmals bemerkt, dass die in diesem Abschnitt beschriebenen Verfahren
zur axialen Distanzmessung nicht auf zwei spektrale Signaturen begrenzt sind. Im Prinzip
kénnen beliebig viele unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden. Die expe-
rimentellen Schwierigkeiten steigen mit der Anzahl der Farben jedoch, vor allem wegen
zunehmender Uberlappungen der einzelnen Absorptions- und Emissionspektren, stark an.

Alle Betrachtungen in diesem Kapitel gehen von einem gleichen Brechungsindex n
von Immersionsol, Objekttriger, Einbettungsmedium des Objekts und Deckglas aus, vgl.
Abb. 3.2. Andert man den Brechungsindex des Einbettungsmediums, éndert sich auch
der Wellenfrontabstand im Medium entsprechend. Eine genaue Betrachtung der Vorgéinge
auch unter Beriicksichtigung von Objekttrager und Deckglas zeigt, dass der detektierte
Wellenfrontabstand nur vom Brechungsindex des Immersionsdls abhiangt, die gemesse-
nen Distanzen dagegen aufgrund der verdnderten Wellenldinge im Einbettungsmedium
systematische Fehler aufweisen. Das heifit, die in den Bilddaten ermittelten Distan-
zen sind gegeniiber der wahren Distanz im gleichen Verhiltnis verkleinert/vergrofiert, wie
der Wellenfrontabstand im Medium gegeniiber dem Wellenfrontabstand im Immersionsol
vergrofiert /verkleinert ist, siehe hierzu auch [Kirsten97].

3.2.3 Modellbasierte Methoden zur axialen Distanzmessung

In den meisten Messungen wird die Axiale Intensitétsverteilung (AID) leider nicht korrekt
durch Gl. (3.7) beschrieben. Wie in Abschnitt 2.3.4 dargelegt, beeinflussen Aberratio-
nen, Brechungsindexvariationen in der Mikro-Umgebung der Objekte usw. die Abbildung.
Man versucht daher, andere Funktionen , empirisch® zu finden, die die AID moglichst gut
beschreiben.
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Die bisher diskutierte theoretische PSF (3.7) unterscheidet sich vor allem in der Halb-
wertsbreite der Einhiillenden und in der Amplitude der Modulation von der gemes-
senen AID. Erstere ist gegeniiber der PSF aufgrund der unter realen Bedingungen auftre-
tenden Reduzierung der optischen Auflésung meist vergréfiert und muss im Vergleich zu
Gl. (3.7) durch einen zusétzlichen Parameter beriicksichtigt werden. Die Grofle der nicht
punktformigen, realen Objekte bewirkt, neben einer weiteren Verbreiterung der Einhiillen-
den, eine deutliche Reduktion der Amplitude der Modulation und erfordert mindestens
einen weiteren Fit-Parameter. Die Intensitédten in den lokalen Minima der AID zwischen
jeweils zwei Wellenziigen fallen also nicht mehr auf null bzw. den Hintergrundwert ab, son-
dern liegen signifikant dariiber. Da die Wellenziige dann nicht mehr so stark ausgeprigt
sind, wirkt sich dieser Effekt einerseits nachteilig auf die Lokalisationsgenauigkeit bzw. den
Fehler der gemessenen Distanzen aus, bietet aber andererseits die Moglichkeit, die Aus-
dehnung der Objekte in axialer Richtung sehr genau zu bestimmen, wie in Abschnitt 3.2.6
noch dargelegt wird. Dariiberhinaus muss im Bedarfsfall durch einen weiteren Parameter
eine evtl. auftretende Asymmetrie der AID erfasst werden.

In [Schneider99a] wird zur Charakterisierung der gemessenen Daten die folgende An-
passungsfunktion verwendet:

E _E
f(z) = Ig+A-2+1y- [ ZE™ + (1= Egyy) - sinc? | 2n 22 Maz
2 OEpi

: <WEM + (1 = Wgpy) - cos? (2w%>) . (3.23)
2 dw

Hierbei gibt I'p die Hintergrundintensitit und Iy die Maximalintensitit der Einhiillenden
an, A charakterisiert die Asymmetrie der AID. Der Parameter Egy,, beschreibt die Ver-
breiterung der Einhiillenden aufgrund der Objektausdehnung und Wgy, ist ein Maf§ fiir
die entsprechende Reduktion der Modulationsamplitude (,, Verwaschung®). Ejq, enthilt
die Position des Maximums der Einhiillenden und Wy, die vieldeutigen Position(en) der
Wellenziige. Schliellich gibt ogp; die Halbwertsbreite der Einhiillenden an, und dy, ist der
Wellenfrontabstand.

Es ist nicht unbedingt notwendig, fiir die Darstellung der Einhiillenden bzw. der Detek-
tions-PSF eine sinc-Funktion zu verwenden. Die von ihr stammenden Nebenmaxima koén
nen in der gemessenen AID nicht immer beobachtet werden. Es kann daher sinnvoll sein,
anstelle des sinc eine einfachere Gaufl-Funktion zu verwenden. Dies spart Rechenzeit,
da die Anpassungsfunktion zur Optimierung ihrer Parameter, wie z. B. beim Levenberg-
Marquardt-Verfahren zur Minimierung der Abweichungsquadrate [Press92], sehr oft mit
unterschiedlichen Parameterséitzen berechnet werden muss.

Eine alternative Anpassungsfunktion, gebildet aus der Superposition einer Funktion

der Form sinc? - cos? mit einer zweiten sinc?-Funktion, lautet:

f(2) = I + Aysine? (z - ZO) - cos? (z ‘CZ1) + Agsine? (Z - z?) . (3.24)

Dabei gibt A; die Amplitude der Modulation und As den Maximalwert der ,inneren
Einhiillenden an; A; und As hingen zusammen von der Grofie bzw. Ausdehnung des Ob-
jekts ab (siehe Abschnitt 3.2.6). B und z; geben die Breite und die Position der ,dufleren*
Einhiillenden an, wiahrend z; mit der Phase (Position der Wellenziige) und C mit dem
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Wellenfrontabstand verbunden ist. Die Breite und die Position des Maximums der . in-
neren® Einhiillenden werden durch die Parameter F und 2o angegeben, Ip ist wieder die
Hintergrundintensitiat. Abbildung 3.7 zeigt den Verlauf von (3.24) fiir 29 = 23 = 29 = 3 pm
und B = 4,0-107" m, C = 6,86 - 10~ m (entsprechend einem Wellenfrontabstand von
dw = 214 nm) und £ = 4,0 - 1077 m. AuBlerdem ist A; = 0,94 und Ay = 0,06; das
entspricht einer Objektausdehnung in axialer Richtung von 40 nm.

fi2)
1 .

0,8

0,6 1

0,4 1

0,2 1

0 r
0 1 2 3 4 5 6 z/pum
Abbildung 3.7: Verlauf der Anpassungsfunktion (3.24) fiir Iz = 0, B = 4,0 107" m, C = 6,86
108 m (entspricht einem Wellenfrontabstand von d = 214 nm), E = 4,0 1077 m, zg = z1 = Z2
= 3,0 ym und Ay = 0,94; A2 = 0,06; d.h. fiir ein ausgedehntes, nicht punktférmiges Objekt. Die
Ausdehnung des Objekts von 40 nm bewirkt bereits eine deutliche Abnahme der Modulationsam-
plitude, vgl. Abb. 3.3.

3.2.4 Schwerpunktbasierte Methode zur axialen Distanzmessung

Obwohl durch Anpassen von (3.23) und (3.24) an die gemessene AID die Wellenziige im
Prinzip sehr genau lokalisierbar sind, erweist sich diese Methode in der Praxis hiufig als
problematisch.

Dies liegt einerseits an der Komplexitiat der Anpassungsfunktion und der damit verbun-
denen Vielzahl zu bestimmender Parameter. So miissen z. B. beim Anpassen von (3.24)
oder (3.23) jeweils 9 Zahlenwerte mit hinreichender Genauigkeit ermittelt werden. Das
bedeutet, dass in einem 9-dimensionalen Raum das globale Minimum z. B. der Summe der
Fehlerquadrate, gebildet aus den Differenzen der Funktionswerte f(z) und der AID-Werte,
gefunden werden muss. Die Grofle dieses Raumes lésst sich zwar durch eine geeignete Wahl
der Startparameter wesentlich einschrinken, das Ergebnis der Anpassung kann jedoch
trotzdem nur ein lokales Minimum sein, so dass die bestimmten Distanzen vom wahren
Wert signifikant abweichen. Mittels Computersimulationen wurde in [Wagner01] auflerdem
gezeigt, dass sich die Ergebnisse bereits enorm, d. h. um mehr als 10 nm verindern, wenn
die Startparameter um etwas mehr als 1,5% vom wahren, bei einer Messung zunéchst
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nicht bekannten, Wert abweichen. Dieses Problem lésst sich evtl. 16sen, indem man durch
mehrfaches Anpassen mit unterschiedlichen Startwerten versucht, das globale Maximum
zu finden. Allerdings wiirde dies einen erheblichen Mehraufwand an Rechenkapazitit mit
sich bringen.

Andererseits ist es oftmals schwierig festzustellen, ob das gewéhlte Modell bzw. die
verwendete Anpassungsfunktion die AID wirklich zutreffend beschreibt. So konnen z. B.
Brechungsindex-Variationen oder eine inhomogene Hintergrundintensitit die AID in nicht
vorhersehbarer Weise beeinflussen und zu systematischen Fehlern in der Distanzbestim-
mung fithren.

Eine Moglichkeit zur Reduzierung dieser Probleme besteht darin, die Positionen der
einzelnen Wellenziige durch die Berechnung ihrer Intensitétsschwerpunkte nach Gl
(2.53) zu bestimmen. Dazu miissen zunéchst die einzelnen Wellenziige segmentiert werden.
Fiir die in Abb. 3.7 gezeigte Kurve betréigt der hierzu erforderliche Schwellwert z. B. 0,06 =
Ao, und man lokalisiert n = 9 Wellenziige. Eine Auftragung der Wellenzugpositionen z;
iiber dem Index ¢ = 1..n der einzelnen Wellenziige, beginnend bei dem Wellenzug mit der
kleinsten Koordinate, ergibt eine Gerade, an die die einfache lineare Funktion

2(i) = zoa + 1 - dw (3.25)

mit dem Ordinatenabschnitt zp4 und der Steigung dy angepasst wird; dabei ist dy
gleichzeitig der Wellenfrontabstand.

Aufgrund des Einflusses der beiden Einhiillenden sind die Schwerpunkte der einzelnen
Wellenziige allerdings nach innen, d. h. zum Maximum zy der ,dufleren“ Einhiillenden hin
verschoben, und aus den ermittelten Positionen z; resultiert ein kleinerer Wert fiir dyy im
Vergleich zum tatséchlichen Wellenfrontabstand. Um den Einfluss dieser systematischen
Verschiebungen auf die gemessenen Distanzen zu eliminieren, berechnet man zunéchst fiir
jedes Objekt mit Gl. (3.25) die Position desselben Wellenzugs. Hierbei bietet es sich an,
jeweils die Positionen zprq,1 und zprqz2 der dem Maximum der ,duferen® Einhiillenden
nichstgelegenen Wellenziige zu bestimmen. Wenn in Gl. (3.7) 6 # 0, ist 2p/441,2 gegeniiber
201,2 immer noch leicht systematisch verschoben. Diese Verschiebung ist aber bei beiden
Objekten gleich, da der Verlauf der SMI-Punktbildfunktion nicht von der Objektpositi-
on abhingt. Die mit Hilfe der Werte von zpsq1 und zpsq.2 berechneten wechselseitigen
Distanzen sind also mit keinem systematischen Fehler behaftet.

Die Methode hat in gewissen Situationen auch Nachteile: Je grofier die Objekte sind,
desto mehr verschiebt sich das Maximum der ,inneren“ Einhiillenden nach oben. Damit
wird die Anzahl segmentierbarer Wellenziige kleiner, und der Lokalisationsfehler steigt an,
siehe auch Abschnitt 3.2.6. Ist die axiale Distanz der Objekte so grof}, dass zur Aufhebung
der Vieldeutigkeit der Wellenfrontabstand dy verwendet werden muss (vgl. Gl. 3.18),
muss auflerdem der gemessene Wellenfrontabstand in Abhéingigkeit von der Objektgrofie
korrigiert werden.

3.2.5 Vergleich Objekt-/Phasen-Rasterung

Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, kann die axiale Distanz auch durch Phasen-
Rasterung, d. h. durch Variation der Phasendifferenz der Anregungs-Laserstrahlen gemes-
sen werden, sofern die zu messenden Distanzen deutlich kleiner als der Wellenfrontabstand



3.2. Methoden zur Auswertung 51

dw sind. Dieses Verfahren sollte vor allem vor dem Hintergrund der in den letzten bei-
den Abschnitten beschriebenen Schwierigkeiten sowohl fiir die modell- als auch fiir die
schwerpunktbasierte Methode einige nennenswerte Vorteile bieten.

Der grofite Vorteil fiir das modellbasierte Verfahren besteht darin, dass sich die Anpas-
sungsfunktion deutlich vereinfacht:

f(z) =Ip + Acos’ (%) , (3.26)

d. h. man hat nur noch 4 Parameter an die AID anzupassen: die Hintergrundintensitit Ip,
die Amplitude A der Modulation, die Position z; der Wellenfronten und den mit dem Wel-
lenfrontabstand verbundenen Parameter C'. Es lassen sich allerdings keine Riickschliisse
auf die Grofle des Objekts ziehen (siehe néichster Abschnitt).

Vorteilhaft fiir die schwerpunktbasierte Methode wirkt sich aus, dass die einzelnen
Wellenziige nicht mehr asymmetrisch verzerrt sind. Dadurch kann jeder Wellenzug
ohne den von der Einhiillenden bzw. der Detektions-PSF verursachten systematischen
Fehler lokalisiert werden.

Dariiberhinaus kénnen im Prinzip beliebig viele Wellenziige aufgenommen und damit
die Genauigkeit der Distanzbestimmung entsprechend erhéht werden. Die maximale An-
zahl detektierbarer Wellenziige ist nur durch den maximalen Hub des fiir die Bewegung
des Interferometerspiegels verwendeten piezoelektrischen Tischs limitiert. Auflerdem ist
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bzw. die Photonenausbeute, d. h. das Verhéltnis zwischen
detektierten und aus den Farbstoffmolekiilen emittierten Fluoreszenzphotonen erhoht, da
sich beide Objekte wihrend der gesamten Aufnahme in der Fokusebene des Detektions-
Objektivs befinden.

3.2.6 Zusammenhang zwischen Form der AID und Objektgrofie

Wie bereits mehrfach angedeutet, hingt die Form der axialen Intensititsverteilung (AID)
im SMI-Mikroskop von der axialen Ausdehnung der Fluoreszenzverteilung im Ob-
jekt ab. Die Grofle bzw. die Gestalt des Objekts selbst, wie z. B. unter dem Raster-
Elektronenmikroskop sichtbar, kann davon jedoch mehr oder weniger stark abweichen.
Im Folgenden ist daher mit ,,Objekt“ immer nur seine Fluoreszenzverteilung gemeint.

Die Verringerung der Modulationsamplitude der AID bei zunehmender Objektgrofie
kann man leicht verstehen, wenn man zunéchst die Abbildung eines unendlich kleinen, d. h.
punktformigen Objekts im Wellenfeld nachvollzieht: Befindet sich dieses an einer Stelle 2’
genau im Minimum zwischen zwei Ebenen maximaler Anregungsintensitiit, so dass I(z') =
0 in GL (3.1), hat die AID bzw. PSF an der entsprechenden Stelle den Wert 0 (vgl. Abb.
3.3). Bei einer axialen Ausdehnung grofler als 0 gibt es jedoch keine Objektposition mehr,
an der nicht bestimmte Teile des Objekts zur Fluoreszenz angeregt werden, da die Ebenen,
in denen die Laserintensitidt null ist, unendlich diinn sind. Folglich ist die Intensitéit in
den lokalen Minima der AID grofler als null. Je grofler das Objekt, desto stiarker tritt
dieser Effekt zu Tage, und die Amplitude der Modulation nimmt weiter ab. Abbildung 3.8
zeigt zur Veranschaulichung schematisch (a) ein Objekt im Wellenfeld, dessen Ausdehnung
gleich dem halben Wellenfrontabstand dyy ist und (b) ein grofleres Objekt mit einem
Durchmesser von genau dy = 161 nm sowie die entsprechenden Anpassungsfunktionen
nach Formel (3.24). Die vertikalen Linien im linken Teil der Abbildung deuten die Ebenen
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(a) 2)
0,8 1
Q=
dy/2 06
0" ="
4&» 0,2

1,5 2 2,5 3 3,5 4 45 z/um

(b)

15 2 25 3 35 4 45 z/pm

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung zweier unterschiedlich grofler Objekte im Wellenfeld und
entsprechende Verldufe der Anpassungsfunktion (3.24): (a) Objektausdehnung = halber Wellen-
frontabstand dwy; (b) Objektausdehnung = dvy; bei dieser Objektgrofle ist die Modulation bereits
sehr stark abgeschwicht.

an, wo die Anregungsintensitét null ist, die Parameter fiir die rechts dargestellten Kurven
entsprechen bis auf A; und As und dyw = 161 nm den fiir Abb. 3.7 verwendeten. Deutlich
ist zu erkennen, dass die Modulation bei (b) bereits sehr stark abgeschwiicht ist.

Bei einer axialen Objektausdehnung von ca. dem zweifachen Wellenfrontabstand dyy
ist schliefllich {iberhaupt keine Modulation mehr erkennbar, d. h. die Ebenen mit groflerer
und die mit kleinerer Fluoreszenzintensitit gleichen sich gegenseitig aus. Das bedeutet
auch, dass sich die Abbildung eines Objekts, das grofier als 2dyy ist, nicht mehr von der
Abbildung in einem konventionellen Epifluoreszenz-Mikroskop unterscheidet.

Der Zusammenhang zwischen den Parametern A; und As in Formel (3.24) und der
Objektausdehnung wurde mit Verfahren der Virtuellen Mikroskopie, d.h. mit Com-
putersimulationen der optischen Abbildung im SMI-Mikroskop ermittelt [Failla01]. Dabei
wurde von kugelférmigen Objekten ausgegangen; die Durchmesser der Kugeln reichten
von einigen wenigen Nanometern bis in die N&he der klassischen optischen Auflésungs-
grenze von mehreren hundert Nanometern. Die Resultate der Simulationen ergaben einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen dem Kontrast der Modulation

A
A1+A27

mit A; > 0 und A > 0, und dem Durchmesser D bzw. der axialen Ausdehnung der
Kugeln. Abbildung 3.9 zeigt die entsprechenden Kurven fiir die gingigen Laserwellenlingen

R= (3.27)
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Abbildung 3.9: Zusammenhang zwischen Kontrast R der Modulation der AID und Objektdurch-
messer D bzw. axialer Objektausdehnung unter der Annahme kugelférmiger Objekte bei verschie-
denen Anregungswellenlingen Aoy bzw. Wellenfrontabstinden dvy. Die Kurven sind das Ergebnis
von Computersimulationen der optischen Abbildung im SMI-Mikroskop [Failla01].

360 nm, 488 nm, 568 nm und 647 nm; die jeweiligen Wellenfrontabstinde erhélt man aus
Gl. (3.2) mit n = 1,515 und ¢ = 0.

Die in Abb. 3.9 gezeigten Relationen lassen sich dazu verwenden, die Objektausdehnung
in azialer Richtung zu messen, indem man die Parameter A;, Ay bestimmt und Gl. (3.27)
benutzt. Dies ist aber nur in dem Bereich gut moglich, in dem die Kurven ndherungsweise
linear verlaufen; in den Randbereichen sind die Steigungen zu klein, um ein hinreichend
genaues Ergebnis zu erhalten. Das heifit, man kann die Objektgréfie sehr gut bestimmen,
wenn sie zwischen ca. 20 nm und dem Wellenfrontabstand dyy liegt. Groflere und kleinere
Objekte konnen nicht mehr zuverldssig vermessen werden.

An dieser Stelle sei nochmals erwihnt, dass man durch eine Aufnahme der AID nur
die aziale Ausdehnung eines Objekts messen kann. Von Durchmesser darf nur unter der
Annahme gesprochen werden, dass das Objekt Kugelgestalt besitzt.

Die Computersimulationen zeigten auflerdem keinen systematischen Einfluss der Ob-
jektgroBe auf die Position der Wellenziige und damit auf die gemessenen Distanzen. Im
Experiment muss zur Vermeidung systematischer Fehler streng darauf geachtet werden,
dass die Intensititen der beiden interferierenden, zur Fluoreszenzanregung verwendeten
Laserstrahlen gleich sind. Andernfalls konnen die in Abb. 3.9 gezeigten Kurven nicht mehr
verwendet werden, da der Kontrast der Modulation der AID aufgrund der bereits verrin-
gerten Amplitude der Modulation des Anregqungswellenfeldes verfalscht wird.
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3.3 Riaumlich modulierte Anregung in mehreren Richtun-
gen

Bisher wurden die rdumlich modulierte Anregung in axialer Richtung und die sich daraus
ergebenden Konsequenzen fiir die Punktbildfunktion sowie Methoden der Auswertung,
d. h. insbesondere zur Distanzmessung beschrieben, wie sie im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendet wurden. Dieser Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick iiber weitere Moglichkeiten
zur Modulation der Anregungsintensitit und skizziert, wie daraus Bilder mit einer héheren
effektiven Auflésung rekonstruiert werden kénnen.

3.3.1 Erzeugung einer lateralen Modulation der Anregung

Die einfachste Moglichkeit, eine Modulation in lateraler Richtung zu erreichen, besteht dar-
in, die Absténde d; zwischen den beiden Fokuspunkten und der optischen Achse in Abb.
3.1 unterschiedlich einzustellen. Die Wellenfronten stehen dann nicht mehr senkrecht auf
der optischen Achse, und der axialen Modulation des Anregungslichtfeldes wird zusétzlich
eine laterale Modulation innerhalb der Bildebene aufgeprigt. Die Richtung des Wellen-
vektors u der Modulation in der Bildebene kann dabei durch Drehen der gemeinsamen
Einfallsebene beider Strahlen gedndert werden.

Alternativ kann man in jedes Objektiv zwei Laserstrahlen symmetrisch so einfokussie-
ren, dass die Fokuspunkte in den hinteren Fokusebenen gegeniiber liegen, also bei dy und
—dy. Die im Objektraum interferierenden Strahlenbiindel bewirken dann auch in lateraler
Richtung eine Modulation der Anregungsintensitit [Jickle99]. Dieses Verfahren lisst sich
im Prinzip — allerdings mit hohem experimentellem Aufwand — auch fiir beide laterale Rich-
tungen gleichzeitig realisieren, indem man in jedes Objektiv ein zweites Paar Laserstrahlen
in einer zum ersten Paar senkrechten Ebene einfokussiert. Eine weitere Moglichkeit, das
Anregungslicht lateral zu modulieren besteht darin, in einer zur Objektebene konjugierten
Ebene des Anregungs-Strahlengangs ein Beugungsgitter zu positionieren [Heintzmann98].

Die Punktbildfunktion bzw. laterale Intensititsverteilung bei lateraler Modulation ist
analog zu Gl. (3.3) wieder gleich dem Produkt von Anregungs-PSF und Detektions-PSF;
entsprechend lassen sich die oben dargestellten Verfahren zur Distanz- und Groflenmessung
anwenden. Damit konnte die Prizision der Distanzmessungen in allen drei Dimensionen
erhoht werden, und aus Messungen der Objektausdehnung in den drei Raumrichtungen
liefBe sich zusétzlich Information {iber die Form eines Objekts gewinnen.

Die Motivation fiir die in dieser Arbeit realisierte axiale Modulation des Anregungs-
lichtfelds liegt in den unterschiedlichen Halbwertsbreiten der PSF eines konventionellen
Mikroskops in lateraler und axialer Richtung begriindet: Da die Punktbildfunktion in
axialer Richtung eine wesentlich gréflere Halbwertsbreite als in lateraler Richtung auf-
weist, ist die Prézision der Distanzmessung in axialer Richtung entsprechend reduziert.
Dies gilt sowohl fiir ein konventionelles Mikroskop (Abschnitt 2.3.4 und 2.4) als auch fiir
die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie. Mit Hilfe der axialen Modulation kann dagegen
die Genauigkeit der axialen Distanzmessung soweit verbessert werden, dass sie sogar die
Prizision der Abstandsmessung in lateraler Richtung tibertrifft (vgl. Abschnitt 3.2.2).
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3.3.2 Bildrekonstruktion

Mit Hilfe der rdumlich modulierten Anregung lisst sich nicht nur eine Erhchung der
Prézision von Distanzmessungen erreichen, sondern man kann auch die effektive optische
Auflésung in einer oder in mehreren Raumrichtungen erhéhen, wie bereits in Abschnitt
3.1.3 angedeutet wurde. Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, zunéchst fiir jede Rich-
tung bzw. jeden Wellenvektor u der Modulation (entspricht 2k, in Abb. 3.4) mindestens
drei 3D-Bilder mit verschiedenen Positionen bzw. Phasenlagen A; der Wellenziige der Mo-
dulation aufzunehmen [Krish96, Gustaffson00]. Die entsprechenden Frequenzspektren im
reziproken Raum

0;() = h(k) (21(k) + €2 I(k +u) + 72 [(k — u)) (3.28)
bilden dabei ein Gleichungssystem, mit dem die verschobenen Objektspektren (,Fligel®)
I(k), I(k + u) und I(k — u) berechnet werden kénnen [Heintzmann98, Frohn01]. Unter
der Grofie I(r) im Ortsraum ist hierbei die Verteilung der Fluoreszenzfarbstoffe bzw.

-intensitdt im Objektraum zu verstehen, h ist die OTF des Systems ohne modulierte
Anregung, siehe auch Abschnitte 2.3.5 und Abb. 3.4.

Eine Anderung der Richtung von u erméglicht nun eine Verschiebung der Fliigel der
OTF in Abb. 3.4 an (nahezu) beliebige Stellen im Fourier-Raum, und die entsprechenden
Spektren kénnen mit dem oben beschriebenen Verfahren detektiert und rekonstruiert wer-
den. Fiihrt man dies mehrfach hintereinander fiir verschiedene u durch und wéhlt u jeweils
so, dass die Fliigel fiir verschiedene u iiberlappen, lassen sich die einzelnen Spektren zu
einem Gesamtspektrum zusammensetzen. Abbildung 3.10 zeigt schematisch eine entspre-
chende Gesamt-OTF [Schneider99a, Frohn01]. Gegeniiber der Optischen Transferfunktion
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Gesamt-OTF in der ky - ky- und der ky y - k,-Ebene
nach mehrfach durchgefiihrten 3D-Aufnahmen mit jeweils unterschiedlichen Wellenvektoren u der
Anregungsmodulation. u ist bei jeder Aufnahme so gewihlt, dass sich die ,,Fliigel“ der einzelnen
OTFs iiberlappen. Dadurch wird die die effektive Auflésung erhoht.
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eines konventionellen Mikroskops (Abb. 2.9) besitzt diese OTF in allen Raumrichtungen
eine grofere Ausdehnung, so dass sich die effektive rdumliche Auflésung erhoht. Aulerdem
ist der ,Missing Cone“ nicht mehr vorhanden, d. h. es gibt keine Raumfrequenzen in der
Néhe des Ursprungs, die nicht detektiert werden kénnen. Die Aufnahmedauer verlingert
sich allerdings erheblich, denn es miissen z. B. fiir das in Abb. 3.10 gezeigte Beispiel ins-
gesamt 11 3D-Aufnahmen hintereinander durchgefithrt werden [Frohn01].

Selbstverstiandlich lassen sich auf Objekte in solchen rekonstruierten Bildern die in Ab-
schnitt 2.4 dargestellten Verfahren zur Lokalisation anwenden. Aufgrund der reduzierten
Halbwertsbreite der PSF wiirde man auch auf diesem ,,Umweg" gegeniiber der direkten
Analyse der modulierten Intensititsverteilung (Abschnitt 3.2) eine Verbesserung der Lo-
kalisationsgenauigkeit erreichen.



Kapitel 4

Experimentelle Realisierung

Inhalt dieses Kapitels ist die experimentelle Realisierung der Mikroskopie mit rdumlich
modulierter Anregung bzw. der Spatially Modulated Illumination-Mikroskopie. Der hier
vorgestellte Mikroskopaufbau wurde im Rahmen dieser Arbeit vollstindig neu aufgebaut,
entspricht jedoch in vieler Hinsicht dem in [Schneider99a] beschriebenen Experiment. Er
enthilt allerdings — neben neuer ,Hardware“ (Piezotisch, CCD-Kamera) — auch einige
Erweiterungen und Verinderungen wie z.B. die Uberlagerung der beiden Anregungs-
Laserstrahlen am Ausgang der optischen Fasern unmittelbar vor dem Strahlteiler des
Interferometers.

Es folgt zunichst eine Ubersicht iiber das gesamte Experiment und die Labor-Infrastruk-
tur, an die sich in den Abschnitten 2 und 3 eine detaillierte Beschreibung des Anregungs-
Strahlengangs und der Vorrichtungen zur Objekt- und Spiegelpositionierung anschlieft.
Abschnitt 4 hat den Detektions-Strahlengang des Mikroskops sowie die CCD-Kamera zum
Inhalt; der letzte Abschnitt enthélt die wichtigsten Spezifikationen des zur Steuerung des
Mikroskopaufbaus verwendeten Personal Computers, beschreibt kurz die Steuer-Software
und schildert die Durchfiihrung der Messungen. Eine Kurzanleitung zur Montage und Jus-
tage des Aufbaus sowie eine ausfiihrliche Beschreibung der Steuer-Software finden sich im
Anhang.

4.1 TUbersicht

Der in Abbildung 4.1 schematisch dargestellte Mikroskopaufbau befindet sich mit Aus-
nahme der Laser auf einem 90 cm X 90 cm-grofien ,,Breadboard‘, welches aus einer
speziellen Metall-Legierung (SuperInvar M-XI-22, Newport GmbH') gefertigt ist. Diese
Legierung besitzt bei Raumtemperatur einen im Vergleich zu herkémmlichen Metallen
etwa 10-fach niedrigeren Temperaturausdehnungskoeffizienten, wodurch stérende, tempe-
raturbedingte Verschiebungen der optischen Elemente (Spiegel, Strahlteiler usw.) mini-
miert werden. Das Breadboard befindet sich wiederum auf einem schwingungsgedédmpften
optischen Tisch dlterer Bauart. An der Decke iiber dem Aufbau ist eine Metallhaube
befestigt, welche zum Schutz der optischen Elemente vor Staub und zur Vermeidung von
Luftzirkulationen wihrend einer Messung auf das Mikroskop abgesenkt werden kann.

