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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Lichtscheibenmikroskop fiir die Messung
von groflen Proben entwickelt. Bei der Lichtscheibenmikroskopie wird nur eine diin-
ne Schicht in der Probe beleuchtet. Diese selektive Beleuchtung erlaubt eine geringe
Belastung der Probe, wihrend der Aufnahme, durch das Beleuchtungslicht. Die Licht-
scheibenmikroskopie ist priadestiniert fiir Messungen von grofien Proben, da eine ganze
Ebene auf einmal beleuchtet wird. Grofle Proben, wie z. B. ganze Maushirne, kénnen
in wenigen Stunden mikroskopiert werden. Auflerdem fiihrt diese Beleuchtungsart zu
einer guten axialen Auflésung.

Die Lichtscheibenmikroskopie erlaubt in Kombination mit ausgefeilten Klartechniken
die optische Bildgebung von ganzen Maushirnen. Durch das Kliaren der Maushirne ist es
moglich, mit Hilfe von fluoreszierenden Farbstoffen, neuronale Verbindungen in einem
ganzen Maushirn sichtbar zu machen. In vielen neurologischen Fragestellungen spielen
Verkniipfungen innerhalb eines Gehirns eine Rolle. Durch die Erzeugung von optischen
Schnitten ist ein mechanisches Zerschneiden des Gehirns in einzelne Scheiben fiir viele
Fragestellungen nicht mehr notwendig.

Hierbei ist es wichtig, dass das Mikroskop zuverléssig und stabil l&uft. Auch soll auf die
Benutzerfreundlichkeit geachtet werden. Es wird in dieser Arbeit ausfihrlich auf den
generellen Aufbau des Mikroskops und die verwendeten Komponenten eingegangen. Die
Proben befinden sich in einer organischen Lésung mit einem hohen Brechungsindex.
Abbildungsfehler kénnen bei optischen Aufbauten einen mafigeblichen Effekt auf die
Abbildungsqualitédt haben. Deshalb wird in der Dissertation auf sphérische Aberratio-
nen genauer eingegangen und erldutert, wie diese fiir eine einfache Grenzfléche berech-
net werden kénnen. Diese Art von Aberrationen kénnen einen mafigeblichen Effekt auf
das Auflésungsvermogen eines Mikroskops haben.

Wie bei anderen optischen Mikroskopietechniken kann es zu einer Defokussierung und
damit zu einer Verschlechterung der Bildqualitit kommen. Um die auftretende De-
fokussierung zu korrigieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Fokusstabilisierung
entwickelt. Diese dient dazu, dass eine stabile Messung iiber einen langen Zeitraum
moglich ist. Die Fokusstabilisierung wurde unter verschiedenen Bedingungen getestet
und charakterisiert.

Mit der Software Zemaz wurden die optischen Eigenschaften des Mikroskops simuliert
und mit analytischen Berechnungen verglichen.

Wie jeder optische Aufbau muss auch dieser zundchst griindlich charakterisiert werden.



Fir die Charakterisierung wurde ein Phantom aus Epoxidharz und fluoreszierenden
Mikropartikeln entwickelt. Mit diesem Phantom ist es moglich, die Auflésung des Mi-
kroskops zu bestimmen.

Schliefllich wird auf die Messung von ganzen Maushirnen eingegangen. Hierzu wurde ein
Gehirn mit einem Transplantat aus neuronalen Stammzellen (1t-NES Zellen) verwen-
det. Es wurde ein Transplantationsgehirn gewahlt, da Transplantationsgehirne einen
erheblichen Anteil der Proben darstellen, die mit dem Mikroskop untersucht werden.
Die Behandlung mit humanen Stammzellen kénnte Patienten mit neurologischen Er-
krankungen, wie der Parkinson-Krankheit oder der Huntington-Krankheit, helfen.
Am Ende der Dissertation werden noch einzelne Aspekte diskutiert. Es wird darauf
eingegangen, welche Beleuchtungsarten es neben einem Gauf3-Strahl noch gibt, bzw. ob

die Bildqualitdt durch adaptive Optik weiter verbessert werden kann.