'Holzhof-Allee 19-21, 64295 Darmstadt, http://www.germany@newport.com
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Abbildung 4.1: Schematische Ansicht des SMI-Mikroskopaufbaus. Die beiden rechts dargestellten
Laser befinden sich auf einem separaten optischen Tisch.

Um den Aufbau moglichst kompakt zu gestalten und um die beiden zur Fluoreszenz-
anregung verwendeten Laser und das Mikroskop voneinander unabhingig justieren zu
konnen, sind die Laser auf einem separaten optischen Tisch aufgestellt. Die Uber-
tragung des Laserlichts zum Aufbau erfolgt iiber Glasfasern. Auf separaten Regalen bzw.
Tischen befinden sich auch die Gerédte zur Ansteuerung der Schrittmotoren usw. so-
wie der Personal Computer zur Steuerung des Messvorgangs (Steuer-PC). Die Weiter-
leitung und Speicherung der Messdaten erfolgt iiber ein mit dem Steuer-PC verbundenes
100 MBit-Netzwerk. So kénnen die umfangreichen Datenmengen von typischerweise meh-
reren 10 MByte pro Einzelmessung schnell iibertragen werden, siehe auch [Schneider99a].

Die im Mikroskopaufbau einsetzbaren Fluoreszenzfarbstoffe hingen im Wesentlichen
von der verwendeten Farb-CCD-Kamera ab. Solche Kameras besitzen meist drei verschie-
dene Farbkanile mit Detektoren bzw. Pixeln fiir die Farben Rot, Griin und Blau (RGB-
Farbschema). Um eine optimale Detektion der Farbstoffe zu gewéhrleisten, sollten deren
Emissionsspektren moglichst gut mit den entsprechenden Empfindlichkeitsspektren der Pi-
xel iiberlappen, siehe auch Abschnitt 4.4.1 und 4.4.2. Der gesamte experimentelle Aufbau
ist daher fiir Farbstoffe optimiert, die diese Forderung erfiillen, wie beispielsweise Fluores-
cein Isothiocyanat (FITC, Maximum der Anregung/Emission bei 490/525 nm) im griinen
und Cyanined (Cy5, 649/670 nm) im roten Spektralbereich. Auf den Einsatz von blauen
Farbstoffen wird dagegen aufgrund praktischer Probleme, wie z. B. der Abschwéchung der
Lichtintensitdt im UV-Bereich beim Durchgang des Lichts durch Glas, verzichtet.
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4.2 Anregungs-Strahlengang

4.2.1 Laser und optische Faser

Als Lichtquelle werden entsprechend den oben genannten Randbedingungen ein Ar*-
Laser, der auf eine Wellenléinge von ) 4, = 488 nm eingestellt ist, und ein Kr*-Laser, der
bei g, = 647 nm betrieben wird, eingesetzt. Beide Geriite vom Typ 95.4 (Art) und 95-K
(Krt) stammen von der Lexel Laser Inc.?2 und werden im ,,Single Mode“, d.h. im TEMgg-
Modus betrieben. In dieser Betriebsart liefert Typ 95.4 bei einer Leistungsaufnahme von
Py, = 12,9 kW eine maximale Lichtleistung von 1,3 W, der Kr™-Laser erzeugt Laserlicht
mit einer Leistung von maximal 265 mW bei P;, = 10,9 kW. Wihrend der Messungen
wird iiblicherweise eine Leistung von 400 mW (Ar™) bzw. 200 mW (Kr*) eingestellt.

Die Frequenzbandbreite beider Laser-Ausgangsstrahlen wird durch ein temperaturgere-
geltes Wellenselektionsprisma (Etalon) zusitzlich eingeengt und zeitlich stabilisiert (Op-
tion 503, Polytec GmbH?). Zur Leistungsstabilisierung werden die Laser im sog. ,,Light
Control“-Modus betrieben, d. h. die Ausgangsleistung wird durch einen geschlossenen Re-
gelkreis konstant gehalten (Stabilitéit besser 0,2%). Der Durchmesser der Strahlen nach
dem Laseraustrittsfenster betrdgt 1,3 mm.

Die Einkopplung der Laserstrahlen in die Glasfasern erfolgt durch zwei Miniaturfaser-
koppler (,Fiber Launcher) des Typs OFL-802, Polytec GmbH, die jeweils in einem eige-
nen Gehiuse (OFL-842, Polytec GmbH) untergebracht sind. Der zur Einkopplung des Ar™-
Strahls verwendete Faserkoppler ist zur leichteren Justage mit Piezo-Verstellelementen
versehen, die mittels einer Steuereinheit, Modell LVE-581 (Polytec GmbH), verstellt wer-
den. Die polarisationserhaltenden Mono Mode-Glasfasern sind werkseitig bereits fertig
konfektioniert, d. h. vor jedem Ende ist in Fokusldnge eine Linse so angebracht, dass der
(kollimierte) Laserstrahl unter einem geeigneten Offnungswinkel in die Faser eintritt bzw.
diese verlisst. Zur Ubertragung des Art-Strahls wird eine Faser des Typs OFL-811PP
(Polytec-GmbH) verwendet, die fiir A = 488 nm und A = 514 nm optimiert ist sowie einen
Kerndurchmesser von 3,5 pm und eine Dampfung von 50 dB/km besitzt. Aufgrund der
groBeren Wellenléinge weist die fiir den Kr'-Strahl benutzte Faser (Modell OFL-815-PP-
633-10, Polytec GmbH) einen grofieren Kerndurchmesser von 4,5 ym auf; ihre Dampfung
betrigt 12 dB/km.

Beide Laser und die gesamte Einkoppeloptik sind, wie bereits erwihnt, nebeneinander
auf einem separaten optischen Tisch montiert. Der Bereich iiber den Laser-Austrittsfens-
tern und den Fasereinkopplern ist zum Schutz vor Staub ebenfalls mit einer Haube abge-
deckt.

Zur moglichst gleichmifiigen Ausleuchtung des Gesichtfeldes der CCD-Kamera (vgl.
Abschnitt 3.1.1) werden die Strahlen nach dem Verlassen der Fasern jeweils auf einen
1/e2-Durchmesser von w =~ 15 mm aufgeweitet. Hierzu werden zwei Kollimatoren vom
Typ 09LCMO11 der Melles Griot GmbH* mit einer Wellenfrontverzerrung von weniger als
A/4 verwendet (einer der Kollimatoren ist zusitzlich mit dem ,Spatial Filter* 09LSFO011
ausgeriistet). Die Faserenden in den Kollimatoren sind jeweils so orientiert, dass die La-
serstrahlen senkrecht zur Breadboard-Oberfliche polarisiert sind. Der Abstand zwischen

248503 Milmont Dr., Fremont, CA 94538
3Polytec Platz 1-7, 76337 Waldbronn, http://www.polytec.de
“LilienthalstraBe 30-32, 64625 Bensheim, http://www.mellesgriot.com
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den optischen Achsen der horizontal angeordneten Kollimatoren und dem Breadboard
entspricht jeweils der einheitlichen Strahlh6he im Interferometer von ca. 70 mm.

4.2.2 Interferometer

Nach dem Verlassen der beiden Kollimatoren werden die Laserstrahlen mit Hilfe eines
Spiegels und eines wellenléngenselektiven Strahlteilers (,Beam Combiner 488/647“, Typ
F33-488, AHF Analysetechnik®), der auf Transmission der 647 nm-Laserlinie sowie Refle-
xion der 488 nm-Linie unter 45° optimiert ist, iiberlagert, wie in Abbildung 4.2 gezeigt.
Anschliefiend treffen die Strahlen unter einem Einfallswinkel von 51° (Brewsterwinkel) auf
ein spezielles Strahlteilerprisma aus dem Substratmaterial Suprasil 3 (Sonderanferti-
gung, DoroTEK Gesellschaft fiir Systemtechnik mbH®). Linge und Breite der Grundfléiche
sowie die Hohe der um 90° gegeniiber der Grundfliche gekippten, reflektierenden Seite be-
tragen jeweils 25 mm, die Wellenfrontdeformation ist mit < \/20 angegeben. Das Prisma
ist so spezifiziert, dass die beiden senkrecht polarisierten Laserstrahlen im Verhéltnis 50:50
transmittiert bzw. reflektiert werden, wobei der reflektierte Strahl einen Winkel von 90°
zum transmittierten Strahl einnimmt. Um stérende Vielfachreflexionen von seiner Riick-
seite aus dem Interferometer auszukoppeln, besitzt der Strahlteiler einen Keilwinkel von

®Bei der Kirche 2, 72074 Tiibingen, http://www.ahf.de
SGrenzweg 25, 15344 Strausberg
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Abbildung 4.2: Schematische Ansicht des Anregungs-Strahlengangs. Die von rechts kommenden,
aufgeweiteten Laserstrahlen werden mit Hilfe eines ,,Beam Combiners* iiberlagert und anschlie-
Bend durch einen 50:50-Strahlteiler in zwei Teilstrahlen gleicher Intensitit aufgeteilt. Beide Strah-
len werden jeweils in die hinteren Fokusebenen der gegeniiberliegenden Objektive einfokussiert.
Mit Hilfe des piezoelektrischen Verschiebetischs lidsst sich die Phasendifferenz der Teilstrahlen
veréndern.
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a = 15°.

Obwohl das Strahlteilerprisma durch entsprechende Oberflichenbeschichtungen beide
Laserwellenldngen im Verhéltnis 50:50 trennt, ist seine Prismenwirkung aufgrund der Dis-
persion des Substratmaterials nicht beseitigt. Treffen also zwei parallele Laserstrahlen mit
verschiedenen Wellenléingen auf das Prisma, sind sowohl die entsprechenden transmittier-
ten Strahlen als auch die Wellenfronten des roten und des griinen Laserlichts zwischen den
Objektiven gegeneinander verkippt (wie in [Schneider99a], wo die einfallenden Strahlen
parallel ausgerichtet waren, da fiir beide Strahlen bzw. Wellenldngen nur eine optische
Faser und derselbe Kollimator verwendet wurde). Dieser unerwiinschte Effekt wird ver-
mieden, indem man zwei optische Fasern verwendet und mit dem Beam Combiner die
einfallenden Strahlen vor dem Strahlteiler in geeigneter Weise gegeneinander verkippt.
Weitere Vorteile dieser Anordnung sind:

e Da beide Strahlen durch, fiir die entsprechende Wellenléinge optimierte, Glasfasern
mit einem passenden Kerndurchmesser iibertragen werden, treten im Strahl mit der
kleineren Wellenlidnge keine hoheren Schwingungsmoden auf, die eine gleichméBige
Ausleuchtung des Objektraums erschweren.

e Durch den Einsatz weiterer, passender Beam Combiner kénnen leicht weitere Anre-
gungsstrahlen in das Interferometer eingekoppelt werden.

Beide Teilstrahlen werden nun jeweils iiber Spiegel auf eine Antireflex(AR)-beschichtete
Achromatlinse (Bestell-Nr. 322266, Linos Photonics GmbH’) mit der Brennweite f =
60 mm und einem Durchmesser von 18 mm gefiihrt. Die hinter den Linsen konvergieren-
den Strahlen weisen einen Offnungswinkel von ca. 14° auf und werden iiber einen Spie-
gel bzw. dirchroitischen Strahlteiler in die hinteren Fokusebenen zweier Ol-Immersions-
Hochleistungs-Objektive einfokussiert, die horizontal und gegeniiberliegend auf dem
Breadboard angebracht sind. Die Objektive (Modell PL. APO, 100 x /1.40 — 0.70, OIL,
Leica Microsystems GmbH?®) besitzen eine numerische Apertur von NA = 1,4 und 100-
fache VergroBlerung, ihr gegenseitiger Abstand betrégt ca. 2 mm. Das im Objektraum zwi-
schen den Objektiven erzeugte stehende Wellenfeld (vgl. Abschnitt 3.1.1) besitzt bei den
in Abschnitt 4.2.1 genannten Laserleistungen von 400 mW bzw. 200 mW eine rdumlich
gemittelte Intensitit von ca. 200 W/cm? bzw. 100 W /cm?.

Der aus dem synthetischen Quarzglas Suprasil gefertigte dichroitische Strahlteiler
(Typ 51608, AHF Analysetechnik) wird dazu verwendet, das Anregungslicht vom Detek-
tionslicht zu trennen. Seine Beschichtung ist dafiir optimiert, senkrecht polarisiertes Licht
mit den Wellenlingen 488 nm und 647 nm unter einem Einfallswinkel von 45° zu reflek-
tieren und einen moglichst grofien Spektralbereich zwischen 488 nm und 647 nm sowie fiir
A > 647 nm zu transmittieren (siehe auch Abschnitt 4.4.1). Er besitzt einen Durchmesser
von 25 mm sowie eine Mittendicke von 3,0 mm, und er ist ebenfalls keilférmig mit einem
Keilwinkel von a = 2,5° beschaffen, um stérende Reflexionen des Laserlichts von seiner
Riickseite aus dem Strahlengang fernzuhalten. Zur Minimierung solcher Reflexionen ist
die dem Laserstrahl abgewandte Riickseite des Keils zusétzlich AR-beschichtet.

Der gesamte Anregungs-Strahlengang kann mit einem Mach-Zehnder-Interferometer
verglichen werden. Um die Léngendifferenz zwischen den beiden optischen Wegen und

"Konigsallee 23, 37081 Géttingen, http://www.linos-photonics.de
8Lilienthalstrafie 39-45, 64625 Bensheim, http://www.leica-microsystems.com
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damit die Positionen der Wellenfronten zwischen den Objektiven variieren zu konnen,
ist einer der Spiegel auf einem piezoelektrisch verstellbaren Verschiebetisch (siehe
néchster Abschnitt) montiert. Im Unterschied zu der in [Schneider99a] gezeigten Variante
(und gegeniiber dem in Abb. 4.1 gezeigten Schema) besitzen beide optischen Wege des
Interferometers vom Strahlteiler zur Objektebene nahezu dieselbe Linge. Auch wenn die
Weglingendifferenz mit einigen Millimetern noch weit jenseits einer Wellenlénge liegt (eine
Genauigkeit in der GroBenordnung von A wére nur bei kohdrenter Detektion durch beide
Objektive erforderlich, vgl. [Gustaffson96]) bietet diese Konfiguration zwei Vorteile:

e Der Einfluss temperatur- oder anderweitig bedingter Drifts der Laserwellenlingen
oder von optischen Elementen vor dem Interferometer auf die Positionen und Orien-
tierungen der Wellenfronten im Objektraum wird minimiert. Eine maximal erlaubte
Verschiebung der Wellenfronten von 1 nm wiirde dagegen z.B. bei der (im friither-
en Versuchsaufbau vorhandenen) grofieren Weglingendifferenz von ca. 10 cm eine
relative Frequenzstabilisierung des Lasers von besser als 10~8 erfordern.

e Eine gleichartige Modifikation beider Teilstrahlen wird vereinfacht. Man kann bei-
spielsweise die beiden bisher verwendeten Einfokussierlinsen durch eine einzige Linse
vor dem 50:50-Strahlteiler ersetzen. Aulerdem kénnen die Fokuspunkte der griinen
Strahlen (A = 488 nm) in den hinteren Fokusebenen der Objektive durch eine Ver-
kippung des Beam Combiners so weit verschoben werden, dass beide Wellenfelder
den gleichen Wellenfrontabstand besitzen, vgl. Abschnitt 3.1.1 und 3.2.2.

Als Spiegel werden Reflektoren des Typs 10Z40BD.1 (Newport GmbH) aus Zerodur
mit einem Durchmesser von 25 mm verwendet. Sie besitzen eine dielektrische Breitband-
beschichtung mit einer Giite bzw. Planaritdt von A/20 und eine Reflektivitat > 99% fiir
Einfallswinkel von 0°..45°. Zur Halterung der Spiegel bzw. des Beam Combiners werden
kinematische Spiegelhalter vom Typ U50-P bzw. U100-A (Newport GmbH) verwen-
det. Das Strahlteilerprisma befindet sich auf einem Dreh-Kipp-Tisch, Modell M-P032N
(Newport), und die Einfokussierlinsen werden von Drei-Achsen-Translationshaltern
des Typs M-LP-05-XYZ (Newport) fixiert. Letztere sind zusammen mit den Objektiven an
von der Werkstatt des Instituts gefertigten Gehidusen befestigt. Diese Gehéduse beeinhalten
auch den dirchroitischen Strahlteiler bzw. den gegeniiber befindlichen Spiegel und kénnen
durch drei iibereinander montierte Linearverschiebetische des Typs M-461 (Newport) in
alle drei Raumrichtungen verschoben werden.

4.3 Objekt- und Spiegelpositionierung

Der Objekttriager zwischen den Objektiven (Standard-Objekttriager, L x Bx H = 76 mm X
25 mm x 1 mm) wird von einem speziell angefertigten Objekttrigerhalter fixiert, der
abnehmbar auf einer Magnethalterplatte gelagert ist. Diese ist wiederum an einem
piezoelektrischen Verschiebetisch befestigt. Eine spezielle Dreipunktlagerung auf der Ma-
gnethalterplatte sorgt dafiir, dass der Objekttréigerhalter nach einem Abnehmen und an-
schlielendem Aufsetzen auf die Magnethalterplatte wieder dieselbe Position einnimmt.
Dadurch ist es moglich, die Objekttriger schnell und sicher auszuwechseln [Jackle99].
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4.3.1 Piezoelektrische Verschiebetische

Um das Objekt bzw. den Objekttrager wihrend der Messung mit der erforderlichen
Genauigkeit von 1 nm und einer Schrittweite von wenigen 10 nm bewegen zu kénnen
(Abschnitt 3.1.2), kann auf einen piezoelektrischen Verschiebetisch nicht verzichtet wer-
den. In dem hier vorgestellten Mikroskopaufbau wird ein sogenanntes XY-Piezo-Nano-
Positioniersystem des Typs P-731.20 der Physik Instrumente (PI) GmbH & Co.? einge-
setzt.

Dieses Positioniersystem erlaubt eine sehr schnelle Positionierung (Ansprechzeit <
50 ms) iiber einen Stellbereich von 100 pm x 100 gm und ist im Mikroskop so angeordnet,
dass der Objekttrager in horizontaler Richtung entlang der optischen Achse der Objektive
und in vertikaler Richtung bewegt werden kann. Das System ist mit kapazitiven Senso-
ren ausgeriistet, die iiber einen geschlossenen Regelkreis eine Positionsauflésung von 1 nm
und eine Wiederholbarkeit von +5 nm ermdéglichen; die Kalibrierung des Systems wurde
bereits vom Hersteller vorgenommen. Die eigentliche Positionierung wird von Niedervolt-
Piezoantrieben (0..100 V) bewerkstelligt, die zur Eliminierung von Reibungskriften in ein
Fiithrungssystem aus Festkorpergelenken integriert sind.

Der Interferometerspiegel (s. Abb. 4.2) ist auf einem sog. LISA (LInear Stage Actua-
tor) Piezo-Nano-Positioniersystem vom Typ P-753.11C desselben Herstellers befestigt. Es
besitzt einen eindimensionalen Verstellweg von 12 pm Linge, eine geregelte Positions-
auflésung von 0,05 nm sowie eine Wiederholbarkeit von +1 nm.

Zur Ansteuerung der zwei Achsen des Piezo-Objektverschiebetischs wird ein Regler des
Typs E-509.C2 zusammen mit zwei Verstiarkern, Typ E-505.00, verwendet. Der Spiegel-
verschiebetisch ist ebenfalls an einem Verstirker des Typs E-505.00 angeschlossen, der mit
einem Regler, Modell E-509.C1, verbunden ist. Alle Regler und Verstéirker sind zusammen
mit einem Display- und Schnittstellenmodul E-515.IX in ein E-500-Chassis eingebaut. Das
Modul E-515.IX besitzt neben einer Anzeige zur Kontrolle der jeweiligen Aktuatorpositio-
nen eine serielle RS-232-Schnittstelle, iiber die alle Regler mit dem Steuer-PC verbunden
sind. Samtliche in diesem Abschnitt aufgezihlten Komponenten des Aufbaus stammen
von der PI GmbH & Co.

4.3.2 Verschiebetisch mit Schrittmotoren

Der oben beschriebene Piezo-Objektverschiebetisch samt Objekttrigerhalter ist an einem
weiteren, temperaturstabilisierten Verschiebetisch befestigt [Jéickle99], der durch drei
Schrittmotoren des Typs ZSS 422-200-1.2 (Phytron GmbH) angetrieben wird. Mit diesem
Verschiebetisch werden makroskopische Bewegungen durchgefiithrt, um den Objekttriger
in den Zwischenraum der Objektive hinein und wieder heraus zu fahren, das Objekt in
die Fokusebene des zur Detektion verwendeten Objektivs zu bewegen und um den Ob-
jekttriager lateral zu verschieben, wie es bei der manuellen Suche nach Objekten vor einer
Messung erforderlich ist. Wahrend der Messungen bleibt der schrittmotorgetriebene Ob-
jektverschiebetisch, im Folgenden Objektverschiebetisch genannt, passiv.

Die Ansteuerung der Motoren erfolgt iiber eine Schrittmotorsteuerung, Modell mc
compact, der Firma ITK Dr. F. Kassen!?, die mit dem Steuer-PC ebenfalls durch eine

“Polytec Platz 1-7, 76337 Waldbronn, http://www.physikinstrumente.com
10Beim Eberacker 3, 35633 Lahnau
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RS-232-Schnittstelle verbunden ist. Uber diese Verbindung werden Kommandos gesendet,
um z. B. bestimmte Positionen anzufahren. Dariiberhinaus kann der Objekttriger mittels
eines an die Schrittmotorsteuerung angeschlossenen Joysticks manuell verfahren werden,
was vor allem die Suche nach interessanten Ausschnitten auf dem Objekttriger erleichtert.
Durch den Steuer-PC kann man auflerdem weitere Parameter der Schrittmotorsteuerung
wie z. B. Verfahrgeschwindigkeiten einstellen.

Zusammengesetzt ist der Objektverschiebetisch aus zwei Edelstahlverschiebetischen des
Typs M-125 (PI GmbH & Co.) mit einem Verfahrweg von 25 mm, einem Edelstahlverschie-
betisch M-155 (PI) mit einem Stellweg von 100 mm und mehreren Verbindungselementen
aus unterschiedlichen Metallen. Der Verschiebetisch mit dem lingeren Verfahrweg ist ho-
rizontal auf dem Breadboard angeordnet und wird verwendet, um den Objekttriger aus
dem Zwischenraum der Objektive heraus bzw. herein zu fahren. Die Materialien und An-
schraubpunkte der Verbindungselemente zwischen den Verschiebetischen sind so gewahlt
bzw. angeordnet, dass sich die Ausdehnungen der Metalle aufgrund der unterschiedlichen
Temperaturausdehnungskoeffizienten in zwei Raumrichtungen in einem Punkt des Objekt-
tragers, der sich in der einheitlichen Strahlhéhe von 70 mm iiber dem Breadboard befindet,
kompensieren. Das heifit, dass sich die Position dieses Punkts bei Raumtemperatur unter
dem Einfluss von Temperaturschwankungen in der lateralen y-Richtung und in der axia-
len z-Richtung (theoretisch) nicht &dndert. Unter der lateralen y-Richtung ist hierbei die
laterale Richtung parallel zur Oberfliche des Breadboards zu verstehen, mit der axialen
Richtung ist die Richtung der optischen Achse der Objektive gemeint.

Stabilitidt des Objektverschiebetischs

In der lateralen x-Richtung konnte dagegen keine Temperaturstabilisierung erreicht werden
[Jéckle99]. Dies zeigen auch die in Abbildung 4.3 dargestellten, mehrfach hintereinander im
Abstand von je 25 min. gemessenen, lateralen Positionen zweier fluoreszierender Objekte
in zwel verschiedenen Messserien. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Drifts in der x-
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Abbildung 4.3: Mehrfach hintereinander gemessene Positionen fluoreszierender Objekte in zwei
Messserien in (a) lateraler x-Richtung und (b) lateraler y-Richtung. Die x-Koordinaten f#indern
sich stirker und steigen monoton an (positive x-Richtung = Richtung der Schwerkraft), was auf
ein systematisches, allméihliches Absinken des Tischs hindeutet.
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Richtung (a) deutlich grofler sind als in der y-Richtung (b). Unter einer Messserie ist
hierbei die mehrfache Durchfithrung der Aufnahme eines vollstindigen Bildstapels bzw.
3D-Bildes zu verstehen, siehe néichstes Kapitel.

Leicht zu sehen ist allerdings auch, dass die x-Koordinaten in systematischer Weise
monoton ansteigen und die Steigung der Kurven mit der Zeit leicht abnimmt. Da dieser
Effekt in nahezu allen Messserien beobachtet werden konnte und die positive x-Richtung
senkrecht zum Breadboard nach unten, d. h. parallel zur Schwerkraft zeigt, kann angenom-
men werden, dass es sich hierbei nicht um ein temperaturinduziertes Phinomen handelt.
Vielmehr ist davon auszugehen, dass diese Verschiebungen von einem allméhlichen Ab-
sinken des Verschiebetischs herriithren, das u.a. von Schmierfliissigkeit verursacht wird,
die aus den Zwischenrdumen zwischen der Gewindestange und dem Fiithrungsgewinde des
vertikalen Edelstahlverschiebetischs langsam herausgedriickt wird.

4.4 Fluoreszenzdetektion

4.4.1 Detektions-Strahlengang

Zur Detektion der Fluoreszenzintensititen wird das in Abb. 4.2 auf der rechten Seite dar-
gestellte Objektiv verwendet (siehe auch Abschnitt 4.2.2). In Abbildung 4.4 ist das Trans-
missionsspektrum des dahinter befindlichen dichroitischen Strahlteilers fiir unpolarisiertes
Fluoreszenzlicht dargestellt (Hersteller-Angaben). Es wurde an die Emissionspektren der
Farbstoffe FITC und Cy5 angepasst, deren Maxima bei 525 nm und 670 nm liegen.
Abbildung 4.5 zeigt den weiteren Strahlverlauf des Fluoreszenzlichts. Nach dem Pas-
sieren des dichroitischen Strahlteilers trifft das Licht zunichst auf einen Spiegel sowie
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Abbildung 4.4: Transmissionsspektrum des fiir die Farbstoffe FITC (Aex = 525 nm) und Cy5 (Aex
= 670 nm) optimierten dichroitischen Strahlteilers (Hersteller-Angaben).
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Abbildung 4.5: Schematische Ansicht des Detektions-Strahlengangs. Vor der Detektion durch den
CCD-Chip der Kamera passiert das Fluoreszenzlicht den dichroitischen Strahlteiler, einen Kor-
rekturkeil, die Tubuslinse und einen Sperrfilter. Der Korrekturkeil beseitigt die durch die Pris-
menwirkung des dichroitischen Strahlteilers verursachte Divergenz der Strahlen des roten und

griinen Fluoreszenzlichts.

einen Korrekturkeil und wird anschlieflend durch die Tubuslinse auf den CCD-Chip der
Kamera (siehe nédchster Abschnitt) fokussiert. Zwischen Tubuslinse und CCD-Kamera ist
zusétzlich ein Sperrfilter angebracht.

Besondere Beachtung verdient der dichroitische Strahlteiler in Kombination mit dem
hier erstmals eingebauten Korrekturkeil: Die Keilform des Strahlteilers bewirkt — neben
dem erwiinschten Effekt, dass Reflexionen des Laserlichts von seiner Riickseite aus dem An-
regungsstrahlengang ausgekoppelt werden — leider auch, dass die transmittierten Strahlen
fiir rotes und griines Licht unter verschiedenen Winkeln an seinen Grenzflichen gebrochen
werden. Folglich besitzt auch der dichroitische Strahlteiler eine Prismenwirkung, die hier
jedoch nicht die Anregungsstrahlen, sondern das Detektionslicht betrifft, was zu einem seit-
lichen Versatz der Fokuspunkte beider Farben auf dem CCD-Chip fithren wiirde. Dieser
Effekt wird durch den Korrekturkeil (Sonderanfertigung der DoroTEK GmbH) kompen-
siert. Er ist wie der Strahlteiler aus Suprasil gefertigt, hat einen Durchmesser von 25 mm
und weist eine Mittendicke von 3 mm auf. Seine Riickseite steht zur Minimierung von
Transmissionsverlusten senkrecht auf der optischen Achse des Detektions-Strahlengangs,
zusitzlich ist auf beiden Seiten eine AR-Beschichtung fiir den Wellenldngenbereich von
514..565 nm angebracht. Sein Keilwinkel von 3,74° ergibt sich aus der Forderung nach pa-
rallel verlaufenden Lichtstrahlen fiir A = 532 nm und A = 656 nm im folgenden Abschnitt
des Strahlengangs [Jackle99].

Die weiteren optischen Elemente des Detektions-Strahlengangs entsprechen im Wesent-
lichen dem in Abb. 2.3 auf Seite 11 gezeigten Schema eines konventionellen Mikroskops.
Als Tubuslinse wird das Modell 020-515.075-000 der Leica Microsystems GmbH mit ei-
ner 1,25-fachen Vergréflerung verwendet; sie befindet sich in einem Abstand von 20 cm
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vor dem CCD-Chip. Diese Tubuslinse stellt zusammen mit dem (auf unendlich gerechne-
ten) Objektiv desselben Herstellers ein optisch korrigiertes System dar, so dass Aberra-
tionen bei der Abbildung minimiert werden. Die optische Weglinge von 16 cm zwischen
Objektiv und Tubuslinse sollte nicht mehr wesentlich vergréflert werden, da sich sonst
das detektierbare Sehfeld verkleinern wiirde. Der Sperrfilter bzw. ,Dualband Rejection-
band Filter 488/647“ vom Typ F52-488 (AHF Analysetechnik) blockt Laserlicht aus dem
gegeniiberliegenden Objektiv ab, das aufgrund der begrenzten Reflektivitit des dichroi-
tischen Strahlteilers in den Detektions-Strahlengang gelangt. Dadurch wird der Kontrast
der aufgenommenen Fluoreszenzbilder erhoht.

Um die Fluoreszenzdetekion durch Streulicht nicht zu beeintréchtigen, ist der gesamte
Detektions-Strahlengang in einem Gehiuse untergebracht bzw. wird durch Verkleidungen
geschiitzt. Um seinen Keilwinkel passend zum Keilwinkel des dichroitischen Strahlteilers
auszurichten zu konnen, wird der Korrekturkeil von einer speziellen, um die optische Achse
drehbar gelagerten Vorrichtung gehaltert.

4.4.2 CCD-Kamera

Die Eigenschaften der CCD-Kamera sind entscheidend fiir die Leistungsfahigkeit des ge-
samten Mikroskopaufbaus. Um kleine Fluoreszenzintensititen mit ausreichender Genauig-
keit detektieren und gleichzeitig die Messungen moglichst schnell durchfiithren zu kénnen,
sind sowohl eine hohe Empfindlichkeit als auch ein geringes Eigenrauschen des Kamera-
systems erforderlich. Kurze Messzeiten sind nicht nur aus praktischen Griinden erstre-
benswert, sondern reduzieren zuséitzlich storende Effekte wie z.B. das Ausbleichen der
Farbstoffe.

Um dies zu erreichen, wird im hier vorgestellten Experiment eine Farb-CCD!'-Kame-
ra des Typs ,,Quanticam* der Phase GmbH'? verwendet. Sie besitzt einen ,, CCD-Interline
Progressive Scan“-Sensor mit 1280 Pixeln in horizontaler und 1024 Pixeln in vertikaler
Richtung (SuperVGA-Auflésung). Vor jedem der Pixel ist eine Mikrolinse angebracht, mit
der das ankommende Licht auf die aktive Fliche fokussiert wird (,,Lens on Chip“). Vor dem
CCD-Chip befindet sich auflerdem ein Farb-Mosaikfilter, mit dem die Empfindlichkeiten
der einzelnen Pixel auf jeweils den roten, griinen oder blauen Teil des sichtbaren Spektrums
beschrankt werden. Abbildung 4.6(a) zeigt die Anordnung der ,roten®,  griinen“ und
,blauen®“ Pixel auf dem CCD-Chip. Die Detektoren lassen sich in Gruppen mit jeweils
2 x 2 Pixeln einteilen, bestehend aus einem roten Pixel links oben an der Position (0;0),
zwei griinen Pixeln bei (0; 1) und (1;0) sowie einem blauen Pixel bei (1;1). Folglich werden
mit dem CCD-Chip vier Bilder in drei verschiedenen Farbkanélen aufgenommen (ein rotes,
ein blaues und zwei griine Bilder), wobei jedes dieser Bilder in jeder Richtung halb so viele
Pixel wie der CCD-Chip besitzt, also 640 x 512.

Durch das sogenannte Binning ist es moglich, mehrere in einer Richtung nebenein-
anderliegende Pixel zu einem einzigen effektiven Pixel zusammenzuschalten. Die detek-
tierten Intensitéten der zusammengefassten Pixel werden dabei addiert, so dass sich die
Empfindlichkeit des CCD-Chips erhoht. Horizontal kénnen maximal 8, vertikal bis zu 128
Pixel miteinander verbunden werden. Dadurch wird allerdings die Abstastweite in jeder
Richtung entsprechend erhéht, aulerdem findet keine Unterscheidung der Farben mehr

" Charged Coupled Device
12BliicherstraBe 2, 23564 Liibeck, http://www.phase-hl.com
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Abbildung 4.6: Detektoren bzw. Pixel der Farb-CCD-Kamera ,,Quanticam“: (a) Anordnung auf

dem CCD-Chip. Die Pixel lassen sich in Gruppen, bestehend aus jeweils einem ,roten*, zwei

»erinen” und einem ,,blauen* Pixel einteilen; (b) Relative spektrale Empfindlichkeiten der ver-
schiedenen Pixel (Hersteller-Angaben).

statt. Zur Datenreduktion oder Steigerung der Bildwiederholrate kann der Bereich auf
dem CCD-Chip, der ausgelesen werden soll, durch das Setzen einer ROI (Region Of In-
terest) eingeschrinkt werden. Die kleinste Einheit einer ROI besteht aus 32 x 32 Pixeln.

Die Pixel haben in beiden Richtungen einen gegenseitigen Abstand von 6,7 pm, der
effektive Pixelabstand pro Farbe bzw. Farbkanal (R, G, G2, B) betrigt demzufolge das
Doppelte, also dz = dy = 13,4 pm. Zusammen mit der 100-fachen Vergroflerung des
Objektivs und der 1,25-fachen Vergréflerung der Tubuslinse folgt daraus fiir die x- und y-
Richtung eine Abtastweite von 107,2 nm im Objektraum. Beriicksichtigt man die praktisch
erreichbare Auflosung des Mikroskops (vgl. Gl. (2.43), Abschnitt 2.3.4), ist das Abtast-
theorem Gl. (2.51) erfiillt.

Zur Digitalisierung der gemessenen Intensititswerte werden 12 Bit verwendet, d.h. es
gibt Q@ = 2'2 = 4096 verschiedene Quantisierungsstufen ij. Die Differenz zwischen zwei
Quantisierungsstufen bzw. ein ,, CCD-Count“ entspricht immer fiinf detektierten Photonen.
Die gemessenen Werte von 4; konnen also nicht durch Verdndern der internen Verstirkung
oder eines variablen ,, Offsets“ beeinflusst werden, sondern hingen nur von der eingestellten
Integrationszeit und der Lichtintensitidt ab. Es gibt jedoch einen, von der Temperatur des
CCD-Chips abhingigen, Offset von ca. 20 CCD-Counts (bei T' &~ —12°C). Die maximale
Quanteneffizienz der Pixel betragt 40% bei A = 520 nm.

Der A/D-Wandler arbeitet mit einer Frequenz von 12,5 MHz bzw. 12,5 - 10 Pixel/s;
damit lassen sich pro Sekunde maximal 8 Vollbilder auslesen. Durch das Setzen einer klei-
neren ROI oder durch Binning kann die Geschwindigkeit auf bis zu ca. 32 (Teil-)Bilder pro
Sekunde erhtht werden. Da ein Okular im Detektions-Strahlengang zur direkten Beobach-
tung des Objekttrigers nicht vorgesehen ist, hat die Zahl von 8 Vollbildern pro Sekunde
grofle praktische Bedeutung: Zum Suchen von passenden Objekten ist es wiinschenswert,
den gerade sichtbaren Objekttrigerausschnitt instantan, d.h. mit moglichst wenig Zeit-
verzogerung auf dem Bildschirm des Steuer-PC anzuzeigen. Eine deutlich geringere Bild-
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wiederholrate wiirde die Suche dagegen wesentlich erschweren.

Um thermisch verursachtes Rauschen im Signal zu reduzieren, wird der CCD-Chip
durch eine zweistufige Peltier-Kiihlung auf —12°C gekiihlt. Die Abwéirme von Peltier-
Element und Elektronik wird zur Verringerung von storenden Vibrationen nicht iiber einen
Liifter, sondern durch eine Wasserkiihlung abgeleitet. Die Ansteuerung der Kamera und
das Auslesen der Bilddaten aus dem Speicher der Kamera-Elektronik erfolgt mit einer
speziellen PCI-Interface-Karte im Steuer-PC, die mit der Kamera durch ein Glasfaser-
Kabel (Fiber Optical Link) verbunden ist. Tabelle 4.1 zeigt nochmals die wichtigsten Daten
des Systems.

Der Grund dafiir, dass die zum Breadboard senkrechte, vertikal nach unten zeigende
Richtung als positive x-Richtung und die Horizontale entsprechend als y-Richtung definiert
wird (siehe Abschnitt 4.3.2), ist rein praktischer Natur: Um den CCD-Chip in der einheit-
lichen Strahlhéhe von 70 mm iiber dem Breadboard anzuordnen, musste die Kamera in
Blickrichtung um 90° nach rechts gedreht angebracht werden.

Anzahl Pixel | 1280(H) x 1024(B)
Pixel-Gréfle | 6,7 pm x 6,7 pm
Grofle des CCD-Chips | 8,6 mm X 6,9 mm
CCD-Temperatur | —12°C
,Full Well Capacity“ | 25000e™
Frequenz des A/D-Wandlers | 12,5 MHz
Digitalisierungstiefe | 12 Bit
A /D-Konversionsfaktor | 5 e~ /Count
Auslese-Rauschen | 7.8 e~
Maximale Quanteneffizienz | 40%
Mittlerer Dunkelstrom | < 0,1 e~ /(Pixel - s)
Nichtlinearitit | < 1%
Maximale Bildwiederholrate | 8/s
Integrationszeit | 0,001..1000 s

Tabelle 4.1: Wichtige Daten der ,,Quanticam®-Farb-CCD-Kamera (Hersteller-Angaben).

Linearitit

Um sicherzustellen, dass die Kamera den hohen Anforderungen vor allem beziiglich der
Linearitét der gemessenen Intensitdtswerte entspricht, wurden verschiedene Messungen
mit unterschiedlichen Lichtstirken und Integrationszeiten durchgefiihrt. Die Kamera wur-
de hierzu auf ein konventionelles Leica-Mikroskop (Modell DMRB) aufgesetzt und der
CCD-Chip mit Hilfe der eingebauten Gliihlampe im Gegenlicht mit zeitlich konstanter
Intensitédt homogen beleuchtet. Aus den anschlielenden Messungen mit verschiedenen In-
tegrationszeiten wurden jeweils die Mittelwerte der CCD-Counts von allen roten, griinen
und blauen Pixeln berechnet, wie in Abbildung 4.7 gezeigt. Die R2-Bestimmtheitsmafe,
gebildet aus drei linearen Regressionen an die gemessenen Werte, betragen 0,9997; 0,9994
und 0,9984. Damit konnte die vom Hersteller angegebene Nichtlinearitit von unter 1%
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Abbildung 4.7: Ergebnis der Messungen zur Linearitit der ,,Quanticam*-Farb-CCD-Kamera. Die
Angabe des Herstellers, wonach die Nichtlinearitit unter 1% liegt, konnte bestiitigt werden.

bestétigt werden.

Dariiberhinaus wurde getestet, ob die in den einzelnen Farbkanilen detektierten Inten-
sitdten voneinander unabhdngig sind. Dazu wurde die Lichtintensitéit so weit erhoht, dass
sie weit iiber der maximal bei einer Integrationszeit von einigen Sekunden messbaren, 4095
CCD-Counts entsprechenden Intensitit lag. Fiir diese Messungen wurde die eingebaute
Hg-Lampe des DMRB-Mikroskops verwendet, zur Variation des Beleuchtungsspektrums
wurden verschiedene Farbfilter eingesetzt. Hierbei konnte kein Ubersprechen zwischen den
Farbkanilen festgestellt werden. Auflerdem wurde der Rauschanteil bei verschiedenen In-
tensitdten gemessen; auch dieser stimmte mit den Hersteller-Angaben iiberein.

Alternativ wurden die Intensitéitsmittelwerte bei unterschiedlichen Beleuchtungsinten-
sitdten, realisiert durch eine Kombination verschiedener Neutralfilter, gemessen. Diese Art
der Linearitdtsmessung ist gegeniiber der oben dargestellten Methode eigentlich zu be-
vorzugen, da sie der Realitédt sehr viel ndher kommt. Die Ergebnisse hier waren aber
deutlich schlechter als die in Abb. 4.7 gezeigten. Dafiir besaflen die entsprechenden Kur-
ven einen, von der Referenzintensitét der Glithlampe und von der Anzahl der CCD-Counts
unabhéngigen, jedoch fiir die verwendeten Filter charakteristischen Verlauf. Folglich konn-
ten aus diesen Messungen daher keine zuverlissigen Erkenntnisse iiber die Linearitéit der
Kamera gewonnen werden.
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4.5 Datenaufnahme

4.5.1 Steuer-PC und Software

Die Ansteuerung des Mikroskopaufbaus wird von einem herkémmlichen Personal Compu-
ter (PC) iibernommen. Das heift, alle Aktionen des schrittmotorbetriebenen Objektver-
schiebetisches, der Piezotische und der CCD-Kamera wie z. B. das Ausfithren bestimmter
Verfahrbefehle, das Setzen der Integrationszeit oder die Speicherung der Bilddaten werden
dort koordiniert.

Der PC besitzt einen Pentium II Prozessor mit einer Taktfrequenz von 333 MHz,
einen RAM-Speicher von 256 MByte sowie eine Festplatte mit einer Speicherkapazitéit von
8 GByte. Die Taktfrequenz begrenzt hauptséichlich die fiir die manuellen Suche nach ge-
eigneten Objekten erforderliche Echtzeit-Visualisierung des Objekttrigerausschnitts. Vom
gegenwéirtigen System werden ca. 4-5 Vollbilder pro Sekunde bewiltigt, was noch unter der
maximalen Geschwindigkeit der CCD-Kamera liegt; eine Taktfrequenz von knapp einem
GHz diirfte dagegen angemessen sein. Der bei einer Messung aufgenommene Bildstapel
kann, je nach Grofle der gesetzten ROI und Anzahl der Bilder, eine Datenmenge von mehr
als 100 MByte umfassen. Durch den grolen RAM-Speicher wird ein Zwischenspeichern der
Daten auf der Festplatte wihrend der Messung vermieden, was die Aufnahmegeschwin-
digkeit reduzieren wiirde. Die Festplatte ist nur als temporirer Speicher gedacht, zur Wei-
terverarbeitung bzw. Auswertung konnen die Daten iiber das angeschlossene Netzwerk an
einen Server weitergeleitet oder mit einem eingebauten CD-Brenner auf CD gespeichert
werden.

Die Steuer-Software erledigt nicht nur die Ansteuerung der oben beschriebenen Gerite,
sondern besitzt auch einige Funktionen zur Visualisierung und Analyse der Bilddaten. Bei
laufender Echtzeit-Visualisierung ist es z. B. moglich, Helligkeit und Schwellwert fiir jeden
Farbkanal einzeln zu dndern und ein Histogramm des angezeigten Bildes darzustellen.
Durch Mausklick kann ein Intensitétsprofil in x-, y- und z-Richtung angezeigt werden. Auf
diese Weise kann sofort nach einer Messung insbesondere die Axiale Intensitétsverteilung
(AID) begutachtet und entschieden werden, ob die Daten fiir eine weitere Verarbeitung
geeignet sind. Dariiberhinaus stehen einige einfache Statistikfunktionen zur Verfiigung.

Zur Speicherung der Daten stehen vier verschiedene Bildformate zur Verfiigung. Da-
bei kann zusitzlich eine Protokoll-Datei erzeugt werden, die neben selbst eingegebenen
Informationen, wie z.B. der Art der Probe, Laserleistung usw. sdmtliche Einstellungen
des Programms wihrend der Messung enthilt. Um die Bilddaten auch zu einem spéteren
Zeitpunkt nach der Messung begutachten zu kénnen, ist es moglich, diese wieder zu laden.
Dariiberhinaus kann eine Sequenz-Aufnahme bzw. Messung inkl. Speicherung der Daten
mehrfach automatisch wiederholt werden.

4.5.2 Bedienung des Mikroskops

Bevor mit den eigentlichen Messungen begonnen werden kann, muss zunéchst eine Fein-
Justage des Mikroskopaufbaus erfolgen, um die Wellenfronten senkrecht zur optischen
Achse der Objektive bzw. parallel zum Objekttrager auszurichten. Hierzu wird ein Objekt-
trager mit einer diinnen, gleichméfBigen Referenzschicht von rot und griin fluoreszierenden
sogenannten ,,Beads®, d. h. Kunststoff-Kiigelchen mit einem Durchmesser, der kleiner als
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der Wellenfrontabstand sein sollte (empfehlenswert sind Durchmesser < 100 nm), verwen-
det.

Nachdem der Objekttriger in den Objekttragerhalter eingespannt, dieser auf die Mag-
nethalterplatte aufgesetzt und der schrittmotorbetriebene Objektverschiebetisch zwischen
die Objektive gefahren ist, ermittelt man mit Hilfe des Joysticks diejenige z-Position
des Verschiebetischs, an der sich die Referenzschicht in der Fokusebene des Detektions-
Objektivs befindet. Damit spiter ohne eine erneute Anderung der z-Position des Schritt-
motortisches mit der Sequenz-Aufnahme begonnen werden kann, sollte zuvor der Piezo-
Objektverschiebetisch an eine mittlere Position bewegt werden.

Die CCD-Kamera wird nun auf ,Fortlaufende Aufnahme“ (vgl. Anhang) und eine
verhéltnisméBig kurze Integrationszeit von maximal 100 ms eingestellt, so dass das Ge-
sichtsfeld des CCD-Chips nahezu in Echtzeit auf dem Monitor angezeigt wird. Dabei wer-
den fiir die Helligkeiten (,Gain“) der Farbkanile grofie und fiir die unteren Schwellwerte
(,Schw.“) der angezeigten Intensititen kleine Werte eingestellt. Ist die z-Position, an der
die Schicht scharf auf dem Monitor dargestellt wird, erreicht, stellt man durch leichtes Dre-
hen die Schrauben des piezoverstellbaren Spiegels und des 50:50-Strahlteilers so ein, dass
die im roten Kanal des Kamerabilds sichtbaren Streifen breiter werden und schliellich
moglichst ganz verschwinden. Andert man jetzt die Phase(-ndifferenz) der Anregungs-
Laserstrahlen, d.h. die Position des Piezotischs, auf dem der Spiegel montiert ist, wird
das gesamte Bild abwechselnd heller und dunkler. Anschlieflend wiederholt man die glei-
che Prozedur fiir den griinen Farbkanal, wobei man allerdings nur noch an den Schrauben
des Beam Combiners drehen sollte.

Die Fein-Justage des Mikroskops ist damit abgeschlossen. Bevor man den Referenz-
Objekttriger durch den Objekttrager mit den zu untersuchenden Objekten ersetzt, emp-
fiehlt es sich, die aktuellen Schrittmotorpositionen zu speichern. Dadurch kann der neue
Objekttriger automatisch wieder an die Position des alten und damit in die eingestellte
Fokusebene bewegt werden.

Bei der folgenden Suche nach geeigneten Objekten wird der Objekttriger ebenfalls mit
Hilfe des Joysticks manuell in lateraler Richtung bewegt. Um eine gute Darstellung der
Fluoreszenzintensititen zu erhalten, sind hierbei gegebenenfalls die Parameter der Kame-
ra sowie die Einstellungen fiir ,,Gain“ und ,,Schw.“ anzupassen. Ist ein geeigneter Objekt-
tragerauschnitt gefunden, wird zunéchst um die Zielobjekte herum eine ROI von typischer-
weise 64 x 64 oder 128 x 128 Pixeln gesetzt, um den fiir die Sequenz- Aufnahme bené6tigten
Speicherplatz zu beschrinken. Auflerdem werden die Integrationszeit und die Einstellun-
gen fiir ,Gain“ und ,,Schw.*“ angepasst. Die Integrationszeit wird meist so gewéhlt, dass
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis in der Umgebung der aufzunehmenden Objekte grofier als
5 ist. Bei der Aufnahme von synthetischen Beads sind in der Regel Zeiten von < 500 ms
pro 2D-Bild ausreichend, biologische Proben erfordern dagegen oftmals Integrationszeiten
von 1 s und mehr.

Bevor die Sequenz-Aufnahme, d.h. die Messung gestartet wird, werden bei Be-
darf noch einige weitere Einstellungen angepasst. Dazu gehoren i) Anzahl der Bilder,
ii) Schrittweite, iii) Anfangs- und iv) Endposition des Piezo-Verschiebetischs (entweder
fiir Objekt oder fiir Spiegel bzw. Phase) und v) die Anzahl der Messungen. Im Objekt-
Scan-Modus (Objekt-Rasterung) werden meistens zwischen 300 und 400 Bilder bei einer
Schrittweite von 20 nm und im Phasen-Scan-Modus (Phasen-Rasterung) ca. 200 Bilder
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bei einer Schrittweite von 30 oder 40 nm aufgenommen. Um die laterale Drift des Objekt-
tragers wihrend der Messung zu reduzieren, empfiehlt es sich, bis zum Start der Sequenz-
Aufnahme ca. 30 bis 60 Minuten warten. In dieser Zeit sollten die Schrittmotoren nicht
betétigt werden (vgl. Abschnitt 4.3.2), und die Laser sollten abgeblockt sein, um die Probe
nicht unnoétig auszubleichen.

Nach der ca. 2-3 Minuten dauernden Messung kann der im RAM-Speicher des PC
befindliche Bildstapel mit den oben erwidhnten Analysefunktionen begutachtet und abge-
speichert werden. Anschliefend wird das Programm bzw. die Kamera zusammen mit den
entsprechenden Einstellungen fiir ,,Gain“ und ,,Schw.“ wieder in den Modus der Fortlau-
fenden Aufnahme versetzt, und der oben beschriebene Vorgang beginnt von Neuem.
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Kapitel 5

Messungen und Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die im Verlauf dieser Arbeit durchgefithrten Messungen und
Auswertungen vorgestellt. Der erste Abschnitt erliutert die Priparation der Testobjekte,
die fiir die Messungen verwendet wurden, und stellt einige Beispiele fiir aufgenommene
axiale Intensitédtsverldufe vor. Im Anschluss wird in den folgenden zwei Abschnitten die
Durchfiithrung der Distanzmessungen beschrieben, dabei zeigt Abschnitt 2 die Ergebnisse
der Experimente mit einer Wellenlinge, und Abschnitt 3 widmet sich den Resultaten
der Messungen, die mit zwei Wellenldngen durchgefithrt wurden. Der n&chste Abschnitt
enthilt eine Gegeniiberstellung des modell- und des schwerpunktbasierten Algorithmus
zur Distanzbestimmung; im letzten Abschnitt werden zwei Beispiele fiir Messungen an
biologischen Priparaten gezeigt.

5.1 Messungen an Testobjekten

Um die optischen Eigenschaften des SMI-Mikroskops experimentell zu untersuchen und
die in Kapitel 3 vorgestellten Methoden zur Distanzbestimmung anzuwenden, wurden
Messungen an unterschiedlichen Testobjekten durchgefiihrt. Dabei wurden ,,Fluorescent
Microspheres“ bzw. ,, FluoSpheres“ der Molecular Probes Inc.! verwendet. Diese auch als
,Bead“ bezeichneten kugelférmigen Partikel bestehen aus Polymeren, welche mit Fluores-
zenzfarbstoffen markiert sind. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden
Beads mit Durchmessern von 40, 100 und 170 nm verwendet, deren Maxima der Ab-
sorption/Emission bei 505/515 nm (,,yellow-green®) oder 660/680 nm (,,dark red“) liegen.
Vom selben Hersteller wurden dariiberhinaus ,, TetraSpeck“-Beads mit einem Durchmesser
von 100 nm eingesetzt, von denen jedes Bead mit insgesamt vier verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen versehen ist. Neben yellow-green und dark red handelt es sich hierbei
um Farbstoffe mit einer Absorption/Emission bei 365/430 nm (,,blue*) und 560/580 nm
(,orange®).

Beads besitzen im Vergleich zu biologischen Préparaten — aufler der sehr einfachen
Praparierbarkeit, siehe néchster Abschnitt — vor allem den Vorteil einer wesentlich héheren
Photostabilitét. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Durchfithrung wiederholter
Messungen, wie sie zur Bestimmung der Distanzprizision erforderlich waren.

PO Box 22010, Eugene, Oregon 97402-0469, http://www.probes.com
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5.1.1 Préaparation der Objekttriger

Zur Vorbereitung der Messungen wurden i.a. 10 pl einer verdiinnten Lésung aus Beads
auf einen Standard-Objekttriager mit den Abmessungen L x B x H = 76 mm X 25 mm X
1 mm) getropft und auf eine Fliche von ca. 20 x 10 mm? verteilt. Nach dem Trocknen
der Losung wurde ein Tropfen des Einbettungsmediums ,, Vectashield“ (n = 1,46, Vector
Laboratories?) auf den Objekttriiger gegeben und dieser mit einem Standard-Deckglas
der Dicke d = 170 pm abgedeckt. Der Raum zwischen Deckglas und Objekttréger wurde
schliefilich, nachdem sich das Einbettungsmedium unter dem gesamten Deckglas verteilt
hatte, an den Réndern des Deckglases versiegelt.

Die Konzentrationen der Losungen der Beads, die fiir das Auftropfen verwendet wurden,
richteten sich nach dem jeweiligen Zweck der durchzufiihrenden Messungen. Fiir Objekt-
trager mit einer Referenzschicht von dicht nebeneinanderliegenden Beads zur Fein-Justage
des Mikroskops (Abschn. 4.5.2) wurde eine 10..100-fach hohere Konzentration gewéhlt als
fiir Objekttriager, auf denen einzelne Beads voneinander getrennt detektierbar sein sollten.
Bei letzteren stellte sich eine Verdiinnung von 1:100..1:1000 relativ zu der vom Hersteller
gelieferten Losung als sinnvoll heraus.

5.1.2 Messungen der Axialen Intensititsverteilung

Zur Durchfithrung der Messungen wurde fiir beide Objektive ein Immersionsol mit einem
Brechungsindex von n = 1,515 verwendet. Der Art-Laser wurde i.a. mit einer Laser-
ausgangsleistung von 400 mW, der Kr'-Laser mit einer Leistung von 200 mW betrieben.
Die rdumlich gemittelte Anregungsintensitit im Objektraum betrug dementsprechend ca.
200 W/cm? bzw. 100 W/cm? (vgl. Abschnitt 4.2.2). Die in jeder Messung bzw. Sequenz-
Aufnahme aufgenommenen Bildstapel enthielten 300 oder 400 Einzelbilder mit jeweils
64 x 64 bzw. 128 x 128 Bildpunkten. Die Schrittweite der Objekt-Rasterung betrug 20 nm,
d.h. es wurde ein Volumen von etwa 6,9 um x 6,9 ym x 7 pum = 330 pum? bzw. 1320 pm?
abgerastert. Weiterhin wurden Stapel von 200 Bildern mit Phasen-Rasterung bei einer
Schrittweite des Piezo-Spiegelverschiebetischs von 30 oder 40 nm aufgenommen. Fiir die
Aufnahme der Einzelbilder wurde eine Integrationszeit von typischerweise 0,5 s eingestellt,
die Aufnahme eines Bildstapels dauerte ca. drei Minuten.

Zur systematischen Untersuchung der Prézision der axialen Distanzmessungen wur-
den Serien aus jeweils zehn Bildstapeln aufgenommen, d.h. in jeder Serie wurde eine
Objektregion zehnmal hintereinander gemessen. Wahrend der Aufnahme einer Serie, die
ca. 30 Minuten dauerte, nahmen die mittleren Fluoreszenzintensititen der kleinen Beads
(d = 40 nm) um bis zu 20% ab, bei den grofieren Beads (d > 100 nm) betrug diese
Abnahme meist weniger als 10%. Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, mit dem die Objekte
detektiert wurden, lag in den meisten Fillen zwischen 10 und 20. Insgesamt wurden iiber
50 Serien aufgenommen (vgl. Abschn. 5.2 und 5.3).

Objekt-Rasterung

Abbildung 5.1 zeigt eine typische AID (Axial Intensity Distribution), also den gemessenen
axialen Intensitéitsverlauf eines Beads im SMI-Mikroskop, gemessen mit Objekt-Rasterung

2Burlingame, California
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Abbildung 5.1: Gemessener axialer Intensitdtsverlauf (AID) eines Beads im Wellenfeld, angeregt
mit A\ex = 647 nm (Bead-Durchmesser: 40 nm). Zwischen den Aufnahmen der einzelnen Bilder
des Bildstapels wurde das Objekt jeweils um 20 nm in Richtung der optischen Achse verschoben.

bei einer Schrittweite von 20 nm. Das Bead wurde mit dem KrT-Laser bei einer Wel-
lenléinge von A¢; = 647 nm angeregt und besafl laut Hersteller einen Durchmesser von
40 nm. Die einzelnen Werte der AID wurden mit dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen
Verfahren inkl. Hintergrund-Subtraktion aus den aufgenommenen Bilddaten extrahiert.

Die in Abb. 5.1 dargestellte AID entspricht, abgesehen vom Hintergrund-Rauschen,
weitgehend der theoretischen Punktbildfunktion des SMI-Mikroskops, vgl. Abb. 3.3 auf
Seite 39. Beide Kurven besitzen sieben stark ausgeprigte lokale Maxima bzw. Wellenziige,
und die Absténde zwischen den Wellenziigen der AID betragen dy = 216 nm, was beina-
he dem theoretischen Wert fiir den Wellenfrontabstand von 214 nm entspricht (Abschn.
3.1.1). Die u.a. von der numerischen Apertur des Objektivs (bzw. der Detektions-PSF)
abhingige Halbwertsbreite der Einhiillenden betrigt ca. 1,2 pym. Dieser Wert ist erwar-
tungsgemafl etwas grofler als die theoretische, nach Gl. (2.44) auf Seite 24 berechnete
Halbwertsbreite von 880 nm. Die in Abb. 3.3 sichtbaren Nebenmaxima der Einhiillen-
den sind auch hier nur sehr schwach ausgepréigt und von Hintergrund-Rauschen teilweise
iiberlagert.

Allerdings ist deutlich zu erkennen, dass die Intensititen in den lokalen Minima der
AID etwas groer als die Hintergrund-Intensitiat sind. Man findet daher tatséchlich eine
bessere Ubereinstimmung mit dem in Abb. 3.7 auf Seite 49 gezeigten Verlauf der Anpas-
sungsfunktion (3.24), in welcher die axiale Ausdehnung des Objekts beriicksichtigt wird.
Der Kontrast der Modulation lisst sich nach Gl. (3.27) aus Abb. 5.1 zu R = 0,07 bestim-
men. Zusammen mit den entsprechenden in Abb. 3.9 auf Seite 53 gezeigten Relationen
zwischen R und axialer Objektausdehnung folgt damit fiir die Gréfle des Beads ein Wert
von ca. 42 nm.

In Abbildung 5.2 sind vier weitere Beispiele fiir gemessene axiale Intensitiatsverldufe
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Abbildung 5.2: Weitere gemessene axiale Intensititsverlaufe: (a) Bead mit Durchmesser d =
100 nm und (b) mit d = 170 nm, angeregt mit Aex = 647 nm. Die Beads zu (c) und (d) be-
sitzen ebenfalls Durchmesser von 100 bzw. 170 nm, wurden aber mit \¢x = 488 nm angeregt. In
(d) entspricht der Bead-Durchmesser fast dem Wellenfrontabstand von 164 nm.

von Beads mit grofleren Durchmessern gezeigt. Die beiden oberen Kurven wurden bei
Aez = 647 nm aufgenommen, in (a) ist die AID eines Beads mit einem Durchmesser von
d = 100 nm dargestellt, (b) zeigt die AID eines Beads mit d = 170 nm (d: Hersteller-
Angaben). (c) und (d) stellen ebenfalls die axialen Intensitdtsverliufe zweier Beads mit
d =100 nm und d = 170 nm dar, jedoch mit dem ArT-Laser bei )., = 488 nm angeregt.
Das in den Kurven erkennbare Nebenmaximum ist vermutlich auf das Deckglas bzw. den
Einfluss von leichten Brechungsindexvariationen zwischen den einzelnen Schichten aus Ol,
Glas und Immersionsmedium zuriickzufithren. Ein interessanter Sonderfall ist in Teilab-
bildung (d) dargestellt, denn dort entspricht der Durchmesser des Beads fast genau dem
Wellenfrontabstand von 164 nm, siehe auch Abb. 3.9(b) auf Seite 53.