1 Einleitung

1.1 Prinzip der Lichtscheibenmikroskopie

Die Lichtscheibenmikroskopie ist eine fluoreszenzmikroskopische Methode [1], bei der
Beleuchtungs- und Detektionspfad voneinander getrennt sind. Das Detektionsobjektiv
steht orthogonal zum Beleuchtungsobjektiv und das erzeugte Lichtblatt befindet sich
im Fokus des Detektionsobjektivs [2]. Das Prinzip der Lichtscheibenmikroskopie wird in
Abbildung 1.1 dargestellt. Das Lichtblatt kann durch eine Zylinderlinse oder durch das
Scannen eines fokussierten Laserstrahls erzeugt werden [3]. In Abbildung 1.2 wird die
Erzeugung einer Lichtscheibe mit einem gescannten Strahl gezeigt. Durch das Scannen
des Laserstrahls entsteht im zeitlichen Mittel ein diinnes Lichtblatt.

Durch diese Beleuchtungstechnik wird die axiale Auflésung im Vergleich zu herkémm-
lichen Mikroskopen verbessert, da nur eine diinne Schicht in der Probe beleuchtet
wird [1]. Es ist jedoch zu beachten, dass die kleinste mogliche Breite des Lichtblat-
tes durch Beugung limitiert ist. Das heift, die kleinste mogliche Breite der Lichtscheibe
wird durch die Punktspreizfunktion des Beleuchtungsobjektivs bestimmt.

Die laterale Auflésung wird durch die numerische Apertur NA des Detektionsobjektivs
bestimmt, wobei diese durch den halben Offnungswinkel o des Detektionsobjektivs und

den Brechungsindex 71 gegeben ist:
NA = nsin (a) (1.1)

Das Hintergrundsignal wird durch die selektive Beleuchtung stark reduziert. Des Wei-
teren werden durch die diinne Lichtscheibe die Phototoxizitdt und das Ausbleichen
der Fluoreszenzfarbstoffe stark reduziert [4]. Somit ist die Lichtscheibenmikroskopie
optimal fiir die Untersuchung von lebendigen Organismen geeignet [5]. Auflerdem er-
laubt die Lichtscheibenmikroskopie, grole Proben in einer kurzen Zeit aufzunehmen,
da eine ganze Ebene auf einmal aufgenommen werden kann und nicht im Vergleich
zur Konfokalmikroskopie punktweise abgerastert wird [6]. Somit kénnen grofie Proben,
wie z. B. ganze Mausorgane oder sogar ganze M&use in wenigen Stunden mikroskopiert
werden [7]. Auch erlaubt der prinzipiell einfache Aufbau eines Lichtscheibenmikroskops
den selbststédndigen Aufbau solcher Mikroskope, welche im Vergleich zu anderen bild-
gebenden Verfahren kostengiinstig [6] sind. Durch die Trennung von Beleuchtungspfad

und Detektionspfad kénnen kommerzielle Mikroskope fiir die Detektion verwendet wer-
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den [8].

Fiir die Erzeugung eines z-Bildstapels kann die Probe mit einem Linearversteller in z-
Richtung bewegt werden oder das Lichtblatt kann durch einen Galvanometer-Scanner
in z-Richtung bewegt werden [9]. Die zweite Variante erlaubt eine schnellere Messung
eines Bildstapels, da sich im Allgemeinen Galvanometer schneller bewegen konnen als
Linearversteller.

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Varianten der Lichtscheibenmikroskopie entwi-

ckelt. Darauf wird in Abschnitt 1.3 ndher eingegangen.

Detektion

Detektionsobjektiv

Beleuchtung

< Lichtscheibe
Abbildung 1.1: Prinzip der Lichtscheibenmikroskopie: Eine Probe (rote Scheibe) wird mit
einer diinnen fokussierten Lichtscheibe beleuchtet. Nur eine diinne Schicht in der Probe wird
beleuchtet (hellgriiner Kreis). Die Lichtscheibe befindet sich im Fokus des Detektionsobjektivs
und das Fluoreszenzlicht (in griin dargestellt) wird vom Detektionsobjektiv gesammelt. Der
Strahl wird in z-Richtung fokussiert. Das Lichtblatt propagiert in x-Richtung.
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Abbildung 1.2: Durch das schnelle Scannen eines fokussierten Laserstrahls kommt es im
zeitlichen Mittel zu einer Lichtscheibe. Es sind drei Positionen des gescannten Laserstrahls bei
unterschiedlichen Zeiten (71, 72 und 73) abgebildet. Die Belechtungsbreite ist die Breite des
Lichtblattes in y-Richtung.