Phasen-Rasterung

Zwei typische, mit Phasen-Rasterung gleichzeitig aufgenommene axiale Intensititsvertei-
lungen von einem rot und einem griin fluoreszierenden Bead sind in Abbildung 5.3 gezeigt;
die Schrittweite des Piezo-Spiegelverschiebetisches betrug 40 nm. Die einzelnen Werte der
AID wurden auch hier mit dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Verfahren (jedoch ohne
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Abbildung 5.3: Beispiel fiir zwei gleichzeitig mit Phasen-Rasterung aufgenommene Intensitéts-
verteilungen von Beads im Wellenfeld, angeregt mit \ox3; = 647 nm (untere Kurve) und Aex2
= 488 nm (obere Kurve). Zwischen den Aufnahmen der einzelnen Bilder wurde der piezover-
stellbare Spiegel des Interferometers jeweils um 40 nm verschoben, was einer Verschiebung der
Wellenfronten im Objektraum von 13,40 nm entspricht.

Hintergrund-Subtraktion) aus dem Bildstapel gewonnen. Beide Kurven weichen von einer
idealen cos?-Kurve deutlich ab. Neben Rauscheffekten sind diese Stérungen vermutlich auf
externe Einfliisse, wie z. B. Schwankungen der Laserintensitéit oder Vibrationen, zuriick-
zufithren. Die leichte Abnahme der Amplitude der oberen AID deutet aulerdem auf ein
Ausbleichen des ,griinen“ Beads wihrend der Messung hin.

Bei einer Aufnahme mit Phasen-Rasterung ist die Schrittweite der Verschiebung der
Wellenfronten beziiglich der Objekte zunéchst nicht bekannt, da nicht wie bei der Objekt-
Rasterung die Objekte selbst (mit einer definierten Schrittweite von 20 nm, s. 0.), sondern
die Wellenfronten von einem Spiegel auferhalb der Objektregion verschoben werden. Daher
muss man zunichst durch Objekt-Rasterung den Wellenfrontabstand dyy von einem der
Wellenfelder bestimmen; fiir das oben gezeigte Beispiel wurde ein Wert von dyy = 217,2 nm
fiir das ,rote“ Wellenfeld gemessen. Der Abstand der roten Wellenziige in Abb. 5.3 be-
tragt 16,21 Bilder bzw. Pixel in axialer Richtung. Daraus folgt, dass eine Verschiebung
des Spiegels im Interferometer um 40 nm einer Verschiebung der Wellenfronten im Objekt-
raum von dz = 13,40 nm entspricht. Fiir die Distanzmessungen bedeutet dies: Sind die
Wellenziige zweier Objekte z. B. um 1 Bild gegenseitig verschoben, betragt ihr Abstand
in axialer Richtung im Beispiel oben 13,40 nm. Die GroBle von dz hingt von der Bewe-
gungsrichtung des Spiegel-Piezoverschiebetischs im Interferometer (s. Abb. 4.2) und dem
Brechungsindex n in der Objektregion ab. Geht man von gleichbleibendem n aus, muss
dz jedoch nicht vor jeder Messung neu bestimmt werden.
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5.2 Distanzmessungen mit einer Wellenléinge

Fiir die Distanzmessungen mit einer Wellenlinge wurden TetraSpeck-Beads verwendet,
da diese sich durch eine besonders hohe Photostabilitit auszeichnen. Obwohl dadurch
die Amplitude der Modulation in den gemessenen AIDs aufgrund des Bead-Durchmessers
von 100 nm bereits deutlich reduziert war (vgl. Abb. 5.2(a)), konnten die Distanzbestim-
mungen mit sehr hoher Préizision erfolgen (s. u.). Zur Fluoreszenzanregung wurde der Kr-
Laser des SMI-Mikroskops eingesetzt, die Anregungswellenlénge betrug also Ao, = 647 nm.

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit bzw. Prézision der Distanzmessungen wurden
dieselben Objektregionen jeweils 10-mal hintereinander gemessen, d.h. eine Serie setzt
sich aus 10 voneinander unabhéingig aufgenommenen Bildstapeln zusammen. Bei der Aus-
wertung einer Serie wurden in jedem Bildstapel dieselben Beads segmentiert. Um dabei
die Beads voneinander trennen zu kénnen, wurden fiir die Auswertungen nur Objekte aus-
gewihlt, die einen im Vergleich zur optischen Auflésung grofien lateralen Abstand besafien.
Die gemessenen lateralen Distanzen reichten daher von ca. 0,5 pm bis 3,0 pm. Anschlie-
lend wurden in jedem Bildstapel die gegenseitigen Distanzen der Beads bestimmt, jede
Distanz wurde also 10-mal hintereinander gemessen. Als Ma$ fiir die Prézision der Mes-
sungen diente die aus diesen 10 Distanzwerten berechnete Standard-Abweichung. Das
bedeutet aber nicht, dass bei den Aufnahmen keine systematischen Fehler bzw. Storungen
aufgetreten sind (vgl. Abb. 5.5 mit Drifts der axialen Objektpositionen).

Im Gegensatz zu den lateralen Abstéinden der Beads lagen die azialen Distanzen nur im
Bereich zwischen 0 nm und einigen 10 nm. Bei einer glatten Glasoberfliche des Objekt-
tragers und darauf nebeneinanderliegenden identischen Beads wiirde man zwar zunéchst
erwarten, keine axiale Distanzen grofler als 0 nm zu messen. In der Realitédt findet man
diese ideale Situation jedoch nicht vor, da zum einen sowohl die Glasoberfliche als auch
die Wellenfronten des Anregungslichtfeldes Verzerrungen aufweisen, und zum anderen die
Formen und die Durchmesser der Farbstoffverteilungen in den Beads Schwankungen unter-
worfen sind. In den Experimenten waren Abstinde von der Gréflenordnung einiger Nano-
meter allerdings erwiinscht, da sie genau den Distanzen entsprechen, die man beispielsweise
bei Messungen zur Untersuchung der funktionell bedeutsamen Struktur supramolekularer
Biostrukturen erwartet.

In den beiden folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Distanzmessungen von
zwei mit Objekt-Rasterung aufgenommenen Serien mit jeweils 400 Bildern vorgestellt.
Diese Serien wurden ausgewéhlt, da die in ihnen enthaltenen axialen Distanzen sehr klein
sind, d.h. weniger als 20 nm betragen. Von den insgesamt in dieser Arbeit gemessenen
Serien wurden in 8 weiteren dhnlich kleine Distanzen gefunden. In den hier vorgestellten
Serien sind dariiberhinaus auch die Standard-Abweichungen der Distanzen sehr klein (<
3 nm). Die Standard-Abweichungen in den anderen, hier nicht gezeigten Serien liegen
unterhalb 7 nm.

Die Bildstapel der einen vorgestellten Serie enthalten vier, die der anderen Serie sieben
Objekte. Eine dreidimensionale Ansicht eines Bildstapels aus der Serie mit vier TetraSpeck-
Beads ist in Abbildung 5.4 gezeigt. Auch in dieser Darstellung ist der Einfluss der Modula-
tion deutlich erkennbar; die Bilder im Hintergrund zeigen die Projektionen des Datensatzes
auf die x-y-, x-z- und y-z-Ebene. Die Ergebnisse dieser Serie sind in den Abbildungen 5.5
und 5.6 gezeigt.
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Abbildung 5.4: Dreidimensionale Ansicht eines Bildstapels mit vier TetraSpeck-Beads (d = 100 nm,
Aex = 647 nm). Die Ergebnisse der entsprechenden Serie sind in den Abbildungen 5.5 und 5.6
dargestellt.

5.2.1 Laterale Distanzen

Zur Bestimmung der lateralen Distanzen wurde zunéchst geméf Abschnitt 3.2.1 von jedem
Bild die Hintergrundintensitit subtrahiert und anschliefend auf die segmentierten Objekt-
intensititen ein schwerpunktbasierter Algorithmus angewendet. Vor der Segmentierung
wurde das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis durch das Aufsummieren mehrerer (2D-)Bilder um
die axiale Position des Objekts herum verbessert. Hierbei wurden zwei Félle unterschie-
den: Im ersten Fall wurden fiir die Projektion sdmtliche 300 - 400 Bilder eines Bildstapels
beriicksichtigt, im zweiten Fall nur jeweils 10 Bilder um die axiale Objektposition herum
aufsummiert. Damit sollte untersucht werden, ob durch die Verwendung aller Bilder das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis optimiert ist, oder ob sich Aberrationen des optischen Sy-
stems und Rauschen aus den nicht in der Fokusebene befindlichen Einzelbildern soweit
nachteilig auf die laterale Lokalisation auswirken, dass es besser ist, weniger Bilder zu
verwenden.

Die Beriicksichtigung aller 300 - 400 Bilder der Bildstapel fiihrte auf eine berechnete
Standard-Abweichung der lateralen Distanzen von durchschnittlich 20 nm. Dieser Wert
konnte betrichtlich verbessert werden, indem immer nur 10 Bilder um die zuvor be-
stimmte axiale Objektposition herum aufsummiert wurden. Die berechneten Standard-
Abweichungen lagen hierbei im Mittel bei 10 nm, im einigen Fillen betrugen sie sogar nur
5 nm. Diese Fehler beinhalten auch z.B. von optischen Aberrationen oder mechanischen
Verschiebungen des Objekttrigers verursachte Distanzvariationen. Damit wird offensicht-
lich, dass die Lokalisations- bzw. Distanzgenauigkeit in der Tat stark von Aberrationen
des optischen Systems und von Rauschanteilen aus Bildern, die nicht in der Fokusebene
liegen, beeintréchtigt werden kann.
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5.2.2 Axiale Positionen

Die axialen Positionen der Objekte bzw. Wellenziige wurden mit Hilfe der modellbasier-
ten Methode bestimmt, als Anpassungsfunktion wurde Gl. (3.24) auf Seite 48 verwendet.
Dabei wurden systematische Drifts der Beads iiber die einzelnen Bildstapel hinweg be-
obachtet, wie in Abbildung 5.5 fiir die Serie, deren Beads in Abb. 5.4 dargestellt sind,
exemplarisch gezeigt ist (siehe hierzu auch [Schneider00]). Auffillig ist, dass sich zwar
die Objektpositionen wihrend der Aufnahme der Serie um bis zu 100 nm #nderten, die-
se Verschiebungen jedoch fiir jedes der vier Objekte (laterale Distanzen im Bereich von
1 pm) beinahe gleich waren. Schon dieses Verhalten spricht dafiir, dass die Variationen in
den entsprechenden Distanzen zwischen den Objekten wesentlich kleiner sein miissen. Es
bedeutet auch, dass die Wellenfronten und/oder der Objekttriger gleichmifig drifteten
und offensichtlich keine oder nur sehr kleine Verkippungen des Wellenfeldes oder des Ob-
jekttragers stattfanden. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Beads selbst gut fixiert
waren, d. h. ihre Position auf dem Objekttriger nicht dnderten.
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Abbildung 5.5: Hintereinander gemessene axiale Positionen der vier in Abb. 5.4 gezeigten
TetraSpeck-Beads. Auf der Abszisse sind die Nummern der hintereinander und unabhéngig von-
einander gemessenen Bildstapel einer Serie aufgetragen. Die Positionen der einzelnen Objekte
(laterale Distanzen im Bereich von 1 pm) énderten sich in beinahe gleicher Weise.

5.2.3 Axiale Distanzen

Abbildung 5.6 zeigt die aus den Positionen in Abb. 5.5 berechneten axialen Objektdistan-
zen, in Tabelle 5.1 sind die Mittelwerte und Standard-Abweichungen der entsprechenden
Absténde aus einer anderen Serie mit sieben Beads aufgefiihrt. Wie bereits oben beschrie-
ben, wurden in beiden Serien jeweils 10 unabhingige Bildstapel mit 300 bzw. 400 Bildern
hintereinander aufgenommen und ausgewertet.
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Abbildung 5.6: Axiale Distanzen zwischen den Objekten, deren Positionen in Abb. 5.5 gezeigt
sind. Die Standard-Abweichungen der einzelnen Distanzen betragen 2,9; 1,0; 2,1 und 2,4 nm.

Zwischen den in Abb. 5.4 und 5.5 gezeigten Beads bzw. Objektpositionen wurden mitt-
lere axiale Distanzen im Bereich von 1,3 bis 18,0 nm gemessen. Im einzelnen ergaben sich
Absténde von 1,3; 5,4; 12,5 bzw. 18,0 nm, die Standard-Abweichungen betragen 2,1; 1,0;
2,4 bzw. 2,9 nm. Die verbleibenden, aus Griinden der Ubersichtlichkeit in Abb. 5.6 nicht
gezeigten, Distanzen (zwischen vier Objekten gibt es sechs unterschiedliche Abstéinde)
haben Werte von (6,7 £+ 2,6) nm und (11,3 £+ 2,0) nm.

Die Distanz von 1,3 nm entspricht etwa der Gréfle der mittleren Wellenfrontverzerrun-
gen von 1,5 nm, die in einer Objektregion mit einem Durchmesser von einigen Mikrome-

Objekt 2 | Objekt 3 | Objekt 4 | Objekt 5 | Objekt 6 | Objekt 7
Objekt 1 | 6,6 £2,6| 20+16| 23+1,8| 65+£23| 1,7+23| 64432
Objekt 2 87+13] 43+12| 01+£15]| 49422 13,0+27
Objekt 3 43+0,7| 86+12| 37+1,6| 43 +26
Objekt 4 42+£12 | 06+14 | 87+1,2
Objekt 5 48+23 ] 12,9 + 3,0
Objekt 6 8,0 £ 22

Tabelle 5.1: Ergebnisse der axialen Distanzmessungen einer anderen Serie, als in Abb. 5.4 bis 5.6
gezeigt. Diese Serie enthilt sieben Objekte, d. h. 21 verschiedene Distanzen. Die Abstéinde (Mittel-
wert £ Standard-Abweichung; Einheit: nm) und ihre jeweiligen, aus den Standard-Abweichungen
der gemessenen Distanzen berechneten Fehler sind &hnlich wie die in Abb. 5.6 dargestellten Er-
gebnisse.
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tern beobachtet wurden [Schneider00]. Solche Distanzen kénnen mit dem gegenwirtigen
System also nicht signifikant von einer wahren Distanz von null Nanometern unterschieden
werden. Das axiale Auflésungséquivalent, d. h. die kleinste messbare z-Distanz, kann daher
durch die zweifache mittlere Wellenfrontverzerrung von rund 4 nm abgeschétzt werden.
Folglich sind die anderen drei in Abb. 5.6 gezeigten Distanzen eindeutig gréfier als null
und in jeder der 10 Messungen von den anderen Abstdnden klar unterscheidbar; nur in
einigen Féllen iiberschneiden sich die Fehlerbalken an ihren Enden. Das bedeutet, dass
Distanzen, die um ca. 4 nm voneinander abweichen, mit einem Konfidenzlimit von etwa
90% gemessen bzw. unterschieden werden konnen.

Die Anzahl der pro Objekt zur Auswertung verwendeten Photonen, d.h. die Zahl der
Photonen, die in den Bildpunkten enthalten waren, die nach der Segmentierung fiir die
Auswertung beriicksichtigt wurden, lag in der Gré8enordnung von 10°. Zur Umrechnung
der gemessenen CCD-Counts in detektierte Photonen wurde hierbei die Angabe des Her-
stellers zum A /D-Konversionsfaktor der CCD-Kamera benutzt (Abschn. 4.4.2). Um einen
Vergleich mit der Distanzprézision zu erhalten, die bei der oben genannten Photonenzahl
theoretisch zu erwarten ist, wurden Computersimulationen durchgefiihrt, in denen auch
Fehler beriicksichtigt wurden, die durch die Digitalisierung in der Kamera entstehen (A. V.
Failla). Die hierbei ermittelte Standard-Abweichung der axialen Distanzen betrigt 0,5 nm.
Solche kleinen Werte wurden auch in den anderen, hier nicht gezeigten Serien nicht ge-
funden, in einigen Féllen konnten jedoch Absténde von wenigen Nanometern mit einer
Prézision von 1,0 nm bestimmt werden.

5.3 Messungen mit zwei Wellenléingen

Bei der Bestimmung der Prézision der Distanzmessungen mit zwei Wellenlingen wurde
wie in Abschnitt 5.2 vorgegangen. Auch hier wurden dieselben Objektregionen jeweils 10-
mal hintereinander aufgenommen, und zur Abschéitzung der Distanzpréizision wurde fiir
jede gemessene Distanz die Standard-Abweichung berechnet.

Die Fluoreszenzanregung fand bei A¢z1 = 647 nm und A.;0 = 488 nm statt, als Testob-
jekte wurden ,,dark red“- bzw. , yellow-green“-markierte ,, FluoSpheres* mit Durchmessern
von 40 nm bzw. 100 nm verwendet (vgl. Abschn. 5.1). Um die Einfliisse von Wellenfront-
verzerrungen auf die gemessenen axialen Distanzen zu minimieren, wurden fiir die Auswer-
tung Bead-Paare, bestehend aus zwei Beads mit unterschiedlichen spektralen Signaturen
(ein rotes und ein griines Bead, vgl. SPDM, Abschnitt 2.4) mit minimalem lateralem Ab-
stand, ausgewéhlt.

Die hier vorgestellten Distanzen und Standard-Abweichungen gelten nur fiir die Posi-
tionen der Wellenziige. Bei zwei Anregungswellenlingen konnen die Wellenzugdistanzen
von Objekten mit unterschiedlicher spektraler Signatur, im Gegensatz zu Wellenzugdi-
stanzen zwischen Beads der gleichen spektralen Signatur, nicht mit den , wahren“ axialen
Objektdistanzen gleichgesetzt werden. Die fiir eine Abstandsbestimmung zwischen Beads
mit unterschiedlicher spektraler Signatur erforderlichen Kalibrationsmessungen sowie die
Angleichung der Wellenfrontabstinde beider Wellenfelder (Abschnitt 3.2.2) konnten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr realisiert werden.

Urspriinglich war es vorgesehen, eine Kalibration mit Hilfe von TetraSpeck-Beads vor-
zunehmen. Diese Beads schienen zunéichst aufgrund ihrer Mehrfach-Markierung fiir diesen
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Zweck ideal zu sein. Bei den ersten Messungen stellte sich allerdings heraus, dass der in
diesen Beads enthaltene Farbstoff ,,orange®, dessen Maximum der Emission bei 580 nm
liegt (Maximum der Absorption: 560 nm), offensichtlich auch noch bei 488 nm anregbar
ist. Folglich fand auf dem CCD-Chip der Kamera ein Ubersprechen (,Cross-Talk“) vom
griinen in den roten Farbkanal statt, d. h. im roten Kanal wurden nicht nur ,,rote®, sondern
auch ,griine* Wellenziige detektiert. Der Ubersprechanteil in den roten Kanal war hierbei
so grof} (= 100% bezogen auf den roten Kanal), dass es nicht moglich war, die resultie-
rende Schwebung auf den Wellenziigen durch Bildverarbeitungsmethoden zu eliminieren.
Die daraufhin verwendeten ,,dark red“- und ,, yellow-green“-markierten Beads verursachten
dagegen kein Ubersprechen.

Die unten angegebenen, berechneten Standard-Abweichungen der Wellenzugdistanzen
sollten aber mit den Standard-Abweichungen der axialen Objektdistanzen iibereinstim-
men, da sich beide nur durch eine, bei der Kalibration zu messende, additive Konstante
dz = dO/k, (dO: Differenz der Phasendifferenzen der Laserstrahlen, k,: Wellenzahl der
Modulation, s. Abschn. 3.2.2) unterscheiden. Damit dies gilt, muss allerdings der Fehler
bzw. die Unsicherheit von dz wesentlich kleiner als die berechnete Standard-Abweichung
einer Wellenzugdistanz sein. Diese Bedingung diirfte jedoch z. B. durch Mehrfachmessung
von dz zu erfiillen sein. Andernfalls vergroert sich der Fehler der Objektdistanz entspre-
chend. Nimmt man beispielsweise an, dass dz selbst mit dem gleichen Fehler bzw. mit
derselben Standard-Abweichung wie eine Wellenzugdistanz behaftet ist, miissen die nach-
stehend genannten Standard-Abweichungen der Wellenzugdistanzen mit /2 multipliziert
werden, um die Standard-Abweichungen der Objektdistanzen zu erhalten.

Bei der Durchfithrung der Messungen wurden Serien sowohl mit Objekt- als auch mit
Phasen-Rasterung aufgenommen. Im Folgenden werden die représentativen Ergebnisse von
zwei mit Phasen-Rasterung gemessenen Serien vorgestellt. Die berechneten Standard-
Abweichungen in den anderen mit Phasen-Rasterung aufgenommenen Serien weichen kaum
von den unten gezeigten Ergebnissen ab, in den mit Objekt-Rasterung gemessenen Serien
wurden in der Regel um 20..30% grofiere Standard-Abweichungen gefunden. Die Ursa-
che hierfiir diirfte vor allem in den in Abschnitt 3.2.5 bereits dargelegten vorteilhaften
Eigenschaften der Phasen-Rasertung liegen. Auflerdem ist die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von minimalen Verkippungen oder Verbiegungen des Objekttrigers reduziert,
da dieser bei der Messung nicht bewegt wird.

5.3.1 Axiale Positionen

Zur Bestimmung der Positionen der Wellenziige wurde der schwerpunktbasierte Algo-
rithmus verwendet. Analog zu den Messungen mit einer Wellenldnge konnten auch hier
systematische Drifts von etwa 100 nm iiber die einzelnen Bildstapel der Serien hinweg
beobachtet werden, wie in Abbildung 5.7 dargestellt ist. Die lateralen Abstdnde zwischen
Beads mit gleicher spektraler Signatur (Beads 1-3: rot, Beads 4-6: griin) liegen hier wie bei
den Distanzmessungen mit einer Wellenléinge ebenfalls in der Gréfienordnung von 1 pm.
Die Beads der einzelnen Paare, d.h. Bead 1 und 4, 2 und 5 sowie 3 und 6 liegen we-
sentlich nidher beieinander, ihre gegenseitigen lateralen Distanzen liegen im Bereich um
100 nm (die Bestimmung der lateralen Absténde erfolgte wie in Abschn. 5.2.1, d.h. mit
der verbesserten Version; chromatische Verschiebungen wurden nicht korrigiert). Auch hier
dndern sich alle Positionen nahezu synchron, allerdings weichen die Wellenzugpositionen
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Abbildung 5.7: Hintereinander gemessene axiale Positionen der Wellenziige von sechs ,,FluoSphe-
re“-Beads, angeregt mit \ex1 = 647 nm (Beads 1 - 3) und Aex2 = 488 nm (Beads 4 - 6). Auf der
Abszisse sind die Nummern der hintereinander gemessenen Bildstapel einer Serie aufgetragen.
Die Positionen der einzelnen Objekte (laterale Distanzen zwischen Bead 1 und 4, 2 und 5 sowie
3 und 6 im Bereich von 100 nm) #nderten sich auch hier in dhnlicher Weise; bei den roten Beads

sind stirkere Abweichungen von einer gleichmifligen Bewegung zu erkennen.

der roten Beads stérker von einer gleichméfligen Linie bzw. Drift ab als die entsprechenden
Positionen der griinen Beads.

Da die Absténde zwischen den einzelnen Wellenziigen unterschiedlicher Wellenfelder
von der axialen Position selbst abhingen (vgl. Abb. 5.3 und Abschn. 3.2.2), mussten
fiir jede der in Abb. 5.7 gezeigten Positionen in dem entsprechenden Bildstapel jeweils
dieselben Wellenziige identifiziert werden, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Das
heifit, es wurde jeweils im ersten Bildstapel einer Serie fiir jede Farbe ein bestimmter Wel-
lenzug ausgewéhlt. Anschliefend wurden die entsprechenden Wellenzugpositionen in den
aufeinanderfolgenden Bildstapeln fiir jedes Objekt bestimmt, wobei natiirlich die anderen
Wellenziige mit beriicksichtigt wurden (vgl. Abschn. 3.2.4). Da sowohl die tatséchlichen
axialen Distanzen (Abschnitt 5.2.2) als auch die Drifts zwischen den Bildstapeln wesentlich
kleiner als die Wellenfrontabstéinde waren, kann dieses Verfahren als zuverléssig angesehen
werden.

5.3.2 Axiale Distanzen

In Abbildung 5.8 sind die, aus den Positionen in Abb. 5.7 berechneten, axialen Distanzen
zwischen den Wellenziigen der Beads der einzelnen Paare, d. h. der Beads 1 und 4, 2 und
5 sowie 3 und 6 dargestellt. Tabelle 5.2 zeigt alle 15 in dieser Serie ermittelten Distanzen
inkl. der berechneten Standard-Abweichungen.

Die Mittelwerte der in Abb. 5.8 gezeigten, jeweils 10-mal hintereinander bestimmten
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Abbildung 5.8: Distanzen zwischen den, in Abb. 5.7 gezeigten, Wellenziigen der nebeneinanderlie-
genden Beads verschiedener spektraler Signatur 1 und 4, 2 und 5 sowie 3 und 6. Die berechneten
Standard-Abweichungen betragen 9,1; 8,4 und 9,4 nm.

Wellenzugdistanzen betragen fiir die Beads 1 und 4 66,3 nm, fiir die Beads 2 und 5 57,6 nm,
und zwischen Bead 3 und 6 wurde ein Wert von 54,8 nm gefunden. Die entsprechenden
berechneten Standard-Abweichungen betragen 9,1; 8,4 und 9,4 nm. Im Gegensatz zu Abb.
5.6 sind die Uberlappungen der Fehlerbalken in Abb. 5.8 wesentlich groBer, so dass keine
der gezeigten Distanzen signifikant von einer anderen unterschieden werden kann. Erst
Distanzunterschiede von ca. 18 nm kénnen mit einem Konfidenzlimit von 90% gemessen
werden.

Beim Vergleich der Werte in Tabelle 5.2 fillt auf, dass die Standard-Abweichungen der

Bead 2 Bead 3 Bead 4 Bead 5 Bead 6
Bead 1 | 12,24+9,1 | 6,6+3,9 | 66,3+ 9,1 | 69,8+7,0 | 61,3+7,0
Bead 2 56+8,6 | 54,1+ 5,9 | 57,684 | 49,1+7,6
Bead 3 59,7+10,9 | 63,3£9,6 | 54,8+9,4
Bead 4 3,5+4,2 50+3,6
Bead 5 8,5+1,1

Tabelle 5.2: Axiale Distanzen (Mittelwert + Standard-Abweichung; Einheit: nm) der Serie, de-
ren Resultate auch in Abb. 5.7 und 5.8 gezeigt sind. Es wurden jeweils drei rot und drei griin
fluoreszierende Beads ausgewertet, daraus ergaben sich 15 verschiedene Distanzen. Die berechne-
ten Standard-Abweichungen der Distanzen von griinen Beads (Nr. 4-6) liegen zwischen 1,1 und
4,2 nm, in allen anderen Fillen ergaben sich Werte zwischen 3,9 und 10,9 nm.



88 5. Messungen und Ergebnisse

Wellenzugdistanzen von Beads mit roter spektraler Signatur (Nr. 1-3) oder von einem roten
und einem griinen Bead zwischen 3,9 und 10,9 nm liegen, die Standard-Abweichungen
der Distanzen von griinen Beads (Nr. 4-6) dagegen nur 1,1; 3,6 und 4,2 nm betragen.
Folglich konnten die Distanzen zwischen den Wellenziigen der griinen Beads wesentlich
genauer gemessen werden. Der minimale, mit einem Konfidenzlimit von 90% messbare
Distanzunterschied betrédgt hier nur ca. 6 nm. Auch in Abbildung 5.7 ist dies bereits
qualitativ erkennbar, da die Positionen der roten Wellenziige stéirker von einer geraden
Linie abweichen als die Orte der griinen.

Tabelle 5.3 zeigt die Ergebnisse einer weiteren Serie mit 15 ausgewerteten Distan-
zen zwischen drei Beads mit roter und drei Beads mit griiner spektraler Signatur. Die
Standard-Abweichungen der Distanzen zwischen den Wellenziigen der griinen Beads liegen
hier zwischen 2,0 nm und 3,6 nm. Die anderen Standard-Abweichungen bewegen sich im
Bereich von 5,0 nm bis 12,8 nm und sind damit ebenfalls deutlich gréfler als die Standard-
Abweichungen der Wellenzugdistanzen zwischen Beads mit griiner spektraler Signatur.

Dariiberhinaus konnte auch in den anderen, unter den gleichen Bedingungen gemesse-
nen Serien keine Abhéngigkeit der Standard-Abweichungen der Wellenzugdistanzen vom
lateralen Abstand der Objekte beobachtet werden. Es fanden daher offensichtlich auch bei
den Messungen mit zwei Wellenldngen hochstens sehr geringe Verkippungen des Objekt-
triagers oder der Wellenfronten statt. Da die Distanzen in Abb. 5.8 in den zuletzt gemesse-
nen Bildstapeln tendenziell etwas kleiner sind als in den zu Beginn der Serie aufgenomme-
nen 3D-Bildern, haben sich eventuell die Wellenfronten beider Wellenfelder untereinander
etwas verkippt. Dies konnte auf eine leichte Verdnderung der Differenz der Phasendifferen-
zen, d. h. auf eine ungleichméifiige Verschiebung der Wellenfronten beider Laser wihrend
der Messung der Serie hindeuten. Diese Effekte spielen aber, sofern tatséchlich vorhanden,
im Vergleich zur bisher erreichten Distanzprézision nur eine untergeordnete Rolle.

Bead 2 Bead 3 Bead 4 Bead 5 Bead 6
Bead 1| 5,6+5,0|0,6+75 | 164+ 84 | 28,6+ 82 | 23,5+ 8,0
Bead 2 51458 | 2244+ 89 |342+10,1 | 29,14 8,9
Bead 3 17,0+£11,8 | 29,2+12,8 | 24,0+11,1
Bead 4 122+ 3,6 71+ 2,0
Bead 5 51+ 3,0

Tabelle 5.3: Axiale Distanzen (Mittelwert + Standard-Abweichung; Einheit: nm) einer anderen
Serie als in Abb. 5.7 und 5.8 gezeigt. Auch hier wurden aus den Wellenzugpositionen von jeweils
drei rot und drei griin fluoreszierenden Beads 15 verschiedene Distanzen ausgewertet. Die berech-
neten Standard-Abweichungen der Distanzen von griinen Beads (Nr. 4-6) liegen hier zwischen 2,0
und 3,6 nm, die anderen Standard-Abweichungen reichen von 5,0 bis 12,8 nm.

5.3.3 Systematische Stérungen der Wellenfronten

Die glatten Verldufe der Kurven in Abb. 5.7 und Abb. 5.8 legen den Verdacht nahe,
dass sich die Positionen der Wellenfronten nicht zufillig, sondern systematisch &ndern.
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Schitzt man die Lokalisationsgenauigkeit der Wellenziige ab, indem man die Standard-
Abweichung aus den unterschiedlichen Positionen berechnet, die man durch Variation der
Segmentierschwelle innerhalb gewisser Grenzen erhilt [Marczinzik98], ergibt sich ein Wert
von lediglich 0,5 nm fiir die roten und 0,3 nm fiir die griinen Wellenziige. Der Lokalisa-
tionsfehler der Wellenziige ist also offensichtlich wesentlich kleiner, als es die in Abb. 5.8
und Tab. 5.2 gezeigten Standard-Abweichungen vermuten lassen.

Eine mogliche Erklidrung fiir die beobachteten Distanzvariationen liefert Abbildung 5.9.
Das Bild wurde nach der Fein-Justage des Mikroskops (vgl. Abschnitt 4.5.2), d. h. bei zum
Objekttrager parallel ausgerichteten Wellenfronten aufgenommen und zeigt eine Schicht
von dicht nebeneinanderliegenden rot und griin fluoreszierenden ,, FluoSpheres“. Wie man
sehen kann, waren dabei nicht alle Beads gleichméfig zur Fluoreszenz angeregt, sondern
es traten parallel verlaufende Streifen mit unterschiedlichen Helligkeiten auf wie bei
einer zusétzlichen lateralen Modulation der Anregungsintensitit. Falls die Streifen oder
die Beads ihre laterale Position wihrend der Aufnahme einer Serie dndern, wiirde das
auch die Positionen der detektierten Wellenziige in axialer Richtung beeinflussen (vgl.
Abb. 4.3 auf S. 64). Die relative Intensitét der Streifen betrug im roten Farbkanal ca.
5 — 10% bezogen auf die Amplitude der axialen Modulation, im griinen Kanal lag sie
deutlich darunter. Dies kénnte auch erkldren, warum die Wellenzugdistanzen von Beads
mit griiner spektraler Signatur mit einer htheren Prézision gemessen werden konnten.

Die Ursache fiir den Streifeneffekt konnte bisher noch nicht gekliart werden. Reflexionen

von der Riickseite des dichroitischen Strahlteilers oder der Vorderseite des gegeniiberliegen-
den Objektivs wurden als Ursache bereits ausgeschlossen. Moglicherweise spielen Reflex-

-

Abbildung 5.9: (2D-) Aufnahme einer Schicht von dicht nebeneinanderliegenden rot und griin fluo-
reszierenden Beads. Obwohl die Wellenfronten des Anregungslichts parallel zu der Schicht aus-
gerichtet waren, erkennt man deutlich schréig verlaufende Streifen mit unterschiedlichen Inten-
sitdten.
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ionen zwischen den Grenzflichen des Deckglases und/oder des Objekttrigers eine Rolle.
Diese konnten eventuell von den verschiedenen Brechungsindizes von Einbettungsmedium
(n = 1,46) und Glas (n = 1,515) verursacht werden.

5.4 Vergleich modell-/schwerpunktbasierte Methode

Wie in den Abschnitten 2.4 und 3.2.4 bereits dargelegt wurde, ist die Anwendung modell-
basierter Lokalisations-Methoden in der Praxis manchmal mit Schwierigkeiten verbunden.
Dafiir besitzen diese Verfahren hiufig eine hohere Genauigkeit als schwerpunktbasierte Me-
thoden. Um dies zu iiberpriifen, wurden einige mit Objekt-Rasterung aufgenommene
Serien mit beiden Verfahren ausgewertet. Beim modellbasierten Verfahren wurde aufler-
dem zwischen zwei Modellen unterschieden, indem sowohl Anpassungsfunktion (3.23) als
auch Gl. (3.24) verwendet wurde (siehe Seite 48f).

Um eine direkte Gegeniiberstellung zu erhalten, wurden die Algorithmen jeweils auf die-
selben Objekte innerhalb einer Serie angewendet und die entsprechenden axialen Distanzen
voneinander unabhingig bestimmt. Zur Abschéitzung der Fehler der einzelnen Verfahren
wurde genau wie in Abschn. 5.2 vorgegangen, d.h. die Objektdistanzen wurden mit jeder
Methode 10-mal hintereinander bestimmt und daraus jeweils die Standard-Abweichung
berechnet. Fiir diese Auswertungen wurden insgesamt sechs Serien herangezogen, die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5.4 zusammengestellt. Spalte ,Modell 1¢ enthilt die Ergebnisse
des modellbasierten Verfahrens mit Anpassungsfunktion (3.23) (im Folgenden Methode
1 genannt), fiir die Bestimmung der in Spalte ,Modell 2“ aufgefithrten Distanzen wur-
de Gl. (3.24) verwendet (Methode 2), und in der letzten Spalte sind die Ergebnisse des
schwerpunktbasierten Verfahrens dargestellt (Methode 3).

Auffillig ist, dass nur in den Serien 1 und 2 mit allen drei Methoden dhnliche bzw. ver-
gleichbare Ergebnisse erzielt wurden. Hierbei werden diejenigen Distanzen einer Serie als
dhnlich bezeichnet, deren Differenzen im Bereich der berechneten Standard-Abweichungen
liegen. In den Serien 3 - 5 konnte dagegen eine weitgehende Ubereinstimmung nur zwischen

Methode | Modell 1 Modell 2 | Schwerpunkt
Serie 1 | 30,04+10,6 | 24,6 6,4 | 26,0+ 7,0
Serie 2 | 20,9+ 8,9 | 15,7+3,7 | 16,7+ 4,3
Serie 3 | 22,5£13,7 | 50%+1,3 | 16,0+ 3,9
Serie4 | 10,5+ 8,7 | 1,3£4,3 7,3+10,4
Serie 5 96+ 6,2 | 1,4+1,2 8,56+ 95
Serie 6 | 52,6 +10,2 | 10,4+1,3 | 29,7+ 6,4

Tabelle 5.4: Distanzauswertungen mit drei unterschiedlichen Algorithmen (Mittelwert =+
Standard-Abweichung; Einheit: nm). Modell 1: modellbasierte Methode mit Anpassungsfunktion
(3.23), Modell 2: modellbasierte Methode mit Anpassungsfunktion (3.24), Schwerpunkt: schwer-
punktbasierter Algorithmus. In einigen Fillen wurden stark voneinander abweichende Ergeb-
nisse erhalten, sowohl hinsichtlich der berechneten Standard-Abweichung als auch des Distanz-
Mittelwerts selbst.
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Methode 1 und 3 gefunden werden, in Serie 6 lieferten alle drei Verfahren vollkommen un-
terschiedliche Ergebnisse. Die berechneten Standard-Abweichungen von Methode 2 sind in
allen Fillen kleiner als die Fehler der anderen Methoden, davon sind wiederum die Fehler
von Methode 3 in vier Serien kleiner als die von Methode 1. Bemerkenswert ist, dass in
den Serien, in denen alle drei Methoden dhnliche Distanzen lieferten, auch die berechneten
Standard-Abweichungen dhnlich sind. Vor allem in den Serien 3, 5 und 6 ist dagegen bei
Methode 2 eine gewisse Relation zwischen den bestimmten Distanzen einerseits und den
entsprechenden Standard-Abweichungen andererseits erkennbar. Das heifit, im Vergleich
zu den Ergebnissen der anderen beiden Methoden besitzen hier nicht nur die Standard-
Abweichungen, sondern auch die ermittelten Distanz-Mittelwerte selbst signifikant kleinere
Werte.

Insgesamt scheint sich damit zu bestitigen, dass die axialen Distanzen mit der modell-
basierten Methode in Verbindung mit Anpassungsfunktion (3.24) tatséichlich am prézise-
sten bestimmt werden kénnen. Es bleibt jedoch angesichts der teilweise sehr unterschied-
lichen Ergebnisse der anderen Methoden eine gewisse Unsicherheit beziiglich etwaiger sy-
stematischer Fehler der ermittelten Distanzwerte bestehen. Umgekehrt gilt dies natiirlich
auch fiir die modellbasierte Methode in Verbindung mit Anpassungsfunktion (3.23) und fiir
das schwerpunktbasierte Verfahren. Dariiberhinaus wird deutlich, dass die ermittelte Di-
stanz bei der modellbasierten Methode sehr stark von der gewihlten Anpassungsfunktion
abhéingt. Das Ergebnis kann unter Umsténden allerdings auch noch von anderen Faktoren
wie z. B. den Startparametern beeinflusst werden.

Fiir mit Phasen-Rasterung aufgenommene Bildstapel konnte kein sinnvoller Ver-
gleich der Methoden angestellt werden. Die Standard-Abweichungen, die aus den mit An-
passungsfunktion Gl. (3.26) von Seite 51 ermittelten Distanzen berechnet wurden, lagen im
Bereich einiger 10 Nanometer und damit um ein Vielfaches iiber den mit der schwerpunkt-
basierten Methode erhaltenen Werten. Der Grund hierfiir liegt vermutlich darin, dass die
gemessenen, unregelmifBigen Wellenziige (vgl. Abb. 5.3) durch die vier in Gl (3.26) ent-
haltenen Parameter i. a. nicht ausreichend charakterisiert werden kénnen. Dieses Problem
konnte evtl. durch eine Anpassungsfunktion mit mehr Parametern gelost werden, wobei
aber der Vorteil der Einfachheit von Gl. (3.26) nicht mehr gegeben wire, oder indem man
jeden Wellenzug einzeln lokalisiert, wie bei der schwerpunktbasierten Methode.

5.5 Biologische Anwendungen

Dieser Abschnitt stellt zwei Beispiele von Messungen an biologischen Priparaten vor,
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithrt wurden. Damit sollte untersucht
werden, in wie fern Messungen an Zellen mit dem derzeitigen Mikroskop-Prototyp bereits
praktikabel sind. Auflerdem wurde iiberpriift, ob mit der Methode der Fluoreszenz-In Situ-
Hybridisierung (FISH) geniigend kleine Sonden hergestellt werden konnen, die eine fiir die
Auswertung hinreichende rdumliche Modulation der Fluoreszenzintensitéit zeigen.

5.5.1 Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide auf dem ABL-Gen

Das ABL-Gen steht in starkem Interesse der Molekularbiologie, da reziproke Transloka-
tionen bzw. Umlagerungen zwischen dem ABL-Gen auf Chromosom 9 und dem BCR-Gen
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auf Chromosom 22 zur Bildung eines verkiirzten Chromosoms 22, das als Philadelphia-
Chromosom bekannt geworden ist, fithren. Das Philadelphia-Chromosom trégt zum Aus-
bruch der chronisch myeloischen Leukédmie (CML) bei, einer bei Menschen hiufig diagno-
stizierten Krebsart [Knippers95].

Fiir die hier vorgestellten Experimente wurden die Blocke 1 und 3 auf dem ABL-Gen
mit FITC- bzw. Cy5-markierten Oligonukleotiden hybridisiert [Kroll01]. Bei den Messun-
gen wurden sowohl in der Metaphase als auch in der Interphase befindliche Zellkerne von
menschlichen Fibroblasten, menschlichen Tumorzellen, sog. HeLa-Zellen und menschlichen
Knochenmarkzellen aufgenommen. Aus der ermittelten Distanz zwischen den Blocken 1
und 3 lassen sich noch keine Aussagen beziiglich der Wahrscheinlichkeit der oben be-
schriebenen Translokation zwischen Chromosom 9 und 22 treffen. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide einerseits klein genug sind, d. h.
eine im Vergleich zum Wellenfrontabstand kleine Ausdehnung besitzen, und andererseits
geniigend Fluoreszenzphotonen liefern, um weiterfithrende Messungen an den Chromoso-
men 9 und 22 mit dem SMI-Mikroskop zu ermoglichen.

In Abbildung 5.10 sind hierzu zwei Beispiele gezeigt. Dargestellt sind die (2D-)Bilder
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Abbildung 5.10: Bilder und axiale Intensititsverteilungen eines mit FITC (a) und Cy5 (b) markier-
ten Oligonukleotids. Die Integrationszeit pro Bild betrug 0,25 s (a) und 2,0 s (b), die Schrittweite
des Objektverschiebetischs war 20 nm. Die Modulationen der AID sind sehr gut ausgeprigt, so
dass axiale Distanzmessungen hoher Prizision méglich sind.
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und entsprechenden axialen Intensititsverteilungen von einem mit (a) FITC (griin) und
einem mit (b) Cy5 (rot) markierten Oligonukleotid. Die Bildstapel enthalten jeweils 400
Bilder, zwischen den Aufnahmen der einzelnen Bilder wurde der Objektverschiebetisch um
20 nm verschoben. Die Integrationszeit pro Bild betrug in (a) 0,25 s und in (b) 2,0 s. Die
aufgenommenen Kurven besitzen eine ausgeprigte Modulation, so dass axiale Distanzmes-
sungen mit hoher Prézision moglich sind. Fiir das FITC- bzw. Cy5-Fluorochrom wurden
Durchmesser von 80 nm bzw. < 60 nm ermittelt.

Insgesamt wurden 13 Zellkerne aufgenommen. Bei der Auswertung wurden die, mit
Messungen an TetraSpeck-Beads ermittelten, chromatischen Verschiebungen beriicksich-
tigt. Ebenso ist das Ubersprechen bzw. der ,Cross-Talk“ der einzelnen Fluoreszenzinten-
sitdten in die jeweils anderen Farbkanile der CCD-Kamera nach dem in [Heintzmann99]
beschriebenen Verfahren korrigiert worden. Da Kalibrationsmessungen zur Bestimmung
der gegenseitigen Verschiebung der Wellenfelder noch nicht durchgefiithrt werden konnten
(Abschn. 5.3), wurden keine Wellenzugdistanzen ermittelt. Die axialen Abstinde wurden
daher aus den Distanzen zwischen den FEinhiillenden der axialen Intensititsverteilungen
mit der modellbasierten Methode unter Verwendung von Gl. (3.23) (mit Gauf-Funktion
als Detektions-PSF, Abschn. 3.2.3) berechnet. Dementsprechend war die Genauigkeit der
Distanzbestimmung dieselbe wie bei einer Messung mit einem konventionellen Epifluores-
zenzmikroskop.

Als Ergebnis wurde schliefflich fiir die 3D-Distanz zwischen Block 1 und 3 von Chro-
mosom 9 ein Wert von (88,5 + 50,7) nm (Mittelwert + Standard-Abweichung) gefunden
[Kroll01]. Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurden dieselben Objekte mit einem konfokalen
Laser-Raster-Mikroskop aufgenommen. Dort wurde, im Gegensatz zu den Messungen mit
dem SMI-Mikroskop, zwischen Interphase- und Metaphase-Chromosomen unterschieden.
In den Interphase-Zellen wurde eine Distanz von (82,7 & 36,8) nm und in den Metaphase-
Chromosomen ein Abstand von (75,0 £ 35,6) nm gemessen. Die Ergebnisse von beiden
Mikroskopen stimmen im Rahmen der berechneten Standard-Abweichungen iiberein. In-
teressant ist in diesem Zusammenhang, dass das Verhéltnis der Standard-Abweichungen in
etwa dem Verhéltnis der Auflésungen von einem konventionellen und einem Laser-Raster-
Mikroskop entspricht.

5.5.2 Gefrierschnitte mit Messenger-RINA

In einigen biologischen Experimenten ist es von Interesse, die Groflen von Messenger-
RNA- bzw. mRNA-Komplexen zu kennen. Die RNA fungiert im Zellkern als Intermediat
zwischen der DNA und den Proteinen. Das bedeutet, mit Hilfe der RNA wird die in der
DNA enthaltene Information zur Proteinsynthese ausgelesen. Die mRNA ist im Gegensatz
zu den anderen RNA-Typen (t- und rRNA) in ihrer Sequenz sehr variabel und kurzlebig,
sie stellt auflerdem das letzte Transkript der Erbinformation vor der Umsetzung in eine
Proteinsequenz dar [Trommer96].

Bisher konnte die Grofle der mRNA nur mit Hilfe von aufwindigen elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen gemessen werden. Das Ziel der hier durchgefiihrten Experimente
bestand darin, herauszufinden, ob diese Groflen auch mit dem SMI-Mikroskop ermittelt
werden konnen (vgl. Abschnitt 3.2.6). Hierzu wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ana
Pombo? Messungen an diinnen Gefrierschnitten von Kernen menschlicher HeLa-Zellen

3MRC Clinical Sciences Centre, London
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durchgefithrt [Pombo99a]. Dabei wurden beide Laser des Mikroskops eingesetzt.

Die Proben besafien eine Dicke von 100 — 150 nm und enthielten sog. Poly(A)*-RNA
mit Durchmessern von unter 200 nm. Diese mRNA enthélt einen, nach der Gentranskrip-
tion angehéngten sog. Poly(A)-Schwanz, welcher den Transport der RNA aus dem Kern
erleichtert, die molekulare Stabilitdt erhoht sowie als Signalgeber fiir weitere Ereignisse
wirkt (,, Transcription Factory“, [Pombo99b]).

Abbildung 5.11 zeigt ein (2D-)Bild aus einem Bildstapel mit 200 Bildern, die Integra-
tionszeit pro Bild betrug 1,0 s. Die Poly(A)*"-RNA (griine Punkte) wurde zuvor mittels
Fluoreszenz-In Situ-Hybridisierung fluoreszenzmarkiert, dabei wurde eine mit FITC mar-
kierte Poly-dT-Probe, die an den komplementéren Poly(A)-Schwanz der mRNA bindet,
verwendet [XieO1]. Der Zellkern wurde mit dem Nukleinsdure-Farbstoff TOTO-3(rot) ge-
gengefirbt. Die Poly(A)T-RNA-Komplexe sind an ihren Ursprungsorten, d. h. im gesamten
Nukleoplasma erkennbar. Sie konnten ebenfalls in den Interchromatin-Bereichen, in denen
sie sich in das Zytoplasma bewegen (geringe TOTO-3-Intensitédt), und im Zytoplasma
selbst, in dem sie als Vorlagen fiir die Proteinsynthese wirken, detektiert werden.

Von den isolierten mRNAs konnten Signale mit ausreichender Modulation gemessen
werden; demzufolge sind Auswertungen zur Bestimmung der Grofle bzw. axialen Ausdeh-
nung moglich. Abbildung 5.12 zeigt als Beispiel die axialen Intensitétsverteilungen von
zwei mRNA-Komplexen aus Abb. 5.11, die axialen Ausdehnungen betragen (a) 70 nm und
(b) 92 nm. Die vollstindige Auswertung aller Bilddaten ist zur Zeit noch nicht abgeschlos-
sen; fiir die Groflen der in Abb. 5.11 gezeigten ,, Transcription Factories“ wurde ein Wert
von (90,2 +11,7) nm ermittelt (Auswertung: A. V. Failla).

Abbildung 5.11: Bild aus einem der aufgenommenen Bildstapel von Gefrierschnitten menschlicher
HeLa-Zellen. Die einzelnen Poly(A)"-RNA-Komplexe (griine Punkte) konnten im Nukleoplasma,
in den Interchromatin-Bereichen und im Zytoplasma detektiert werden. Der Zellkern wurde mit
dem Farbstoff TOTO-3 (rot) gegengefirbt.
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Abbildung 5.12: Axiale Intensititsverteilungen von zwei mRNA-Komplexen aus Abb. 5.11. Zwi-
schen den einzelnen Bildern wurde das Objekt um 20 nm verschoben. Fiir die Gré3en der Objekte

wurden Werte von 70 nm (a) und 92 nm (b) gefunden.
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Kapitel 6

Diskussion und Ausblick

Im ersten Abschnitt dieses letzten Kapitels werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zusammengefasst und die Verbesserungen im Vergleich zu [Schneider99a] aufgezeigt, ge-
folgt von einer Diskussion der Resultate im zweiten Abschnitt. Schliefllich werden denkbare
Modifikationen und Weiterentwicklungen des Experiments skizziert und weitere Perspek-
tiven der Mikroskopie mit rdumlich modulierter Anregung aufgezeigt.

6.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden der experimentelle Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops mit rium-
lich modulierter Anregung bzw. eines Spatially Modulated Illumination (SMI) Microscope,
Methoden zur Distanzmessung und hierzu durchgefithrte Messungen und Auswertungen
vorgestellt.

Vor der Durchfithrung der hier beschriebenen Experimente wurde das SMI-Mikroskop
vollsténdig neu aufgebaut und im Vergleich zu [Schneider99a] in vielen Einzelheiten ver-
bessert. Durch die Verwendung von zwei optischen Fasern zur Ubertragung des Anre-
gungslichts von den Lasern zum Versuchsaufbau konnten die Wellenfronten von zwei Wel-
lenfeldern mit unterschiedlichen Wellenldngen erstmals parallel zueinander ausgerichtet
werden. Die Liangen der optischen Wege beider Teilstrahlen des Interferometers wurden
angeglichen, um gegenseitige Verschiebungen der Wellenfronten beider Wellenfelder zu
minimieren. AuBerdem wurde durch den Einbau eines Korrekturkeils in den Detektions-
Strahlengang der durch die Keilform des dichroitischen Strahlteilers verursachte Versatz
zwischen den Strahlen des roten und des griinen Fluoreszenzlichts aufgehoben. Dariiber-
hinaus wurden eine neue Farb-CCD-Kamera sowie neue piezolelektrische Verschiebetische
in den Mikroskopaufbau integriert.

Da die neue CCD-Kamera an die in [Schneider99a] verwendete Software zur Steuerung
des Mikroskops nicht angepasst werden konnte, wurde die Steuer-Software vollstindig
neu entwickelt (siehe Anhang). Hierbei wurde besonderer Wert auf eine einfache und kom-
fortable Bedienbarkeit gelegt. Hervorzuheben ist, dass die gemessenen axialen Intensitéts-
verteilungen unmittelbar nach einer Messung angezeigt werden kénnen.

Die Auswertung der Messdaten konnte durch eine verbesserte Anpassungsfunktion op-
timiert werden, und mit der schwerpunktbasierten Methode wurde ein neuer Algorithmus
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zur axialen Distanzbestimmung entwickelt und angewendet.

Im Rahmen der durchgefiithrten Experimente wurden Distanzen zwischen den Fluores-
zenz-Schwerpunkten von im Vergleich zur Lichtwellenléinge kleinen, ,punktférmigen“ Ob-
jekten mit gleicher spektraler Signatur gemessen. Die Objekte besafien laterale Abstén-
de zwischen ca. 0,5 pm und 3 pm, die axialen Distanzen lagen im Bereich zwischen null
und einigen zehn Nanometern. Zur Abschétzung der Prézision der Distanzbestimmungen
wurden die Messungen in Serien jeweils 10-mal hintereinander durchgefiihrt und aus den
Einzelmessungen die Standard-Abweichung berechnet. Hierbei wurden in axialer Rich-
tung Standard-Abweichungen von weniger als 7 nm, in einigen Messungen auch Standard-
Abweichungen bis herunter zu 1 nm gefunden. Die Prizision der lateralen Distanzbestim-
mung lag zwischen 5 und 10 nm.

Im Gegensatz dazu ist die Genauigkeit der axialen Distanzbestimmung in konventio-
nellen und konfokalen Laser-Raster-Mikroskopen um das Zwei- bis Dreifache gegeniiber
der Prézision der lateralen Distanzmessung reduziert. Folglich konnte die Genauigkeit der
axialen Distanzmessung durch die axiale Modulation der Anregungsintensitit unter an-
sonsten gleichen optischen Bedingungen (gleiche Anzahl detektierter Photonen) wesentlich
erhoht werden.

Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass Messungen von axialen Distanzen mit einer
Prézision von wenigen Nanometern tatsédchlich reproduzierbar sind. Dies kann als Bestéti-
gung von [Schneider99a] aufgefasst werden, wo bereits dhnliche Werte fiir die Prizision der
Lokalisation von einzelnen Objekten angegeben wurden. Im Gegensatz zu den dort als Maf)
fiir die Prézision verwendeten Konfidenzintervallen, die mit einer modellbasierten Methode
in Verbindung mit einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus aus Einzelmessungen ermit-
telt wurden, sind in dieser Arbeit mehrere voneinander unabhingige Distanzmessungen
an denselben Objekten durchgefithrt worden.

Dariiberhinaus wurden SPDM-Messungen an Objekten mit verschiedenen spektra-
len Signaturen und mit gegenseitigen lateralen Distanzen im Bereich von 100 nm durch-
gefithrt. Da noch keine Kalibrationsmessungen zur Eichung der Phasenbeziehung beider
Wellenfelder durchgefiihrt werden konnten, waren mit diesen Messungen nur Distanzmes-
sungen an den detektierten Wellenziigen der Objekte moglich, und es konnten keine rea-
len axialen Distanzen bestimmt werden. Die aus den Mehrfachmessungen berechneten
Standard-Abweichungen erlaubten dennoch eine Abschéitzung der axialen Distanzprizisi-
on. Hierfiir wurden Werte zwischen 1 und 13 nm ermittelt. Bei diesen Messungen waren
die Standard-Abweichungen von Distanzen zwischen je zwei roten Objekten und zwischen
Objekten mit verschiedener spektraler Signatur gréfier als die Standard-Abweichungen
von Absténden zwischen je zwei griinen Objekten. Dieses Verhalten und eine vermutlich
systematische Anderung der axialen Distanzen in den aufeinanderfolgenden Messungen
der Serien lassen auf systematische Storungen der Wellenfronten schlieflen. Die Daten
wurden mit Objekt-Rasterung und erstmals auch mit Phasen-Rasterung aufgenommen.
Dabei wurde festgestellt, dass die mit Phasen-Rasterung gemessenen Distanzen kleinere
Standard-Abweichungen aufweisen.

Da bei sémtlichen Distanzmessungen jeweils dieselben Objekte in Serien mehrfach hin-
tereinander aufgenommen wurden, sind in den oben angegebenen Standard-Abweichungen
bereits sdmtliche stérenden Effekte wie unterschiedliche mikro-optische Umgebungen der
einzelnen Objekte, mechanische Instabilititen, Wellenfrontverzerrungen, von der CCD-
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Kamera zusitzlich verursachtes Rauschen sowie Effekte der Bilddaten-Auswertung ent-
halten. Insbesondere hat sich herausgestellt, dass sich die Objektpositionen zwar im Ver-
lauf einer Serie um bis zu 100 nm dnderten, diese Drifts jedoch alle bei einer Messung
aufgenommen Objekte gleichermafien betrafen. Hierin liegt eine Erkliarung fiir die hohe
Prézision der Messungen.

Die gemessenen Distanzwerte miissen allerdings nicht mit den wahren Distanzen zwi-
schen den Testobjekten bzw. verwendeten Beads iibereinstimmen. Die Ergebnisse der Di-
stanzmessungen wurden z. B. durch inhomogene Farbstoffverteilungen innerhalb der Beads
oder Storungen der Wellenfronten selbst beeinflusst. Auflerdem waren die Wellenfronten in
vielen Messungen vermutlich nicht ideal parallel zur Oberfliche des Objekttrigers ausge-
richtet. Aufgrund des daraus resultierenden Kippwinkels zwischen Objekttrager und Wel-
lenfronten wurden so axiale Distanzen gemessen, die nicht den tatsédchlichen Absténden
in Richtung der optischen Achse entsprachen. Dies gilt vor allem fiir die axialen Distan-
zen zwischen Beads mit gleicher spektraler Signatur, da deren laterale Distanzen im pm-
Bereich lagen.

Um die Einfliisse der Auswertung auf die Ergebnisse der axialen Distanzmessungen
genauer zu untersuchen, wurden einige Serien mit zwei unterschiedlichen modellbasier-
ten Methoden und mit dem in dieser Arbeit entwickelten schwerpunktbasierten Verfahren
ausgewertet. Die dabei gefundenen Resultate weichen in einigen Fillen um mehrere Na-
nometer voneinander ab.

Mittels Computersimulationen konnte ein Zusammenhang zwischen der Form der ge-
messenen axialen Intensititsverteilung und der Objektgrofle bzw. der Grofie der Fluo-
reszenzverteilung eines Objekt hergestellt werden. Dies wurde anhand einiger Messungen
an Testobjekten iiberpriift und bestétigt. Folglich kénnen mit dem SMI-Mikroskop die
Groflen von Objekten, die kleiner als etwa die halbe Lichtwellenldnge und grofier als ca.
40 nm sind, bestimmt werden (Zusammenarbeit mit A.V. Failla).

Dariiberhinaus wurde die Eignung des SMI-Mikroskops fiir Messungen an biologi-
schen Proben untersucht. Dazu wurden SPDM-Messungen an menschlichen Fibrobla-
sten, menschlichen Tumorzellen, sog. HeLa-Zellen und menschlichen Knochenmarkzellen
durchgefiihrt, und die Distanz zwischen den mit Oligonukleotiden fluoreszenzmarkier-
ten Blocken 1 und 3 von Chromosom 9 wurde gemessen. Die aufgenommenen axialen
Intensitétsverteilungen besitzen eine fiir Hochprézisions-Distanzmessungen ausreichende
Modulation. Die Positionen der aufgenommen Wellenziige konnten allerdings wegen der
noch nicht méglichen Kalibration nicht zur Erh6hung der Distanzprézision verwendet wer-
den. Die aus den Einhiillenden der gemessenen Intensititsverteilungen ermittelte Distanz
stimmt dennoch mit Vergleichsmessungen an einem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop
iiberein. Des weiteren wurden mRNA-Komplexe in 100 — 150 nm diinnen Gefrierschnitten
von menschlichen HeLa-Zellen aufgenommen. Dabei hat sich herausgestellt, dass die ge-
messenen axialen Intensitdtsverteilungen auch hier eine ausreichende Modulation zeigen,
die eine GroBenbestimmung der mRNA-Komplexe erlauben. Die systematische Auswer-
tung der Messdaten dauert zur Zeit noch an.
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6.2 Diskussion

Vergleicht man die Standard-Abweichungen der axialen Distanzen, die aus den Messun-
gen mit einer Wellenlénge erhalten wurden, mit denen, die bei den Experimenten mit zwei
Wellenldngen gefunden wurden, fillt eine gewisse Inkonsistenz der Ergebnisse auf. In den
Messungen mit einer Wellenlidnge, die mit Objekt-Rasterung an Beads mit roter spektra-
ler Signatur durchgefithrt wurden, sind ndmlich Standard-Abweichungen bis herunter zu
~ 1 nm gefunden worden. Dagegen sind in den Messungen mit zwei Wellenlingen zwischen
Beads mit roter Signatur meistens grofere Standard-Abweichungen > 5 nm aufgetreten.
Dies ist umso erstaunlicher, da vieles (z. B. verbesserte Photonenausbeute, siche auch Ab-
schnitt 3.2.5) darauf hindeutet, dass mit der Phasen-Rasterung, die bei den Messungen mit
zwei Wellenléingen verwendet wurde, eine hohere Distanzprézision erreicht werden kann
als mit Objekt-Rasterung.

Eine gegenseitige Beeinflussung der Farbkanile der CCD-Kamera scheidet als Ursache
aus, da kein Ubersprechen (Cross-Talk) beobachtet werden konnte. Es lassen sich nun
zwei Hypothesen aufstellen, die durch zukiinftige Experimente bestétigt bzw. widerlegt
werden miissen:

Die erste Hypothese besagt, dass die statistisch verteilten Verzerrungen oder systemati-
schen lateralen Modulationen der Wellenfronten (Abschnitt 5.3.3) bei den Messungen mit
einer Wellenléinge tatséichlich schwécher ausgeprigt waren als bei den spdter durchgefiihr-
ten Experimenten mit zwei Wellenléingen. Man kann diese Hypothese nicht ausschlieflen,
da die Orientierung der Streifen nicht in allen Experimenten dieselbe war, sondern die
Streifen ihre Richtung in Abhéngigkeit von den Einstellungen der Spiegel und der Strahl-
teiler des Interferometers dnderten. Es ist moglich, dass sich dabei die Amplitude der
lateralen Modulation verdnderte. An den Bilddaten lisst sich dies im Nachhinein nicht
mehr feststellen, da die Bead-Konzentration auf dem Objekttriger bei den Messungen zu
gering war, um solche Streifen erkennen zu kénnen.

In der zweiten Hypothese wird davon ausgegangen, dass bei den Auswertungen der
Bilddaten, die mit einer Anregungswellenléinge aufgenommen wurden, systematische Feh-
ler aufgetreten sind. Diese Hypothese wird vor allem durch die Ergebnisse von Abschnitt
5.4 gestiitzt, denn die dort vorgestellten Resultate der verschiedenen Algorithmen unter-
scheiden sich teilweise signifikant.

Hier wird eine generelle Schwierigkeit bei Hochprézisions-Distanzmessungen mit
Fluoreszenzanregung deutlich. Das bedeutet u.a., dass nicht immer ohne weiteres ent-
schieden werden kann, ob beobachtete Standard-Abweichungen der Distanzen auf Fehler
im Experiment selbst oder im zur Auswertung verwendeten Algorithmus zuriickzufiithren
sind. Zur ersten Kategorie von Storfaktoren gehoren z. B. Fluktuationen innerhalb der
mikro-optischen Umgebung der Objekte oder mechanische Instabilitdten des Mikroskop-
aufbaus, zur zweiten Gruppe von Fehlerquellen zéhlen beispielsweise verschiedene Segmen-
tierschwellen oder die Wahl ungeeigneter Startwerte in Anpassungs-Algorithmen.

Insgesamt jedoch wurde mit der rdumlichen Modulation der Anregungsintensitét eine
deutliche Verbesserung der axialen Distanzprézision erreicht. Die Standard-Abweichun-
gen der axialen Distanzen zwischen Beads mit griner spektraler Signatur, die bei den
Messungen mit zwei Wellenléngen erhalten wurden, liegen ebenfalls zwischen 1 nm und
7 nm und bewegen sich damit im gleichen Rahmen wie die Standard-Abweichungen von
Distanzen zwischen roten Beads. Mit dem derzeitigen Mikroskopaufbau kénnen also, un-
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abhingig von den oben aufgestellten Hypothesen, axiale Distanzen mit einer Prézision bzw.
Standard-Abweichung von weniger als 7 nm reproduzierbar gemessen werden. Sollte die
in Abschnitt 5.3.3 geduflerte Vermutung stimmen, dass die beobachteten systematischen
Wellenfrontstorungen eine héhere Prazision der Distanzmessungen verhindern, sollte es je-
doch moglich sein, die Genauigkeit auf ~ 1 nm zu erhéhen, falls es gelingt, die Stérungen
zu beseitigen.

Bis jetzt deutet alles darauf hin, dass dies auch fiir axiale Distanzen zwischen Objekten
mit unterschiedlicher spektraler Signatur gelten wiirde. Die dafiir erforderliche Stabilitdt
der Differenz der Phasendifferenzen bzw. der Phasenbeziehung zwischen dem roten und
dem griinen Wellenfeld ist, zumindest im Rahmen der derzeitigen Prézision von ca. 9 nm
fiir solche Distanzen, gegeben. Das heifit, es konnte bisher keine systematische, zeitliche
Verschiebung der Wellenfronten beider Wellenfelder untereinander festgestellt werden.

Ein in diesem Zusammenhang noch nicht gelostes Problem stellt die Kalibrierung bzw.
Messung der Phasenbeziehung der beiden Wellenfelder dar. Die hierzu durchgefithrten Ex-
perimente an mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen versehenen TetraSpeck-Beads konnten
wegen des hohen Ubersprechanteils vom griinen in den roten Kanal der CCD-Kamera
nicht ausgewertet werden (Abschnitt 5.3). Selbst wenn die axialen Intensitéitsverteilungen
der beiden Farbstoffe ohne gegenseitige Beeinflussung hiitten gemessen werden konnen,
ist fraglich, ob die Resultate eine Bestimmung der Phasenbeziehung beider Wellenfelder
mit der hier erforderlichen Prizision von 1 nm gestattet hitten. Der Grund fiir diese Un-
sicherheit liegt in den inhomogenen Farbstoffverteilungen in solchen Beads. Dadurch ist
nicht gewihrleistet, dass die Schwerpunkte der Verteilungen der verschiedenen Farbstoffe
mit der entsprechenden Genauigkeit koinzidieren.

Als Alternative fiir TetraSpeck-Beads kommen unter Umsténden sogenannte kolloidale
Glaskugeln in Frage [vanBlaaderen95]. Diese Kugeln besitzen einen Aulendurchmesser von
ca. 0,5 pm und einen mit Fluoreszenzfarbstoffen gefiillten Hohlraum mit einem Durchmes-
ser von typischerweise 100 nm. Eine Fiillung des Hohlraums mit Farbstoffen unterschiedli-
cher Anregungs- und Emissionsspektren wiirde es erlauben, die Phasenbeziehung der An-
regungsstrahlen mit der geforderten Genauigkeit zu messen. Fiir Kalibrationsmessungen
konnten sich auflerdem sogenannte ,Nanocrystals“ bzw. ,,Quantum Dots“ aufgrund ihrer
geringen Grofle von wenigen Nanometern sehr gut eignen. Wiirde es dagegen gelingen,
verschiedene Nanocrystals mit gleichen Anregungs-, jedoch unterschiedlichen Emissions-
spektren [Banin98] als Farbstoffe einzusetzen, konnte auf eine Kalibration ganz verzichtet
werden, da in diesem Fall zur Fluoreszenzanregung nur ein Wellenfeld nétig wére.

Eine weitere, fiir Distanzmessungen an Objekten mit verschiedenen spektralen Signatu-
ren durchzufithrende Mafinahme sollte darin bestehen, die Wellenfrontabstinde der bei-
den Wellenfelder anzugleichen. Dadurch wird die Ortsabhéngigkeit der Abstéinde zwischen
den Wellenfronten beider Wellenfelder beseitigt, und die gemessenen Wellenzugdistanzen
héngen nicht mehr von den axialen Positionen der Objekte ab. (vgl. Abschnitt 3.2.2). Die
hierfiir erforderliche unabhéngige Verkippung beider Anregungsstrahlen sollte aufgrund
der jetzt angeglichenen optischen Weglingen der Teilstrahlen des Interferometers ohne
groflere Schwierigkeiten moglich sein. Da die axialen Objektdistanzen aus den Distanzen
zwischen den detektierten Wellenziigen, d. h. aus dem Anteil der Anregungs-PSF bestimmt
werden, muss die gewOhnliche, vom Detektions- Anteil stammende axiale chromatische Ver-
schiebung des Objektivs jedoch nicht korrigiert werden (vgl. Abschnitt 3.2.2), sofern die
zu messenden axialen Distanzen deutlich kleiner als die Wellenfrontabstédnde sind, da in
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diesem Fall die Distanz zwischen den Maxima der Einhiillenden zur Aufhebung der durch
die Modulation verursachten Vieldeutigkeit nicht ben6tigt wird.

Fasst man die Ergebnisse der Distanzmessungen in lateraler und axialer Richtung zu-
sammen, so ergibt sich, dass mit dem SMI-Mikroskop Distanzmessungen zwischen fluores-
zierenden, punktformigen Objekten mit Standard-Abweichungen von unter 10 nm in dres
Dimensionen moglich sind. Die Anzahl der zur Auswertung verwendeten Photonen lag bei
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen in der Grélenordnung von
10°. Computersimulationen der optischen Abbildung im SMI-Mikroskop deuten jedoch
darauf hin, dass Standard-Abweichungen der axialen Distanzbestimmung von 1 nm schon
bei Photonenzahlen von 10 méoglich sind (A. V. Failla). Es sollte also moglich sein, bei
gleichbleibender Prizision der Distanzmessungen die Anzahl der detektierten Photonen
wesentlich zu reduzieren, d. h. man sollte die Aufnahmegeschwindigkeit deutlich erh6hen
konnen. In zukiinftigen Experimenten sollten dariiberhinaus die Integrationszeit, die An-
zahl der Bilder und die Schrittweite des piezoelektrischen Objekt- bzw. Spiegelverschiebe-
tischs optimiert werden. Erste Computersimulationen hierzu haben ergeben, dass es besser
ist, weniger Bilder mit einer hoheren Integrationszeit aufzunehmen, da so der Anteil des
Ausleserauschens der CCD-Kamera am Gesamtrauschen reduziert wird [Wagner01].

Schliellich ist festzustellen, dass mit den in dieser Arbeit durchgefiithrten Verbesserun-
gen des Mikroskop-Aufbaus und der neu entwickelten Steuer-Software die Voraussetzun-
gen dafiir geschaffen wurden, eine Nutzung des Systems auch anderen, mit den physi-
kalischen Eigenschaften des Experiments nicht vertrauten Personen zu gestatten. Durch
die Moglichkeit der Anzeige der gemessenen axialen Intensitidtsverteilungen unmittelbar
nach einer Messung wurde auflerdem die praktische Anwendung des SMI-Mikroskops sehr
erleichtert, da nun eine schnelle Beurteilung der aufgenommenen Daten moglich ist. Ei-
ne denkbare Erweiterung der Software besteht darin, die Algorithmen zur Distanz- bzw.
Groflenbestimmung direkt zu implementieren. Auf diese Weise konnte der zur Zeit getrennt
laufende Prozess der Auswertung deutlich beschleunigt werden.

6.3 Perspektiven

Nachdem im letzten Abschnitt aus den Ergebnissen dieser Arbeit schon Konsequenzen fiir
kiinftige Experimente abgeleitet wurden, folgen nun einige Perspektiven fiir weitergehende
Versuche mit dem SMI-Mikroskop.

In einigen Experimenten mit biologischen Préparaten konnte ein befriedigendes Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis erst durch Integrationszeiten von 2 s oder mehr erreicht werden. Die
Ursache hierfiir liegt in dem Farb-Mosaikfilter vor dem CCD-Chip der Kamera (Abb. 4.6
auf S. 68). Dieser reduziert die detektierte Fluoreszenzintensitéit erheblich, da Photonen,
die nicht auf ein Pixel bzw. Filter mit einer zur Photonenenergie passenden spektralen
Empfindlichkeit treffen, verloren sind. Auch Photonen, die auf die richtigen Pixel tref-
fen, werden teilweise absorbiert. Ziel zukiinftiger Umbauten sollte es daher sein, die De-
tektionseffizienz durch den Einbau mehrerer Schwarz/Weiss-CCD-Kameras, die kei-
ne Farb-Mosaikfilter besitzen, zu erhohen. Die spektrale Trennung der Fluoreszenzinten-
sitdten wiirde in diesem Fall z. B. durch dichroitische Strahlteiler erfolgen. Wiirde man
hochempfindliche sogenannte ,,Back-illuminated“-Kameras verwenden, konnten sogar ein-
zelne Fluoreszenzmolekiile detektiert werden [Koberling99, Mews00]. Alternativ zu einer
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Konfiguration mit mehreren Kameras und dichroitischen Strahlteilern kénnte man auch
eine S/W-CCD-Kamera in Verbindung mit einem wellenléingenselektiven optischen Filter
(,Liquid Crystal Tunable Filter“) verwenden. Ein solches System héitte den Vorteil einer
hohen Flexibilitit beziiglich der Anwendbarkeit verschiedener Farbstoffe, allerdings wiirde
durch den Filter erneut ein nicht unerheblicher Anteil der Fluoreszenzintensitit absorbiert
werden.

Eine weitere Limitation des derzeitigen Mikroskopaufbaus liegt in den Wellenléingen
der zur Fluoreszenzanregung verwendeten Laser (647 nm & 488 nm). Dadurch kénnen
viele, in biologischen Experimenten haufig verwendete Farbstoffe nicht eingesetzt werden.
Wiinschenswert wéren beispielsweise Wellenldngen in der Ndhe von 400 nm zur Anregung
von UV-Farbstoffen (z. B. AMCA-6-dUTP) oder 514 nm zur Anregung von YFP (Yellow
Fluorescent Protein). Durch den Umbau des SMI-Mikroskops in einen Aufbau mit hori-
zontalem Objekttriger konnten auflerdem Messungen an lebenden Zellen durchgefiihrt
werden. Eine entsprechende Modifikation wiirde daher viele neue Untersuchungsmdoglich-
keiten ertffnen.

Um die Prézision der Abstandsmessungen in einer weiteren Raumrichtung zu erhéhen,
kénnte man die zu untersuchenden Proben auf einer runden Glasfaser anbringen. Durch
Drehen der Faser wire es moglich, den Verbindungsvektor von zwei in der x-z- bzw. y-
z-Ebene befindlichen Objekten parallel zur optischen Achse der Objektive auszurichten,
so dass die Objektdistanz mit hoher Prézision gemessen werden kénnte. Dieses Mikro-
Axial-Tomographie (MAT) genannte Verfahren wurde bereits in Verbindung mit Bildre-
konstruktions-Algorithmen sowohl in konventionellen als auch in konfokalen Laser-Raster-
Mikroskopen eingesetzt, um die effektive axiale Auflosung zu erhéhen [Bradl92, Bradl94,
Bradl96, Heintzmann99]. Sofern die Brechungsindizes von Glasfaser und Einbettungs-
medium nicht perfekt angepasst sind, konnte sich hierbei allerdings eine systematische
Verzerrung der Wellenfronten durch die Faser als problematisch erweisen. Dariiberhin-
aus kann man die Intensitit des Anregungslichtfelds im Mikroskop auch lateral mo-
dulieren, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben. Damit konnte nicht nur die Distanzprizi-
sion in beiden lateralen Richtungen, sondern zusammen mit geeigneten Aufnahme- und
Auswerteverfahren auch die effektive Auflésung in allen drei Dimensionen erhoht werden
[Krish96, Heintzmann98, Frohn01].

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Experimente wurden bei verhiltnisméfig
geringen Laserintensitiiten (=~ 100 W/cm?) durchgefiihrt. Geht man zu héheren Inten-
sititen iiber, treten verstirkt Zwei-Photonen-Effekte (allgemein Mehr-Photonen-Effek-
te) auf. In der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie wird die Zwei-Photonen-Anregung
bereits erfolgreich eingesetzt [Lindek95]. Sie bietet einige Vorteile, die im Rahmen ei-
nes derzeit in der Arbeitsgruppe ,,Angewandte Optik und Informationsverarbeitung® im
Aufbau befindlichen Experiments auch fiir die SMI-Mikroskopie nutzbar gemacht werden
sollen (A. Schweitzer, H. Eipel & C. Cremer).

Da die Fluoreszenzintensitét hier eine quadratische Abhingigkeit von der Anregungsin-
tensitdt besitzt, konnen durch Zwei-Photonen-Anregung in Verbindung mit der rdumlichen
Modulation des Anregungslichtfelds einzelne Objektregionen mit einer grofieren Selekti-
vitét zur Fluoreszenz angeregt werden, d. h. die Tiefenselektion der Anregung wird gestei-
gert. Auflerdem lassen sich Anregungs- und Detektionslicht besser voneinander trennen,
da die Wellenlénge der Fluoreszenz im Vergleich zur Anregungswellenlinge zu wesentlich
kleineren Wellenldngen hin verschoben ist. Die zur Anregung verwendeten Wellenlangen
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liegen dementsprechend im nahen Infrarot (=~ 700 — 900 nm). Aufgrund der kleineren
Absorption von Wasser in diesem Wellenlédngenbereich kénnen die Anregungsstrahlen zu-
dem besser in dicke Proben eindringen. Dariiberhinaus ist es moglich, zwei Farbstoffe mit
einer Wellenlinge anzuregen (einer iiber Ein-Photon-Anregung, der andere iiber Zwei-
Photonen-Anregung). Um die benotigten hohen Anregungsintensititen zu erreichen, er-
folgt die Anregung gepulst; dies bietet zusitzlich die Moglichkeit, Farbstoffe aufgrund ihrer
unterschiedlichen Fluoreszenzlebensdauern zu unterscheiden (Fluorescence Lifetime Ima-
ging, FLIM) [Marriott91], womit sich eine Korrektur von chromatischen Verschiebungen
eriibrigt.

Die Realisierung des Experiments ist jedoch nicht einfach. Als Hauptschwierigkeit ist
hier die exakte Justage des Interferometers zu nennen, denn der Unterschied in den opti-
schen Weglidngen beider Interferometerarme darf nicht gréfler als die Kohirenzlinge des
gepulsten Anregungslichts von 10 — 30 pm sein. Zur Identifikation der Farbstoffe aufgrund
ihrer Fluoreszenzlebensdauer miissen zudem mehr Photonen detektiert werden als bei
herkémmlicher SPDM. Hierfiir sind lingere Messzeiten erforderlich, und das Ausbleichen
der Proben wird verstéirkt. Auflerdem ist z. B. noch nicht geklirt, in wie weit die hohen
Anregungsintensititen zu einer Autheizung der Proben fiihren.

Die Experimente in dieser Arbeit haben gezeigt, dass aus den aufgenommenen axia-
len Intensitéitsverteilungen auch Informationen iiber die Abmessungen von Objekten mit
Groflen unterhalb der Wellenléinge erhalten werden konnen (Dissertation A.V. Failla, in
Vorbereitung). Solche Messungen waren bisher nur mit aufwéindigen elektronenmikrosko-
pischen Verfahren moglich. Aus diesem Grund ergibt sich hieraus in Zukunft eventuell
eine weitere interessante Anwendungsmoglichkeit der SMI-Mikroskopie. Man koénnte auf
diese Weise zusitzliche Kenntnisse iiber individuelle biologische Nanostrukturen in biolo-
gischen Proben erhalten. Es versteht sich hierbei von selbst, dass man umso detailliertere
Informationen aus den Messungen erhélt, je mehr unterschiedliche spektrale und/oder
lebensdauerbasierte Signaturen zur Verfiigung stehen bzw. vom Detektionssystem des Mi-
kroskops voneinander getrennt werden konnen [CCremer99b]. Eine Anwendung von beson-
derem Interesse wére die Untersuchung der dreidimensionalen Topologie von spezifischen
Chromatin-Nanostrukturen und ihrer rdumlichen Anordnungen relativ zu supramolekula-
ren Komplexen z. B. fiir Transkription oder Reparatur in intakten menschlichen Zellkernen
[TCremer93, TCremer00, TCremer01, Lamond98].



Anhang A

Montage des Mikroskopaufbaus

Dieser Abschnitt enthilt einige Hinweise zum Aufbau und zur Justage des in Abb. 4.1
auf Seite 58, Abb. 4.2 auf Seite 60 und Abb. 4.5 auf Seite 66 schematisch dargestellten
Mikroskopaufbaus. Abbildung A.1 zeigt eine Fotografie des Mikroskops. Der tatséchliche
Aufbau entspricht, abgesehen von der Anordnung der Laserkollimatoren und des Piezo-
Spiegelverschiebetischs, die sich aus platztechnischen Griinden auf der jeweils anderen Seite

Abbildung A.1: Fotografie des Mikroskopaufbaus. Links sind die Laserkollimatoren erkennbar, in
der Mitte befinden sich das Interferometer und der Objektverschiebetisch mit den Schrittmotoren.
Auf der rechten Seite sind die Gehiuse des Detektions-Strahlengangs und die Farb-CCD-Kamera
zu sehen.

105



106 A. Montage des Mikroskopaufbaus

des Interferometers befinden, den im Kapitel 4 in den Abbildungen 4.2 und 4.5 gezeigten
Schemata.

A.1 Interferometer

Es empfiehlt sich, den Aufbau zunéchst ohne die optischen Komponenten wie Spiegel,
Linsen usw. auf dem Breadboard aufzubauen. Hierbei sollte beriicksichtigt werden, dass

1. die Objektivgehiuse so auf den Linearverschiebetischen montiert sind, dass sie sich
von der Arbeitsposition, in der die Objektivlinsen einen gegenseitigen Abstand von
ca. 2 mm haben, um ca. 1 cm auseinander schieben lassen. Nur dann kénnen die
Objektive spéter ein- bzw. ausgebaut werden.

2. der Schrittmotor-betriebene Objektverschiebetisch (inkl. angebautem Piezo-Objekt-
verschiebetisch und Objekttragerhalterung) iiber seinen gesamten Verfahrbereich
hinweg, d. h. in jeder Richtung bis zu den jeweiligen Endabschaltern, verfahren wer-
den kann, ohne z. B. an die Objektivgehiuse zu stoflen

3. keine der Komponenten des Aufbaus iiber die Auflenkante des Breadboards ragt.

Insbesondere Punkt 2. sollte sehr sorgfiltig beachtet werden, da die Schrittmotoren unter
Umsténden eine beachtliche Kraftwirkung entfalten kénnen und bei Kollision im giinstig-
sten Fall den Aufbau dejustieren, im schlimmsten Fall jedoch die Objektive oder den
Piezo-Objektverschiebetisch beschédigen konnten. Aulerdem sollten sdmtliche Kanten der
Objektivgehduse parallel ausgerichtet sein, und die Verfahrrichtungen der drei Schrittmo-
toren miissen parallel bzw. senkrecht auf der optischen Achse der Objektive stehen.

Anschlielend werden die Spiegel und Strahlteiler eingesetzt, und man justiert das In-
terferometer ohne die Linsen und Objektive, wobei man den roten Laser verwendet. Es ist
darauf zu achten, dass die kollimierten und aufgeweiteten Laserstrahlen méglichst symme-
trisch in die Offnungen der Objektivgehiuse fiir die Objektive bzw. die Einfokussierlinsen
ein- bzw. austreten. Alle Spiegel sollten das Licht unter einem Einfallswinkel von 45°
reflektieren.

Im Folgenden wird zunéichst nur ein Objektiv und die dazugehérende Einfokussier-
linse eingebaut. Das Objektiv wird nun von vorne mit dem kollimierten Laserstrahl be-
leuchtet und der Drei-Achsen-Translationshalter mit der Einfokussierlinse so eingestellt,
dass die Mitte des aus der Einfokussierlinse austretenden Strahls auf der Symmetrieach-
se der Offnung des Objektivgehduses liegt. Der Strahl sollte auBerdem wieder auf das
50:50-Strahlteilerprisma treffen und muss kollimiert sein. Wie schon zur Einstellung der
Kollimatoren an den Enden der optischen Fasern, verwendet man auch hier am besten
eine ,,Shearing Plate“ [Dickey78, Melles99]. Die richtige Einstellung der Einfokussierlinse
konnte auch ermittelt werden, indem man den Laserstrahl andersherum, d. h. von hinten
durch die Einfokussierlinse in das Objektiv schickt. Die Kollimation des dann vorne aus
dem Objektiv austretenden Strahls liee sich aber nicht sehr zuverlissig iiberpriifen, da
Beugungseffekte an der kleinen vorderen Objektivéffnung das Strahlprofil schon in einer
Entfernung von einigen Zentimetern sehr stark verwaschen.

Anschlielend schraubt man das Objektiv und den Drei-Achsen-Translationshalter mit
der Einfokussierlinse von dem Objektivgehiiuse ab, bringt das zweite Objektiv und die
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zweite Einfokussierlinse am anderen Objektivgehiduse an und wiederholt die Prozedur.
Dabei sollte darauf geachtet werden, dass der abmontierte Drei-Achsen-Translationshalter
nicht wieder verstellt wird. Ist auch das zweite Objektiv inklusive Einfokussierlinse ju-
stiert, werden das erste Objektiv und die erste Einfokussierlinse wieder eingebaut. Die
Spiegel sollten gegebenenfalls noch so nachgestellt werden, dass beide Teilstrahlen des In-
terferometers wieder auf das 50:50-Strahlteilerprisma treffen und auf der Riickseite des
Prismas ein Interferenzmuster sichtbar wird.

Nun werden der grine bzw. blaue Laserstrahl und der rote Strahl vor dem 50:50-
Strahlteilerprisma mit dem Beam Combiner koaxial zur Deckung gebracht. Damit die
Strahlen parallel verlaufen, sollte die Uberdeckung an zwei mindestens 1 m voneinander
entfernten Orten iiberpriift werden. Hierzu sollte man allerdings nur noch an den Feinver-
stellschrauben des Beam Combiners oder an einem der vorgelagerten Spiegel im , blauen*
Strahlengang drehen, um das Interferometer nicht wieder fiir den roten Strahl zu de-
justieren. Man kann das Interferometer auch zuerst fiir den blauen Strahl justieren und
anschlieflend den roten Strahl {iberlagern. Es ist jedoch einfacher andersherum vorzugehen,
da der Beam Combiner das blaue Licht reflektiert und das rote transmittiert.

Die Grundjustage des Interferometers ist damit abgeschlossen. Zur weiteren Fein-Justa-
ge wird so vorgegangen, wie in Abschnitt 4.5.2 beschrieben.

A.2 Detektions-Strahlengang

Die Justage des Detektions-Strahlengangs gestaltet sich wesentlich einfacher. Es ist hier
hauptséchlich darauf zu achten, dass die Lichtstrahlen durch die Zentren von Korrek-
turkeil, Tubuslinse und Sperrfilter verlaufen, um Aberrationen zu minimieren und eine
Einengung des Gesichtsfelds zu vermeiden. Aulerdem sollte natiirlich der Abstand von
20 cm zwischen Tubuslinse und CCD-Chip eingehalten werden.

Zur Einstellung der richtigen Orientierung des Korrekturkeils verwendet man am be-
sten Objekte, die gleichzeitig zwei Fluoreszenzfarbstoffe mit zu den Lasern passenden
Anregungs- bzw. Emissionsspektren besitzen, z. B. TetraSpeck-Beads von Molecular Pro-
bes, und regt diese mit beiden Lasern gleichzeitig an. Ist der Keil richtig eingestellt, stim-
men die Bilder der Beads bei gleichzeitiger Darstellung des roten und griinen Kanals in
beiden Farben iiberein. Andernfalls sieht man jedes Bead doppelt, d.h. die verschieden-
farbigen Bilder sind gegenseitig versetzt, und das gesamte Monitorbild ist unscharf.

Dieses Verfahren ist natiirlich zu einem gewissen Grad subjektiv. Das heift, fiir ei-
ne laterale Prézisions-Distanzmessung zwischen verschiedenfarbigen Objekten wire die
Genauigkeit der Justage sicherlich unzureichend. Dies stellt hier jedoch kein zusétzliches
Problem dar, denn zur Korrektur der chromatischen Verschiebungen miissen ohnehin Ka-
librationsmessungen an Objekten mit koinzidierenden Farbstoffverteilungen durchgefiithrt
werden.
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Anhang B

Steuer-Software

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefithrten Programmierarbeiten zur Ansteuerung
des SMI-Mikroskops nahmen ca. 1 1/2 Jahre in Anspruch. Dies soll in diesem Teil des
Anhangs mit der Vorstellung der Steuer-Software dokumentiert werden. Dabei wird zuerst
kurz auf das Konzept des Programms eingegangen; anschlieBend werden die wichtigsten
Dialogfelder vorgestellt und ihre Funktionsweise bzw. Bedienung erldutert.

B.1 Anforderungen und Konzept

Da die Software routineméfig eingesetzt wird, ist das Kriterium der Stabilitdt und Zu-
verldssigkeit von groflier Bedeutung. Daneben sind als Anforderungen an das Programm
zu stellen:

e Die Bilddaten miissen gut sichtbar und mit ausreichender Geschwindigkeit, d.h.
hoher Bildwiederholfrequenz dargestellt werden kénnen.

e Die grafische Benutzeroberfliche soll leicht und komfortabel bedienbar sein.

e Neue Hardware-Komponenten wie z. B. eine neue Kamera miissen ohne grofien Pro-
grammieraufwand einzubinden sein.

e Um das Programm leicht warten zu kénnen, sollte der Quellcode moéglichst modular
aufgebaut sein.

Als Plattform fiir die Programmierarbeiten wurde aufgrund seiner hervorragenden Be-
triebssicherheit und Stabilitdt sowie hohen Verbreitung im professionellen Bereich das
Betriebssystem Windows NT, Version 4.0 (heute Windows 2000) gewéhlt. Zum Schrei-
ben der Steuer-Software ist die Entwicklungsumgebung von ,, Visual C++* (Version 6.0)
von Microsoft eingesetzt worden. Darin sind aufler einem leistungsfihigen C++-Compiler
eine Vielzahl vordefinierter Klassen und Bibliotheken enthalten, von denen die Microsoft
Foundation Classes (MFC) besonders hervorzuheben sind. Diese wurden benutzt, um z. B.
Dialogfelder zu erstellen, Mausaktionen des Benutzers zu koordinieren oder Dateiopera-
tionen durchzufiihren.

Um mit Visual C++ eine Windows-Anwendung zu erstellen, ldsst man sich von
der Entwicklungsumgebung zunichst automatisch ein Quellcode-Geriist generieren. Dar-
aus kann durch Compilieren ein ausfithrbares Programm erzeugt werden, das bereits die
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typischen Merkmale einer Windows-Anwendung wie z. B. eine obere Meniileiste mit den
Meniipunkten ,,Datei“, ,,Bearbeiten®, ,, Ansicht“, ,,7“ und die entsprechenden Meniieintrige
,Neu“,  Offnen...“ usw. enthilt. Mit diesen Meniieintrigen sind jedoch noch keine Aktio-
nen wie z. B. Speichervorgénge oder das Erscheinen von Dialogfeldern verkniipft. Solche
Funktionen muss der Programmierer hinzufiigen, indem er z. B. mit Hilfe des Resourcen-
Editors neue Meniipunkte und Dialogfelder erstellt. Auflerdem miissen weitere Objekte
und Methoden in den Quellcode eingefiigt werden, z. B. zur Darstellung der Programm-
daten auf dem Hauptansichtfenster der Anwendung.

Der Quellcode besitzt eine Objektorientierte Struktur, die der sogenannten Doku-
ment /Ansicht- Architektur folgt, wie in Abbildung B.1 schematisch am Beispiel der
Steuer-Software fiir das SMI-Mikroskop gezeigt ist. Der Programmcode setzt sich aus vier
Hauptobjekten zusammen: einem Anwendungsobjekt (Klasse CWinApp), einem Objekt
fiir das Rahmenfenster (CFrameView), dem Dokumentobjekt (CDocument) und dem An-
sichtsobjekt (CScrollView). Dabei kann, je nach Komplexitat der Anwendung, jedes dieser
Objekte wieder mehrere Unterobjekte enthalten.

Eines der wichtigsten Merkmale der Dokument/Ansicht-Architektur besteht in der
strikten Trennung von der im Dokumentobjekt durchgefithrten Verwaltung der Daten und
der durch das Ansichtsobjekt vermittelten Darstellung der Daten. Wenn z.B. Text im
Hauptansichtfenster eines Textverarbeitungsprogramms mit verschiedenen Vergriferun-
gen angezeigt werden kann, liegt den unterschiedlichen Darstellungen die gleiche Buchsta-

An das Rahmenfenster und

das Ansichtsobjekt Gibergebene
Anwendungsobjekt Nachrichten

(CWinApp)

Rahmenfenster (CFrameView)

Hauptansichtfenster

Ansichtsobjekt (CScrollView)

- Darstellung der Bilddaten und
Interaktion mit Benutzer

h

Dokumentobjekt
(CDocument)

| Verwaltung der Bilddaten |

| Ven

Bidirektionaler Informationsflu
zwischen Dokument- und
Ansichtsobjekten

Abbildung B.1: Schematische Ansicht der Dokument/Ansicht-Architektur einer Windows-
Anwendung am Beispiel der Steuer-Software fiir das SMI-Mikroskop, erstellt unter Microsoft
Visual C++. Die Verwaltung der Daten ist streng von der Anzeige der Daten und der Interaktion
mit dem Benutzer getrennt.
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benfolge und die gleiche Schriftgrofie, d. h. derselbe Dokumentinhalt zugrunde, und nur die
Groflen der Anzeigen auf dem Bildschirm sind unterschiedlich. Der Dokumentinhalt &ndert
sich dagegen dann, wenn die Grofle der Schriftart selbst gedndert wird (betrifft natiirlich
auch wieder das Ansichtsobjekt, da eine gréfiere Schriftart auch grofier angezeigt werden
muss). Das Ansichtsobjekt regelt auflerdem die Interaktion mit dem Benutzer, indem es
die in Form von Tastatur- oder Mausaktionen getétigten Eingaben verarbeitet. Das be-
deutet im Beispiel oben: Méchte der Benutzer die Schriftgrofie im Dokument dndern, gibt
er eine entsprechende Zahl in das Textfeld eines Dialogfensters ein. Diese Eingabe 16st
im Ansichtsobjekt zunéichst ein Ereignis aus, d.h. es erfolgt ein Funktionsaufruf im An-
sichtsobjekt mit der Ubermittlung der Zahl (, Eingegeben(Zahl)“). AnschlieBend wird von
dieser Funktion eine Funktion des Dokuments zur Anderung der Schriftgrofie aufgerufen
(,NeueSchriftgrofie(Zahl)“), man sagt auch: Das Dokument erhilt eine Nachricht. Tritt
ein Fehler auf, weil z. B. die maximale SchriftgréBe nicht iberschritten werden darf, kann
das Dokumentobjekt auch das Ansichtsobjekt benachrichtigen und ihm mitteilen, dass
eine entsprechende Fehlermeldung angzeigt werden soll.

Auf die Struktur des Programmcodes der Steuer-Software ,,SMIProject® iibertragen
bedeutet dies, dass alle Objekte fiir die Verwaltung der Dialogfelder (Dialogfeldobjekte)
sowie das Objekt CViewOp, das die Anzeige der Bilddaten und die Mausaktionen auf dem
Hauptansichtfenster (z.B. zum Setzen der Kamera-ROI) durchfiithrt bzw. koordiniert, in
das Ansichtsobjekt eingebettet sind (vgl. Abb. B.1). Im Dokumentobjekt CDocument sind
dagegen die jeweils eigenstdndigen Objekte zur Ansteuerung von CCD-Kamera, Schritt-
motoren und Piezo-Tischen, zur Verwaltung der Bilddaten sowie u. a. zur Speicherung der
manuellen Protokolldatei-Eintrige (s. u.) untergebracht. Der modulare Aufbau des Mikro-
skops spiegelt sich also im Quellcode des Programms wieder, so dass die Anwendung z. B.
an eine neue Kamera leicht angepasst werden kann.

Eine Besonderheit der Steuer-Software besteht darin, dass insgesamt bis zu 9 sogenann-
te nicht-modale Dialogfenster gleichzeitig dargestellt werden konnen, wihrend jedes der
Fenster in der Lage ist, auf Eingaben des Benutzers zu reagieren. Es handelt sich hierbei
um die Dialogfelder fiir Sequenz-Aufnahme, Schieberegler fiir Sequenz-Anzeige, Proto-
kolldatei, Bilddatendarstellung und Kamera-Ansteuerung, Histogramm, Profile, Statistik
sowie Schrittmotor- und Piezo-Steuerung.

Im Gegensatz zu modalen Dialogfenstern, die erst geschlossen werden miissen (meist
durch ,,OK* oder , Abbrechen“), bevor man bei der Bedienung des Programms an an-
derer Stelle fortfahren kann, erlauben nicht-modale Dialogfenster eine wesentlich komfor-
tablere Bedienung. Es ist beispielsweise nicht notwendig, das Dialogfeld fiir die Kamera-
Ansteuerung zu schliefien, um eine der Einstellungen im Dialogfeld ,,Sequenz® zu dndern
oder eine Sequenz-Aufnahme zu starten.

Der hierfiir erforderliche programmiertechnische Aufwand war teilweise jedoch betricht-
lich, da die Inhalte einiger Dialogfelder an den Inhalt des Hauptansichtfensters und an Ein-
stellungen in anderen Dialogfeldern gekoppelt sind und daher gegebenenfalls wechselseitig
aktualisiert werden miissen. Andert man beispielsweise die Einstellungen fiir ,,Gain® oder
»Thresh* im Dialogfeld ,,Kamera/Darstellung®, werden sowohl die entsprechenden Mar-
ker im Dialogfeld , Histogramm® als auch das Bild im Hauptansichtfenster der Anwendung
neu dargestellt.
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Weitere Informationen zur Entwicklungsumgebung und zu Visual C++ selbst finden
sich auler in der entsprechenden Dokumentation von Microsoft z.B. in [Chapman98,
Kruglinski98] oder [Pallmann99].

B.2 Installation, Start und Initialisierung

Die Anwendung wurde so erstellt, dass eine langwierige Installationsprozedur nicht erfor-
derlich ist. Benotigt werden jedoch das Verzeichnis ,,C:\Programme\SMI“ sowie die darin
enthaltenen Dateien

e _senntcam.dll“, beinhaltet die Treiber-DLL fiir die CCD-Kamera,
o _Steplnit.txt* mit den Initialisierungskommandos fiir die Schrittmotorsteuerung,
e  StepArea.dat® zum Speichern des z-Verfahrbereichs der Schrittmotoren und

e _Piezolnit.txt“ mit den Initialisierungskommandos fiir die Piezo-Steuerung.

Es wird empfohlen, auch die Programmdatei ,,SMIProjectV33.exe“, die die Anwendung
selbst enthélt, in dasselbe Verzeichnis zu kopieren. Das Programm liest beim Start aufer-
dem die Datei ,H:\SMI\SMIFrame.dat“ ! mit den bei der letzten Ausfiihrung des Pro-
gramms aktuellen Koordinaten des Rahmenfensters auf dem Desktop ein und positioniert
dieses entsprechend.

Fehlen die Dateien , Steplnit.txt“ oder ,,Piezolnit.txt“, erscheint eine Fehlermeldung,
und die Schrittmotoren oder die Piezo-Steuerung kénnen nicht angesprochen werden. Ist
die Datei ,StepArea.dat“ nicht vorhanden, kann das z-Intervall der Schrittmotoren nicht
automatisch gesetzt werden. Niheres hierzu in Abschnitt B.7. Ist eine oder sind alle der
Hardware-Komponenten (CCD-Kamera, Schrittmotoren, Piezo-Aktuatoren) defekt oder
nicht vorhanden, ist die Anwendung dennoch lauffihig, so dass Bilddaten geladen und be-
gutachtet werden konnen. Die Datei ,,senntcam.dll“ muss dagegen in jedem Fall vorhanden
sein.

Nach dem Start des Programms werden zunichst die Schrittmotor- und die Piezo-
Steuerung initialisiert, und es erscheint das in Abbildung B.2 gezeigte Dialogfeld, in

ACHTUNGE Zur Kalibrierung Und zum Ermifteln des
maximalen Merdahrbereiche der Schritimotoren
mul die Obiekttraner-Halterung enttermt wetrden!

Soll der Medahrbereich etet ermittel werden?

MNein ]

Abbildung B.2: Nach dem Programmstart wird der Benutzer gefragt, ob die Kalibrierung durch-
gefiihrt und der Verfahrbereich der Schrittmotoren ermittelt werden soll.

H: Netzlaufwerk
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dem der Benutzer gefragt wird, ob die Kalibrierung erfolgen, d.h. der Verfahrbereich
der Schrittmotoren ermittelt werden soll. Falls dieser mit ,,Ja“ antwortet, werden alle
drei Motoren jeweils zuerst an die unteren und anschliefend an die oberen Endabschalter
der Lineartische des Objektverschiebetischs bewegt, um den Bezugspunkt des Koordi-
natensystems (= untere Endabschalter) und den gesamten Verfahrbereich der Motoren
zu ermitteln. Da bei diesem, ca. 1 Minute dauernden Vorgang der aufgesetzte Objekt-
tragerhalter mit den Objektiven kollidieren wiirde, muss dieser vorher unbedingt von
der Magnethalterplatte des Objektverschiebetischs entfernt werden. Nachdem die obe-
ren Bezugspunkte festgestellt sind, wird der Verschiebetisch wieder automatisch aus dem
Zwischenraum der Objektive heraus- und in die Mitte des z-Intervalls gefahren, wobei
die aus der Datei ,,StepArea.dat® geladenen Koordinaten verwendet werden, siehe hierzu
auch Abschnitt B.7. Wihrend des gesamten Vorgangs wird ein weiteres Dialogfeld mit
einem entsprechenden Hinweistext sowie dem Button ,,Abbrechen“ angezeigt, mit dem
die Schrittmotoren jederzeit gestoppt werden kénnen. Nach einem solchen Abbruch, oder
wenn die Prozedur gar nicht durchgefithrt wurde, kann kein z-Intervall gesetzt werden, die

Bereit

Abbildung B.3: Rahmenfenster mit leerem Hauptansichtfenster, wie es nach dem Start der An-
wendung erscheint. Uber die Werkzeugleisten an der linken und oberen Seite kénnen hiufig ver-
wendete Funktionen des Hauptmeniis schnell aufgerufen werden.
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Schrittmotoren sind aber trotzdem ansteuerbar.

Anschlielend erscheint das Rahmenfenster der Anwendung mit leerem Hauptansicht-
fenster, wie in Abbildung B.3 gezeigt. Es enthilt zwei Werkzeugleisten auf der linken und
oberen Seite, mit denen man hiufig verwendete Funktionen des Hauptmeniis unter der
Titelleiste wie z. B. das Speichern oder Laden der Bilddaten schnell ausfithren kann. In
der Statusleiste unten werden die Nummer des gerade angezeigten Bildes und die Anzahl
der insgesamt im RAM-Speicher befindlichen Bilder (,0/ 1¢) sowie die Koordinaten des
Mauszeigers angezeigt (,,[335; 204]).

B.3 Menii ,,Datei*

Abbildung B.4 zeigt das Hauptmenii mit dem heruntergeklappten Untermenii ,, Datei“ mit
Funktionen zum Laden und Speichern der Programm-Parameter und Bilddaten.

eten
Farameter laden ! Offnen.
Parameter Bpeichern

Farameter Speichem unte

VSERIESASERIES2W A0 SM|

Aktuelles Bild speicher

Beguenz speicher

Bild/Sequenz laden

Werzeichhis filr autom Speicherung
Speicher Einstellungen

Abbildung B.4: Menii ,,Datei* zum Laden und Speichern der Programm-Parameter und Bilddaten.

B.3.1 Laden und Speichern der Programm-Parameter

Séamtliche Parameter der Anwendung (aufler dem z-Intervall der Schrittmotoren) wie z. B.
die Einstellungen der Kamera oder der Schrittmotorsteuerung sowie die Positionen der
nicht-modalen Dialogfelder auf dem Desktop kénnen in einer .smi-Datei gespeichert bzw.
daraus geladen werden. Dadurch ist es moglich, z. B. nach dem Programmstart die bei
einer fritheren Messung verwendeten Einstellungen schnell wieder zu setzen, und eine zeit-
raubende manuelle Konfiguration der Dialogfelder entfillt.

Diese Aktionen werden durch die ersten sechs Meniipunkte des Meniis ,,Datei* durch-
gefithrt. Sie entsprechen in ihren Funktionen dem aus den meisten Windows-Anwendungen
bekannten Schema fiir das Offnen bzw. Speichern von Dateien. Der Meniipunkt ,, Neu /Alles
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initialieren“ setzt jedoch nicht nur alle Parameter auf bestimmte voreingestellte Wer-
te, sondern initialisiert dariiberhinaus CCD-Kamera, Schrittmotorsteuerung und Piezo-
Steuerung.

B.3.2 Laden und Speichern der Bilddaten

Zum Speichern der Bilddaten stehen vier verschiedene Dateiformate zur Verfiigung: B16-,
KDF-, Raw- und BMP-Format. Im B16-Format gespeicherte Bilder kénnen von der Steuer-
Software der CCD-Kamera gelesen werden, die vom Hersteller mitgeliefert wurde. Dieses
Format wird normalerweise nicht benttigt. Am komfortabelsten ist das Speichern der Bild-
daten im KDF-Format (Khoros Data Format, siehe auch Anhang C), da dort alle Bilder
einer Sequenz in einer einzigen Datei abgelegt werden und nicht wie bei den anderen For-
maten jedes (2D-)Bild fiir sich abgespeichert wird. Dies vereinfacht vor allem das spitere
Laden der Daten, das auch mit dem B16-Format moglich ist. Verwendet man das Raw-
Format, werden die Bilddaten ohne einen ,Header* abgespeichert, der Informationen wie
z.B. Breite und Hohe der Bilder enthilt. Mit diesem Format kann man die Bilddaten
auch anderen Programmen zuginglich machen, die keines der oben genannten Formate
verstehen (aber Raw-Daten importieren kénnen).

Auflerdem ist es moglich, die Bilddaten im Windows-Bitmap(BMP)-Format abzuspei-
chern, jedoch mit einem wesentlichen Unterschied zu den anderen Formaten: Wihrend
dort die 12-Bit-Rohdaten genauso gespeichert werden, wie sie im RAM-Speicher abgelegt
sind (und von der CCD-Kamera in den PC iibertragen wurden), wird im BMP-Format
das im Hauptansichtfenster angezeigte Bild gespeichert, dessen Intensititen nur mit 8 Bit
digitalisiert sind. Die Werte der 8-Bit-Daten héngen von den Einstellungen im Dialog-
feld , Kamera/Darstellung“ ab, wie in Abschnitt B.6.1 noch erldutert wird. Dieses Format
eignet sich bevorzugt zur Dokumentation der Aufnahmen.

Der Meniipunkt ,, Verzeichnis fiir autom. Speicherung...“ ruft ein Dialogfeld zur Datei-
auswahl auf, in dem ein Verzeichnisname fiir die automatische Sequenz-Speicherung, die
wéhrend einer mehrfachen Sequenz- Aufnahme erfolgt, angegeben werden kann (siehe auch
Dialogfeld , Sequenz*).

Mit dem Meniipunkt ,Speicher Einstellungen“ wird das in Abbildung B.5 gezeigte
Dialogfeld dargestellt. Hier kann festgelegt werden, welche der Farbkanile (Rot, Griinl,
Griin2, Blau) beim Sichern der Bilddaten abgespeichert werden sollen. Ein Hikchen z. B.
im Optionsfeld fiir Rot bewirkt, dass nur die ,roten“ Pixel der CCD-Kamera verwendet
werden, vgl. Abb. 4.6 auf Seite 68. Auflerdem kann die automatische Speicherung der
Protokolldatei (de-)aktiviert werden (Abschnitt B.5). Der Button unten rechts entspricht
dem Meniipunkt , Verzeichnis fiir autom. Speicherung...“ des Meniis ,Datei.

Mit ,Beenden® wird die Anwendung geschlossen. Falls die Programm-Parameter nach
dem letzten Speichern verdndert wurden, erscheint vor dem Schlielen ein Dialogfeld und
fragt nach, ob das Speichern nachgeholt oder die Anwendung doch nicht geschlossen wer-
den soll.
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M inkl Protokoll Datei

Verzeichnis flir
automatische
Sequenz-
Speicherung

Abbildung B.5: Dialogfeld zum Andern der Speicher-Einstellungen (modales Dialogfeld). Hier
kann festgelegt werden, welche der Farbkanéle beim Speichern der Bilddaten abgespeichert werden

sollen und ob dabei zusitzlich eine Protokoll-Datei erstellt werden soll.

B.4 Menii ,,Ansicht*

Abbildung B.6 zeigt das Menii ,,Ansicht“, mit dem die Gréfle des auf dem Hauptansicht-
fenster angezeigten Bildes gedndert und der Modus der Anwendung umgeschaltet werden
kann. Auflerdem konnen die Werkzeugleisten und die Statusleiste am unteren Rand des
Rahmenfensters ein- und ausgeblendet werden.

Seguen:  Kemers/Bild Positonienung

Eameta-tiodus
¥ Anzeige-Modus

¥ Disteioperationen Dislogieider

¥ Eamema-/Sooauonz-aktionen
¥ Stetuclejcte

Abbildung B.6: Menii ,,Ansicht“. Hier kann die Bildgré83e auf dem Hauptansichtfenster gesindert
oder in einen anderen Programmmodus umgeschaltet werden. Auflerdem kann man die Werkzeug-

leisten und die Statusleiste ein- bzw. ausblenden.

Die Prozentangaben in den oberen drei Meniipunkten geben die Grofie (oder den
»Zoom“-Faktor) des auf dem Hauptansichtfenster angezeigten Bildes relativ zu den Grup-
pen aus je 2 X 2 Pixeln auf dem CCD-Chip der Kamera an, wie in Abb. 4.6 auf Seite 68
gezeigt. ,100%“ bedeutet, dass je ein Monitorpixel einer 2 x 2-Gruppe von CCD-Pixeln
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zugeordnet wird. Diese Zusammenfassung ist sinnvoll, da jedes einzelne Pixel der Kamera
nur eine Farbe detektieren kann, die Pixel auf dem Monitor aber alle drei Farbwerte fiir
Rot, Griin, Blau gleichzeitig anzeigen. Stellt man ,,200%“ bzw. ,,400%“ ein, stellen jeweils
2 x 2 bzw. 4 x 4 Pixel die gleichen Farbwerte dar.

Mit den Meniipunkten ,Kamera-Modus“ bzw. ,, Anzeige-Modus“ wird die Reaktion
der Anwendung auf Mausaktionen auf dem Hauptansichtfenster gesteuert. Klickt man im
Kamera-Modus mit der linken Maustaste auf das Hauptansichtfenster, wird an der
Mauszeigerposition die ROI (Region Of Interest) der CCD-Kamera in ihrer aktuellen
Grofle gesetzt und im Dialogfeld ,Kamera/Darstellung“ dargestellt, siche auch Abschnitt
B.6.1. Klickt man dagegen im Anzeige-Modus auf das Bild im Hauptansichtfenster,
wird eine ROI oder eine Linie entsprechend dem Status der Dialogfelder ,Profile* oder
H,otatistik* angezeigt und eines dieser Dialogfelder aktualisiert. Im Kamera-Modus wird
immer nur das zuletzt aufgenommene Kamerabild im RAM-Speicher aufbewahrt und an-
gezeigt; im Anzeige-Modus kann sich auch eine vollstindige Bild-Sequenz im Speicher
befinden. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass im Kamera-Modus die in der Sta-
tusleiste angezeigten Koordinaten des Mauszeigers CCD-Koordinaten entsprechen und im
Anzeige-Modus die Mauszeigerposition beziiglich der linken oberen Ecke des angezeigten
Bilds dargestellt wird.

Die Meniipunkte ,,Kamera-Modus® bzw. ,, Anzeige-Modus“ werden jedoch meistens
nicht bendtigt, da der Anzeige-Modus beim Aufruf der entsprechenden Dialogfelder auto-
matisch eingestellt wird und der Kamera-Modus auch vom Dialogfeld ,,Kamera/Darstel-
lung® aus aktiviert werden kann (s. u.).

B.5 Menii ,,Sequenz*

Abbildung B.7 zeigt das Untermenii fiir Sequenz-Aktionen. Mit den beiden ersten Menii-

Lisloogfeld steuerung.
Autnehme S 1AR 1 =

<< Bild
< Bild
Bild »
Bild >
Schieberenlor

Eroinkoll-liatel

Abbildung B.7: Menii ,,Sequenz* zum Einstellen der Parameter fiir die Sequenz-Aufnahme. Alle
Meniipunkte auler ,,Schieberegler...“ sind auch iiber die Werkzeugleisten erreichbar.
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punkten kann das Dialogfeld ,,Sequenz“ aufgerufen bzw. eine Sequenz-Aufnahme gestartet
werden. Die folgenden fiinf Meniipunkte dienen der Navigation durch eine aufgenomme
Bild-Sequenz bzw. einen Bildstapel: , << Bild“/,,>> Bild“ bedeutet 10 Bilder zuriick/vor,
beim Klick auf ,,< Bild“/,> Bild“ wird das vorhergehende/nichste Bild angezeigt. Um
viele Bilder schnell zu iiberspringen, kann zusétzlich ein nicht-modales Dialogfeld mit
einem Schieberegler aufgerufen werden. Sdmtliche Meniipunkte aufler ,,Schieberegler...“
sind auch iiber die Werkzeugleisten erreichbar.

B.5.1 Dialogfeld ,,Sequenz*

Uber das in Abbildung B.8 dargestellte nicht-modale Dialogfeld ,Sequenz® werden die
Parameter fiir eine Sequenz-Aufnahme eingestellt. Im Auswahlfeld ,,Scan-Modus* wird
festgelegt, ob das Objekt oder der Spiegel (,Phase*) wihrend der Aufnahme verschoben
werden soll. Unter ,,Intervall® stellt man die Grenzen des Verfahrbereichs des bei der
Aufnahme bewegten Piezo-Aktuators ein:

o Ist das Auswahlfeld ,aktuelle Pos. = Mitte* aktiviert, werden die Intervallgrenzen
Zmin Und Zme, folgendermaflen berechnet:

Zmin = 20 — N/2-dz und  2zpee = 20 + N/2 - dz. (B.1)

Hierbei ist zp die aktuelle Position, N gibt die Anzahl der aufzunehmenden Bilder
an, und dz ist die Schrittweite.

e Bei der Einstellung ,, [Pos. 1; Pos. 2]“ kénnen die Intervallgrenzen beliebig gesetzt wer-
den, indem man den entsprechenden Piezo-Verschiebetisch manuell an die gewiinsch-
te Anfangs- bzw. Endposition bewegt (Dialogfeld ,Piezo-Ansteuerung®) und diese
Positionen durch Klick auf die Buttons ,,Pos. 1* bzw. ,,Pos. 2* speichert. Die Anzahl
der Bilder wird in diesem Fall automatisch berechnet.

In dem Kombinationsfeld ,,Sequenzen“ unter ,,Anzahl* wird eingestellt, wie oft die
Sequenz-Aufnahme durchgefithrt werden soll. Ist ein Wert grofler als 1 gewéhlt, werden

Schrittweite
lm

intereall

U [Pos

Autfnahme START == ]

Abbildung B.8: Dialogfeld ,,Sequenz* zum Festlegen der Einstellungen fiir die Sequenz-Aufnahme
(nicht-modales Dialogfeld).
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die Bilddaten nach jedem Durchgang automatisch auf Festplatte gespeichert. Aus diesem
Grund muss vor dem Starten einer mehrfachen Sequenz-Aufnahme unter dem Meniipunkt
, Verzeichnis fiir autom. Speicherung...“ im Menii ,Datei“ ein Verzeichnisname angege-
ben werden. Zum Speichern wird dann fiir jede Sequenz ein eigenes Verzeichnis mit dem
angegebenen Namen und einer Nummer fiir den jeweiligen Durchgang erstellt.

Nach dem Beenden oder Abbrechen (Button ,,STOP¥) einer Sequenz-Aufnahme geht
die Anwendung automatisch in den Anzeige-Modus iiber und aktualisiert die Dialogfelder
,Histogramm* und ,, Profile“ oder ,,Statistik“.

B.5.2 Dialogfeld ,,Protokoll-Datei*

Bei jedem Speichervorgang der Sequenzen wird, sofern die entsprechende Option aktiviert
ist (Abschnitt B.3.2), automatisch ein Protokoll erstellt und als .log-Datei ebenfalls ge-
speichert. Diese Datei enthélt alle wichtigen Einstellungen des Programms zur Zeit der
Sequenz-Aufnahme. Dariiberhinaus kénnen auch individuelle Informationen z. B. iiber die
eingestellte Laserleistung abgespeichert werden. Der Eingabe dieser Informationen dient
das in Abbildung B.9 gezeigte nicht-modale Dialogfeld ,,Protokoll-Datei“.

| moer
Argon-ion B = 400 mivy
Krvpton-lon: P = 200 my

Optik: -
Ohjektve 100fach NA =14 0l
Tubuslinge | 25tach

Dbjekte:
FluoSpheres (Molecular Probes)
~yellow-green (RUB/A15) d = 100 nm
- dark red (BBO/ERDY d = 40 nm.

Mischungs-verhalinisse
~yellow-graen 11000
~dark red 100

Suinahme.
Benno albrecht

Bemerkung

Abbildung B.9: Dialogfeld ,,Protokoll-Datei* (nicht-modal). Hier eingegebene Informationen wer-
den bei der automatischen Erstellung der Protokoll-Datei mit abgespeichert.

Aufler dem Inhalt des in Abb. B.9 dargestellten Dialogfelds enthilt die Protokoll-Datei
folgende Informationen (Protokoll einer im Scan-Modus ,,Phase“ durchgefiihrten Aufnah-
me; die vom Benutzer eingegebenen Daten werden unten an die Datei angehéngt):

00 Protokoll-Datei SMI-Aufnahme
01
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02

03 Programm-Version 3.3.03

04

05 Datum: Monday, 13. August 2001
06 Startzeit [HH:MM:SS]: 14:39:34
07 Dauer [HH:MM:SS]: 00:01:50
08

09 Bilddaten:

10 Breite [Pixel]: 128

11 Hoehe [Pixel]: 128

12 Tiefe [Pixel]: 200

13  Kanaele: Rot Gruenl

14 Digitalisierung: 12 Bit

15 Datentyp: Unsigned Short

16

17 Kameraparameter:

18 Integrationszeit [s]: 0.500

19 Region Of Interest (ROI):

20 X-Koordinate: 192
21 Y-Koordinate: 176
22 Breite: 128
23 Hoehe: 128

24  Binning (X/Y): 1

25 Anfangs-CCD-Temperatur [C]: -11
26  Anfangs-Elektroniktemp. [C]: 45
27 End-CCD-Temperatur [C]: -11

28 End-Elektroniktemp. [C]: 45

29  Kamera-Typ: LongExposure

30 Version: 2.0

31 A/D-Wandler: 12 Bit / 12.5 MHz
32 CCD-Typ: 1280 x 1024, RGB

33 PixelgroeBe [pym x um]: 6.7 x 6.7
34 A/D-Konv.-faktor: 5

35

36 Schrittmotor-Positionen (absolut):
37 X [m]: 94538.63

38 Y [m]l: 22087.50

39 Z [m]: 12016.74

40

41 Piezoaktuatoren:

42  0Objekt (Kanal 2):

43 Position [m]: 36.200

44  Phase (Kanal 3):

45 Startposition [m]: 1.02
46 Endposition [m]: 8.98

47 Schrittweite [m]: 0.04
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B.6 Menii ,Kamera/Bild“

Abbildung B.10 zeigt das Menii fiir das Aufrufen der nicht-modalen Dialogfelder ,, Kame-
ra/Darstellung® (Meniipunkt ,, Ansteuerung/Darstellung®), ,,Histogramm®, ,Profile“ und
»Statistik® (auch iiber Werkzeugleiste aufrufbar). Die hiufig verwendeten Kamerafunk-
tionen ,ROI-Grofie“, ,Laden“ (von Kameraeinstellungen) und ,Fortlaufende Aufnahme
START*“ sind auch iiber das Dialogfeld ,,Kamera/Darstellung” und die Werkzeugleisten
zu erreichen; 1 Bild aufnehmen® kann ebenfalls durch das Dialogfeld , Kamera/Darstel-
lung® ausgelost werden. Der erste Meniipunkt initialisiert die CCD-Kamera und setzt alle
Kameraparameter auf voreingestellte Werte. Auflierdem kann man sich die technischen
Daten der CCD-Kamera (inkl. CCD- und Elektroniktemperatur) und Informationen iiber
die im Speicher befindlichen Bilddaten (Breite, Hohe, Anzahl Bilder, Farbkanéle) anzeigen
lassen.

Initialisieren
Ansteverung/Darstellung
BOLGrake

Laden

Forlawtende Autnahme STARTY Sto+F

Histogramm
Ermofile
Giatistik

Eigenschafien Kamers
Eigenschafien Bilddaten

Abbildung B.10: Menii ,,Kamera/Bild“ zum Aufrufen des Dialogfelds fiir die Kamera-Ansteuerung
und Darstellung der Bilddaten sowie fiir die Dialogfelder ,,Histogramm®, ,,Profile* und ,,Statistik*.
Auflerdem konnen die wichtigsten CCD-Kamerafunktionen ausgelost und die Eigenschaften von
Kamera und Bilddaten angezeigt werden.

B.6.1 Dialogfeld ,,Kamera/Darstellung*

Mit dem in Abbildung B.11 dargestellten Dialogfeld ,Kamera/Darstellung® wird die Ka-
mera angesteuert und die Parameter fiir die Anzeige der Bilddaten auf dem Hauptansicht-
fenster bzw. Monitor gesetzt.

Ansteuerung der Kamera

Im Eingabefeld unter ,,t-Int. [s]* wird die Integrationszeit der Kamera eingestellt, moglich
sind Werte von 0,001 s bis 10 s. Um die eingestellte Integrationszeit schnell zu &ndern, kann
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Hegion of Interest (RO

[256 x 256 ~]

fer

Abbildung B.11: Dialogfeld ,, Kamera/Darstellung® zur Ansteuerung der CCD-Kamera (nicht-
modal). Auflerdem kénnen die Einstellungen fiir die Anzeige der Bilddaten geéindert werden, wie
z. B. die Helligkeit (,,Gain*).

der Wert durch Klick auf die Buttons ,,+%/,++¢ bzw. ,-“/,- -“ mit dem Faktor 1,1 / 2
bzw. 0,91 / 0,5 multipliziert werden.

Im Kombinationsfeld unter ,,Region of Interest (ROI)* kann die Grofle der Region
auf dem CCD-Chip (in Einheiten aus je 2 x 2 CCD-Pixeln, s. Abschn. 4.4.2), die bei
einer Aufnahme ausgelesen wird, eingestellt werden. Es stehen die Einstellungen ,, Ganze
CCD* (640 x 512), ,,512 x 512%, 256 x 256%, ,128 x 128%, |64 x 64, ;32 x 32“, |16 x 16
und ,,Selbstdef.“ zur Verfiigung (die aktuelle Position und Grofle der ROI werden als
blaues Rechteck unter dem Kombinationfeld angezeigt). Andert man die ROI-Gréfe oder
klickt man auf das Hauptansichtfenster, erscheint dort eine ROI-Markierung in Form eines
Rechtecks, wie in Abbildung B.12 gezeigt. Halt man die linke Maustaste gedriickt, kann
die ROI an jede beliebige Stelle auf dem Bild bzw. CCD-Chip geschoben werden. Ist die
ROI-Einstellung ,,Selbstdef.“ gewihlt, kann man alternativ durch Driicken auf die rechte
Maustaste Breite und Hohe der ROI beliebig einstellen. Alle spiteren Aufnahmen erfolgen
dann gemifl der gesetzten ROI, und die Bilder werden auf dem Hauptansichtfenster in
dem markierten Gebiet angezeigt.
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Datel ansicht Sequen: Eamers/Bild Posfionienng

Bereit

Abbildung B.12: Hauptansichtfenster mit ROI-Markierung. Durch Driicken der linken Maustaste
kann die ROI an jede Stelle auf dem Bild bzw. CCD-Chip geschoben werden.

Button ,,1 Bild* 16st eine Einzelbildaufnahme aus, durch Klick auf ,,Fortlaufende
Aufnahme START** werden die Aufnahmen stindig wiederholt und auf dem Haupt-
ansichtfenster angezeigt. Der Button wird auch dazu verwendet, die Fortlaufende Aufnah-

me wieder anzuhalten (Beschriftung dndert sich nach Start in ,Fortlaufende Aufnahme
STOP*).

Befindet sich die Anwendung im ,, Anzeige-Modus“ (z. B. nach einer Sequenz-Aufnahme),
muss mit dem Button ,,Kamera-Modus* erst wieder der Kamera-Modus eingeschaltet
werden, um die Funktionen zur Kamera-Ansteuerung nutzen zu kénnen (vgl. Abschnitt
B.4). Dabei wird ein evtl. im RAM-Speicher befindlicher Bildstapel sowie das im Haupt-
ansichtfenster gezeigte Bild automatisch geléscht und die ROI-Markierung der Kamera
dargestellt (ACHTUNG: Darauf achten, dass die Bilddaten vorher gespeichert wurden,
falls erforderlich!). Auflerdem werden alle im Anzeige-Modus deaktivierten, die Kamera
betreffenden Einstellmdglichkeiten und Buttons des Dialogfelds aktiviert, dazu gehért auch
das Kombinationsfeld ,, Binning*.

Unter ,,Binning“ koénnen die Werte ,1“ oder ,,2“ eingestellt werden. Bei der zweiten
Einstellmoglichkeit werden je zwei CCD-Pixel horizontal und vertikal zu einem effektiven
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Pixel zusammengeschaltet. Das heif$t, es findet keine Farbunterscheidung mehr statt, und
es konnen wie bei einer Schwarz/Weiss-Kamera nur noch Graustufen detektiert werden.
Dabei wird allerdings die Auslesezeit des CCD-Chips wesentlich verkiirzt und die Bildwie-
derholfrequenz bei fortlaufender Aufnahme steigt an (vgl. Abschnitt 4.4.2).

Nach dem Klicken auf ,,Kamera-Modus* muss z. B. nach einer Sequenz-Aufnahme die
ROI-Einstellung erst manuell in ,,Ganze CCD“ geéndert werden, um wieder mit dem
gesamten Gesichtsfeld der Kamera nach neuen Objekten auf dem Objekttréger suchen
zu konnen. Man kann die wiederholte Aufnahme deswegen auch im Anzeige-Modus mit
,Fortlaufende Aufnahme START*“ aktivieren, hierbei wird automatisch in den Kamera-
Modus umgeschaltet und die ROI auf ,,Ganze CCD“ gesetzt.

Darstellung der Bilddaten

Mit den Einstellmoglichkeiten unter ,,Darstellung* lisst sich die Anzeige der Bilddaten
im Hauptansichtfenster verindern um z. B. den Kontrast zu erhéhen. Hierzu werden die
von der Kamera stammenden und im RAM-Speicher abgelegten 12-Bit-Daten fiir Rot,
Griin und Blau (RGB-Farbschema) in 8-Bit-RGB-Daten umgerechnet. Auf dem Hauptan-
sichtfenster bzw. dem Monitor werden immer nur diese 8-Bit-Daten angezeigt (entsprechen
3 x 8 Bit bzw. 16,8 Millionen Farben).

Unter ,,Kanal“ kann eingestellt werden, welche der drei Farbkanéle bzw. unterschiedli-
chen CCD-Pixel Rot, Griinl und Blau dargestellt werden sollen (Kanal Griin2 wird nicht
verwendet, vgl. Abschn. 4.4.2). Sind zwei oder drei Kanéle aktiviert, werden die Inten-
sitdtswerte jedes Kanals in der entsprechenden Farbe angezeigt, ist dagegen nur ein Kanal
gewihlt, erfolgt die Darstellung in Grauwerten (gleiche Werte fiir Rot, Griin, Blau). Auf
dem CCD-Chip iiberlaufende Pixel (Intensitdt = 4095 CCD-Counts) erscheinen in dieser
Darstellung rot auf dem Monitor, bei zwei oder drei angezeigten Farbkanilen sind die
entsprechenden Monitorpixel auf 0 (schwarz) gesetzt. Dadurch wird ein Uberlauf bzw.
Ubersteuern der CCD-Kamera sofort auf dem Monitor sichtbar (sollte durch Reduzierung
der Integrationszeit immer vermieden werden).

Mit Hilfe der Kombinationsfelder unter ,,Gain* stellt man die Verstirkung der an-
gezeigten 8-Bit-Helligkeiten gegeniiber den 12-Bit-Intensitatswerten in Dezibel (dB) ein,
moglich sind Werte von 0 bis 20. Bei der Einstellung 0 entsprechen 4095 = 2!2 — 1 CCD-
Counts 255 = 28 — 1 Helligkeitsstufen auf dem Monitor (Maximalwert). Unter ,,Schw.*
kann der untere Schwellwert der Anzeige in 41 exponentiell ansteigende Stufen von 0 bis
3540 CCD-Counts eingestellt werden. Die Parameter unter ,,Gain“ und ,,Schw.“ definieren
auf dem Dynamikbereich der CCD-Kamera fiir jeden Farbkanal ein Darstellungs-Fenster
mit einem unteren und einem oberen Schwellwert (werden durch entsprechende Markie-
rungen im Dialogfeld ,,Histogramm® angezeigt). Dabei werden CCD-Counts, die kleiner
als die unteren Schwellwerte sind, mit dem Farbwert 0 und CCD-Counts, die grofler als
die oberen Schwellwerte sind, mit der maximalen Helligkeit 255 dargestellt.

Zwischen oberem und unterem Schwellwert erfolgt die 12-zu-8-Bit-Umrechnung linear
oder logarithmisch, je nachdem welches der Auswahlfelder ,,Linear“ und , Log.* gewihlt
ist. Unter bestimmten Bedingungen erhélt man mit ,Log.“ ein besseres Bild, da dann
kleine 12-Bit-Intensitdtswerte mehr verstirkt werden als grofle. Mit dem Button ,,Anpas-
sen* werden die oben erliduterten Schwellwerte durch entsprechendes Setzen der ,,Gain“-
und ,,Schw.“-Einstellungen an das Histogramm der 12-Bit-Intensititswerte angepasst. Das
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heift, fiir jeden Farbkanal wird die obere bzw. untere Schwelle so eingestellt, dass sie
moglichst nahe beim linken bzw. rechten Rand des Histogramms liegt. Dadurch wird meist
schon eine recht gute Visualisierung der Bilddaten erreicht, und eine weitere manuelle An-
passung von ,Gain“ und , Schw.“ eriibrigt sich.

Das Kombinationsfeld ,,Bildgréfie“ enthilt die drei moglichen Einstellungen 100%,
200% sowie 400% und entspricht den ersten drei Meniipunkten des ,, Ansicht“-Meniis.
Mit Hilfe der Buttons unter ,,Laden* bzw. ,,Speichern* ist es mdoglich, zwei verschie-
dene Parameterséitze mit allen Einstellungen des Dialogfelds aufler ,,Region of Interest
(ROI)* zu laden bzw. speichern. So kann man beispielsweise zwischen den fiir das Suchen
von Objekten und fiir die Sequenz-Aufnahme verwendeten Einstellungen schnell hin- und
herschalten.

B.6.2 Dialogfeld ,,Histogramm®

In dem in Abbildung B.13 angezeigten nicht-modalen Dialogfeld ,,Histogramm®* wird stéin-
dig das Histogramm der 12-Bit-Bilddaten des gerade auf dem Hauptansichtfenster dar-
gestellten Bildes angezeigt, sofern das Optionsfeld ,,Immer Aktualisieren“ aktiviert ist
(andernfalls erhoht sich die Bildwiederholfrequenz bei fortlaufender Aufnahme der CCD-
Kamera). Aulerdem werden Marker dargestellt (senkrechte Linien mit ,>“ bzw. , <), die
das mittels der Einstellungen von ,,Gain“ und , Thresh“ im Dialogfeld , Kamera/Darstel-
lung* fiir jeden Farbkanal definierte Darstellungsfenster der 8-Bit-Daten anzeigen.

Mit ,,Linear* oder ,,Logarithmisch“ kann gew&hlt werden, ob die Histogrammkurve li-
near oder logarithmisch skaliert wird; mit ,, Logarithmisch* sind hierbei sogar noch einzelne
Pixel mit bestimmten Intenstitdtswerten erkennbar. Durch die Auswahlfelder ,,0..511% und
,,0..4095% ist es moglich, das Intensitdtsintervall bzw. die Auflésung des Histogramms zu
verdndern. Die Einstellung ,,0..511* ist zu empfehlen, wenn die Bilddaten nur kleine In-
tensitéitswerte aufweisen.

Mit dem Button ,Darst.-Zyklus* wird die Reihenfolge des Zeichnens der Histogramm-
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Abbildung B.13: Dialogfeld ,,Histogramm* (nicht-modal). Sofern das Optionsfeld ,,Jmmer Aktua-
lisieren®“ aktiviert ist, wird stindig das Histogramm der 12-Bit-Bilddaten des gerade auf dem
Hauptansichtfenster dargestellten Bildes angezeigt.
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kurven fiir Rot, Griin und Blau zyklisch vertauscht, so dass jede Farbe in die obere Zei-
chenebene geschoben werden kann. Durch die drei Optionsfelder rechts davon kann die
Darstellung fiir jeden Farbkanal einzeln ein- oder ausgeschaltet werden (unabhingig von
den entsprechenden Einstellungen im Dialogfeld , Kamera/Darstellung®). Mit dem Schie-
beregler rechts konnen die Kurven nach oben gestreckt bzw. gestaucht werden, um z.B.
kleine relative Haufigkeiten besser erkennen zu kénnen.

B.6.3 Dialogfeld ,,Profile“

Abbildung B.14 zeigt das Dialogfeld ,Profile“ zum Anzeigen von Intensitdtsprofilen in
x-, y- oder z-Richtung. Wird dieses Dialogfeld aufgerufen, geht die Anwendung automa-
tisch in den Anzeige-Modus iiber, und auf dem Bild im Hauptansichtfenster erscheint eine
Markierung, deren Gestalt von der Einstellung in den Auswahlfeldern am unteren rechten
Rand des Dialogfelds abhéngt:

o Ist die Einstellung ,x“ gewéhlt, erscheint eine horizontale Linie, die durch Gedriickt-
Halten der linken Maustaste vertikal verschoben werden kann.

e Bei ,,y“ erscheint entsprechend eine vertikale Linie, die durch Gedriickt-Halten der

linken Maustaste horizontal verschoben werden kann.

e In der Einstellung ,,z“ erscheint eine rechteckige ROI-Markierung, deren Grofle und
Position auf dem Bild analog zur Einstellung der Kamera-ROI mit dem Kombinati-
onsfeld rechts unten und mit Hilfe der Maus auf dem Hauptansichtfenster eingestellt
werden kann. Die hier verwendete ROI ist in der Regel wesentlich kleiner als bei der
CCD-Kamera, sinnvoll sind die Gréflen 3 x 3 und 5 x 5 Pixel.
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Abbildung B.14: Dialogfeld ,,Profile“ zum Anzeigen von Intensititsprofilen in x-, y- oder z-
Richtung (nicht-modal). Der Graph im Dialogfeld zeigt den axialen Intensititsverlauf zweier dicht
nebeneinanderliegender, rot und griin fluoreszierender Beads.
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Nach dem Loslassen der Maustaste wird das entsprechende Intensititsprofil im Dialogfeld
angezeigt. Hierbei sind auf der Ordinate die Intensititen in CCD- bzw. Digital Counts
(DC) und auf der Abszisse die Indizes der Pixel in x- oder y-Richtung oder der Bilder in
z-Richtung aufgetragen.

Vor allem die Anzeige des Axialen Intensititsverlaufs, wie in Abb. B.14 gezeigt, ist
eine sehr grofie Hilfe zur schnellen Beurteilung der gemessenen Daten unmittelbar nach
einer Sequenz-Aufnahme. Das Profil wird hierbei aus den arithmetischen Mittelwerten der
innerhalb der ROI befindlichen Pixel der einzelnen Bilder zusammengesetzt (und stammt
nicht aus einer einzigen Linie wie beim x- und y-Profil). Um das angezeigte Profil noch
weiter zu optimieren, kann durch Aktivieren des Optionsfelds ,- Hintergrund*“ der Hin-
tergrund in Form des Mittelwertes, gebildet jeweils aus allen Pixeln der einzelnen Bilder,
subtrahiert werden (siehe auch Abschn. 3.2.1).

Die Optionsfelder fiir ,Rot*, ,,Griin“ und ,,Blau“ wirken sich auch hier nur auf die
Darstellung der einzelnen Kurven innerhalb des Dialogfelds aus. Die Zahlen in der eckigen
Klammer unten geben die Mitten-Koordinaten der eingestellten ROI an. Mit dem Button
,Maus ->* kénnen Mausaktionen auf der Ansicht auf das Dialogfeld ,,Profile* umgeleitet
werden (siehe auch nichster Abschnitt).

B.6.4 Dialogfeld ,,Statistik*

Mit dem in Abbildung B.15 gezeigten nicht-modalen Dialogfeld ,, Statistik“ lassen sich die
Statistikparameter Minimalwert, Maximalwert, arithmetischer Mittelwert und Standard-
Abweichung der durch das Kombinationsfeld ,, Kanal“ ausgewéhlten Pixel innerhalb einer
ROI anzeigen. Position und Grofie der ROI werden analog zur Kamera-ROI eingestellt, die
eckige Klammer oben links zeigt die Mitten-Koordinaten der ROI an. Ist die Option ,,+z*
aktiviert, werden die ROI-markierten Pixel in allen Bildern einer Sequenz beriicksichtigt.

Auch beim Aufruf dieses Dialogfelds geht die Anwendung automatisch in den Anzeige-
Modus iiber, und auf dem Bild erscheint wieder eine rechteckige ROI-Markierung. Sind
allerdings die Dialogfelder , Profile* und , Statistik“ beide getffnet, kann beim Verschie-
ben einer ROI auf dem Bild im Hauptansichtfenster immer nur eines dieser Dialogfelder
aktualisiert werden, d. h. es kann nur entweder ein Profil oder es k6nnen nur die Statistik-

 Eigenschaften

Min: 20 bei [ B5: BE]
Mex: 140 bei[72 B3]
Mittelwert 27 3612
Std-abw: 717210

Abbildung B.15: Dialogfeld ,,Statistik (nicht-modal). Bezogen auf die ROI im Hauptansichtfenster
werden der Minimal- und Maximalwert, das arithmetische Mittel sowie die Standard-Abweichung
der Pixelintensititen angezeigt.
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Parameter angezeigt werden. Um festzulegen, welche Funktion aktiv sein soll, besitzen
daher beide Dialogfelder einen ,,Maus ->*-Button, der bewirkt, dass die folgenden Maus-
aktionen auf dem Hauptansichtfenster an das entsprechende Dialogfeld weitergeleitet wer-
den. Auf diese Weise muss nicht erst ein Dialogfeld geschlossen und das andere geoffnet
werden, bevor die Funktion des anderen zur Verfiigung steht. Befindet sich die Anwendung
im Kamera-Modus, wird mit dem ,,Maus ->“-Button gleichzeitig in den Anzeige-Modus
umgeschaltet.

B.7 Menii ,,Positionierung

Abbildung B.16 zeigt das Menii ,,Positionierung® zum Aufrufen der auch iiber die Werk-
zeugleiste erreichbaren nicht-modalen Dialogfelder ,,Schrittmotor- Ansteuerung* und ,,Pie-
zo-Ansteuerung®. Uber den Meniipunkt ,Schrittmotoren = initialisiert man die Schritt-
motorsteuerung und setzt bzw. dndert das z-Intervall der Schrittmotoren. Mit , Joystick
EIN(AUS)“ is es moglich, den Joystick der Schrittmotorsteuerung ein- bzw. auszuschal-
ten. Aulerdem wird von hier aus die Piezo-Steuerung initialisiert, und bei Bedarf kénnen
bestimmte Einstellungen der Schrittmotor- und der Piezo-Steuerung geindert werden.

Abbildung B.16: Menii ,,Positionierung* zum Aufrufen der Dialogfelder fiir die Schrittmotor- und
Piezo-Steuerung. Aulerdem konnen beide Steuerungen initialisiert, das z-Intervall der Schritt-
motoren gesetzt (Meniipunkt ,,Schrittmotoren =) sowie ein Dialogfeld zum Andern einiger Ein-

stellungen aufgerufen werden.

B.7.1 Dialogfeld ,,z-Intervall indern/setzen*

Mit Hilfe des in Abbildung B.17 gezeigten nicht-modalen Dialogfelds ,z-Intervall dndern/
setzen“ kann das z-Intervall bzw. der Verfahrbereich der Schrittmotoren in z-Richtung
eingestellt werden. Auf diese Weise lisst sich verhindern, dass der Objekttrager bzw. der
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Abbildung B.17: Dialogfeld ,,z-Intervall indern/setzen” zum Festlegen des z-Verfahrbereichs der
Schrittmotoren (nicht-modal). Durch die Begrenzung des z-Intervalls wird verhindert, dass der
Objekttriger bzw. Objekttrigerhalter unbeabsichtigt an die Objektive stofit.

Hier unteres Limit i

Objekttrigerhalter z. B. beim manuellen Verfahren mit dem Joystick unbeabsichtigt an
die Objektive stofit, was eine Dejustierung des Interferometers nach sich ziehen kann.

Beim Aufrufen des Dialogfelds wird der Joystick unabhéngig von der Einstellung im
Hauptmenii oder im Dialogfeld , Schrittmotor-Ansteuerung® eingeschaltet. Um die Inter-
vallgrenzen zu setzen, fahrt man den Objektverschiebetisch jeweils an das zu setzende
untere- bzw. obere Limit und speichert die entsprechenden Positionen mit den Buttons
,Hier oberes Limit* und , Hier unteres Limit“ ab. Die aktuellen Grenzen und die derzei-
tige axiale Position des Verschiebetischs werden links unter ,z-Position [pm]“ angezeigt.
Bevor die Intervallgrenzen durch Klick auf ,,OK*“ wirksam werden, muss der Benutzer den
Verschiebetisch an eine Position zwischen beiden Grenzen verfahren. Andernfalls erscheint
eine Fehlermeldung mit der Mitteilung, dass das Intervall nicht gesetzt werden kann.

Mochte man die Grenzen wieder genauso setzen, wie sie vor dem Aufrufen des Dialog-
felds bestanden, geniigt ein Klick auf ,, Abbrechen“. Befindet sich der Verschiebetisch dann
jedoch nicht zwischen den alten Grenzen, erscheint dieselbe Fehlermeldung wie oben, und
der gesamte axiale physikalisch mégliche Verfahrbereich bleibt ge6ffnet.

War der Joystick vor dem Aufrufen des Dialogfelds ausgeschaltet, wird er auch nach
dem Schlieflen des Dialogfelds wieder deaktiviert. Die Koordinaten des z-Intervalls werden
in der Datei ,,StepArea.dat“ gespeichert, siche auch Abschn. B.2.

B.7.2 Dialogfelder ,,Schrittmotor-Ansteuerung®, ,,Piezo-Ansteuerung*

Mit den in Abbildung B.18 gezeigten nicht-modalen Dialogfeldern ,, Schrittmotor- Ansteu-
erung“ und , Piezo-Ansteuerung® kénnen die Schrittmotoren bzw. Piezo-Aktuatoren ma-
nuell betétigt werden.

Schrittmotoren

Im Dialogfeld fiir die Schrittmotor-Ansteuerung kann man mit den Buttons unter ,,Set-
zen“ den Nullpunkt (= Ursprung des Koordinatensystems der Schrittmotoren) festlegen
und zwei weitere Positionen speichern. Mit den Buttons unter ,, Anfahren* wird der Ob-
jekttriger an die gespeicherten Positionen bewegt. Die Textfelder unter ,Position [pm]*
zeigen die aktuellen Koordinaten der drei Motoren an; dort kann man auch von Hand
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Abbildung B.18: Dialogfelder ,,Schrittmotor- Ansteuerung® und ,,Piezo- Ansteuerung® (beide nicht-
modal). Im Dialogfeld ,,Schrittmotor-Ansteuerung” kénnen Schrittmotorpositionen gespeichert
und spéter angefahren werden, die Piezo-Aktuatoren werden durch Schieberegler bewegt.

Zahlenwerte eingeben und den Objektverschiebetisch durch Klick auf ,,-> Anfahren®“ an
die eingegebene Position fahren lassen. Wahrend der Ausfithrung eines Verfahrbefehls,
ausgelost durch ,,-> Anfahren“ oder einen der Buttons unter ,,Anfahren“, kénnen die
Schrittmotoren mit ,STOP“ jederzeit angehalten werden. Aus technischen Griinden wird
vor einem solchen Befehl der Joystick immer automatisch ausgeschaltet.

Unter ,,Joystick® kann (wie mit dem Meniipunkt , Joystick EIN(AUS)“ des Haupt-
meniis) der an die Schrittmotorsteuerung angeschlossene Joystick ein- bzw. ausgeschal-
tet werden. Das Kombinationsfeld ,,Speed* legt die maximale Verfahrgeschwindigkeit der
Motoren bei Betitigung des Joysticks fest. Befindet sich der Objekttriger zwischen den
Objektiven, ist hierbei die Einstellung 1 zu empfehlen, zum Heraus- bzw. Hereinfahren aus
bzw. in den Zwischenraum der Objektive ist ein groflerer Wert von ca. 5 angebracht. Das
Herein-/Herausfahren kann automatisiert werden, indem man eine Position sowohl zwi-
schen den Objektiven als auch auBerhalb davon speichert und den Verschiebetisch durch
Klick auf einen der ,,Anfahren“-Buttons bewegt.
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Piezo-Aktuatoren

Durch die zwei Schieberegler im Dialogfeld fiir die Piezo-Ansteuerung kann sowohl der
Piezo-Objektverschiebetisch als auch der Verschiebetisch fiir den Interferometerspiegel
(,Phase“) manuell bewegt werden. Die jeweiligen aktuellen Positionen werden in den
Textfeldern unter den Schiebereglern angezeigt. Analog zum Dialogfeld fiir die Schritt-
motorsteuerung konnen auch hier von Hand Positionen eingegeben und die Tische jeweils
mit ,,->“ dorthin bewegt werden. Mit dem Button ,EIN/AUS* unter ,Ext. Ctrl.“ ist
es moglich, bei Bedarf die Kontrolle iiber die Piezo-Aktuatoren an die externe Piezo-
Steuerung abzugeben.

B.7.3 Weitere Einstellungen

In dem in Abbildung B.19 gezeigten Dialogfeld , Einstellungen“ lassen sich einige Para-
meter fiir das Verfahren der Schrittmotoren und die Ansteuerung der Piezo-Aktuatoren
verdndern. Fiir die Schrittmotorsteuerung kann eingestellt werden, mit welcher Beschleuni-
gung bzw. Verzogerung die Verfahrbefehle ausgefithrt werden sollen, die nach dem Klicken
auf einen der Buttons unter ,, Anfahren“ oder auf ,,-> Anfahren“ im Dialogfeld ,,Schrittmo-
tor-Ansteuerung“ ausgefiihrt werden. Dariiberhinaus lésst sich die dabei maximal erlaubte
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Abbildung B.19: Dialogfeld ,,Einstellungen® (modal). Hier kann die Beschleunigung (und Verzoge-
rung) sowie die Verfahrgeschwindigkeit der Schrittmotoren beim Ausfiihren von Verfahrbefehlen
eingestellt werden. Auflerdem ist es moglich, die Positionsauflésung der Schieberegler im Dialog-

feld ,,Piezo-Steuerung® zu éndern.
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Verfahrgeschwindigkeit einstellen, die unabhéngig von der ,,Speed“-Einstellung im Dialog-
feld ,,Schrittmotor-Ansteuerung® ist.

Unter ,,Piezo-Steuerung® wird der Positionier- bzw. Stellbereich der Schieberelger im
Dialogfeld ,,Piezo- Ansteuerung® eingestellt. Wahlt man ein kleineres Intervall als das phy-
sikalisch mdgliche, das beim Piezo-Objektverschiebetisch von 0 bis 100 pm und beim
Piezo-Spiegelverschiebetisch von 0 bis 10 pm reicht, erhéht sich die Positionsauflésung
der Schieberegler entsprechend. Das heifit, man kann die Empfindlichkeit einstellen, mit
der die Piezo-Aktuatoren auf Bewegungen des Schiebereglers reagieren. Da der Objektver-
schiebetisch iiber zwei Achsen bzw. Bewegungsrichtungen verfiigt, kann bei ihm zusétzlich
die Verstellrichtung bzw. der Kanal der Piezo-Steuerung gew#hlt werden. Im aktuellen
Mikroskopaufbau ist dieser Verschiebetisch so orientiert, dass die durch Kanal 2 bezeich-
nete Richtung in axiale Richtung, d.h. parallel zur optischen Achse der Objektive zeigt.
Mit Kanal 1 ist dagegen eine Bewegung des Verschiebetischs in vertikaler Richtung, d. h.
senkrecht zum Breadboard mdoglich.

Im Dialogfeld wird aulerdem angezeigt, an welche seriellen Schnittstellen beide Steue-
rungen angeschlossen sind. Diese und weitere Einstellungen, die im Routinebetrieb nor-
malerweise nicht geindert werden, sind in den Dateien ,,Steplnit.txt* und ,,Piezolnit.txt“
enthalten, die die Anwendung nach ihrem Start einliest.



Anhang C

Auswerte-Software

Zur Auswertung der Bilddaten nach den in Kapitel 3 beschriebenen Methoden wur-
de das unter dem Betriebssystem LINUX laufende Software-Packet ,,Khoros* der Kho-
ral Research Inc.! verwendet [Rasure91, Konstatinides94]. Dieses Packet beinhaltet eine
Vielzahl eigenstindiger Programme zur Bildverarbeitung, mit denen sich pixelorientier-
te Arithmetik, statistische Berechnungen, Matrixmultiplikationen, (3D-)Visualisierungen
usw. durchfithren bzw. darstellen lassen. Der Quellcode der Programme ist dem Benut-
zer frei zugénglich und nach eigenen Erfordernissen modifizierbar, auflierdem koénnen der
Sammlung eigene Routinen hinzugefiigt werden. Zwischen den Programmen werden die
Bilddaten durch das universelle ,,Khoros Data Format“ (KDF-Datenformat) iibertragen,
das unterschiedlichste Daten mit bis zu fiinf Dimensionen enthalten kann.

Um die Programme zu verkniipfen, wird die visuelle Programmiersprache ,,Cantata“
verwendet. Abbildung C.1 zeigt die grafische Benutzeroberfliche, die auf dem Hauptan-
sichtfenster eine Arbeitsfliche (, Workspace“) besitzt, auf der die einzelnen Programme
bzw. Funktionen in Form von Modulen bzw. ,,Glyhps“ angeordnet sind. Die Module lassen
sich beliebig verschieben, und neue Glyphs kénnen hinzugefiigt oder geléscht werden. Zu
jedem Modul kann man durch Klicken auf die linke obere Ecke ein Dialogfeld aufrufen,
in dem bestimmte Parameter des entsprechenden Programms eingestellt werden kdnnen,
wie z. B. Schwellwerte zur Segmentierung oder Koordinaten zum Ausschneiden einer ROI
(Region Of Interest). Der Datenfluss zwischen den Modulen wird durch Verbindungslinien
dargestellt, die ebenfalls beliebig verlegt werden kénnen.

In dem in Abbildung C.1 gezeigten Beispiel einer Arbeitsfliche werden die Bilddaten
nach dem Einlesen bzw. Importieren zunéchst in den Typ ,,Float“ umgewandelt und dar-
aufhin in die Farbkanile Rot und Griin aufgeteilt. Anschlieend wird in jedem Zweig das
jeweils interessierende Objekt durch das Glyph ,,Extract Object* aus den urspriinglichen
Daten extrahiert, bevor in den Gruppen-Modulen ,ProcLateral/Axial...“, die ihrerseits
andere Glyphs enthalten, eine weitere Verarbeitung stattfindet. Die Module, die nicht mit
den Hauptdatenstringen durch Verbindungslinien verbunden sind, werden nur optional
verwendet,.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Auswertungen wurden aufler den in
Khoros enthaltenen Programmen auch Module verwendet, die von Mitgliedern der Arbeits-

16200 Uptown Blvd. N.E., Suite 200, Albuquerque, NM 87110-4142, U.S.A, http://www.khoral.com
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