1.2 Motivation und Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Lichtscheibenmikroskop fiir die Untersuchung von
Proben mit der Ausdehnung von mehreren mm? entwickelt und aufgebaut werden.
Somit ist es moglich, Entwicklungen unter anderem in ganzen Mausgehirnen sichtbar
zu machen und diese auszuwerten. Das Mikroskop bedarf verschiedener Anregungs-
wellenldngen, da z. B. verschiedene Zellen unterschiedlich fluoreszenzmarkiert sind. Fiir
die Aufnahme sollten verschiedene Objektive mit unterschiedlichen Vergréferungen zur
Verfiigung stehen. Auf Grund der grofien Probentiefe der verwendeten Proben bend-
tigen die Objektive einen Arbeitsabstand von mindestens 5mm. Die Probe und die
organische Losung, in der sich die Probe befindet, besitzen einen Brechungsindex von
1,56. In dieser Arbeit wird untersucht, welchen Einfluss der hohe Brechungsindex, bei
der Verwendung von Luftobjektiven, auf die Abbildungsqualitdt hat und ob eine An-
schaffung von speziellen Eintauchobjektiven eine Verbesserung der Abbildungsqualitit
verspricht. Hierzu wurde die theoretische Punktspreizfunktion von einem Luftobjektiv,
mit einem Brechungsindex der Probe und der Fliissigkeit, in der sich die Probe befin-
det, von 1,56, berechnet.

Das Mikroskop und die dazugehoérige Software sollten derart beschaffen sein, dass eine
einfache Handhabung moglich ist. Es soll moglich sein, das Mikroskop nach einer Ein-
weisung selbstdndig benutzen zu kénnen.

Ein wichtiger Punkt ist die Charakterisierung des Mikroskops. Fiir die Bestimmung
der lateralen und axialen Auflésung ist die Abbildung von fluoreszierenden Partikeln
notwendig. Aus diesem Grund wurde ein Phantom aus Epoxidharz mit eingebetteten
fluoreszierenden Partikeln hergestellt.

Bei Aufnahmen von grofien Proben kann es manchmal zu einer leichten Defokussierung

der Probe kommen, weswegen eine automatische Fokusstabilisierung entwickelt und
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implementiert wurde. Diese entwickelte Fokusstabilisierung wurde an mehreren Proben
getestet.

Dank des entwickelten Lichtscheibenmikroskops kénnen neuronale Verbindungen inner-
halb eines ganzen Gehirns visualisiert werden [10]. Im Kapitel 5 wird ein Anwendungs-
beispiel fiir dieses entwickelte Mikroskop erlautert. Hierbei wurde ein Transplantat aus
neuronalen Stammzellen (1t-NES Zellen) in ein Mausgehirn transplantiert. Dank dem
entwickelten Mikroskop kénnen Verschaltungen zwischen Stammzellen und Mausneu-
ronen sichtbar gemacht werden. Die gewonnenen Erkenntnisse kénnten in Zukunft bei

der Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen helfen [11-13].

1.3 Entwicklung der Lichtscheibenmikroskopie

In diesem Abschnitt wird auf die historische Entwicklung der Lichtscheibenmikroskopie
eingegangen und es werden wichtige Entwicklungen der letzten Jahre behandelt. Es sei
angemerkt, dass es in den letzten Jahren eine Vielzahl von neuen Entwicklungen gab
und es den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde, alle Entwicklungen zu behandeln.
Die Entwicklung der Ultramikroskopie, eine Unterart der Lichtscheibenmikroskopie,
wird gesondert in Abschnitt 1.4 behandelt.

Die grundlegende Idee der Lichtscheibenmikroskopie ist die Beleuchtung der Probe mit
einem diinnen Lichtblatt. Henry Siedentopf und Richard Zsigmondy entwickelten 1902
ein vereinfachtes Lichtscheibenmikroskop zur Sichtbarmachung und zur Gréenbestim-
mung kleiner Goldkolloide in Goldrubinglidsern [14]. Das Lichtblatt wurde mit Hilfe
eines optischen Spalts erzeugt. Durch die orthogonale Anordnung von Beleuchtung
und Detektion wurde das Streulicht der Teilchen nicht vom verwendeten Sonnenlicht
iiberstrahlt. Aufgrund dieser neuen Beleuchtungstechnik wurde der Kontrast der Bilder
stark erhoht. Das Lichtblatt erlaubte aulerdem die Beleuchtung eines kleinen Proben-
volumens, so dass nur eine iiberschaubare Anzahl von Teilchen zu einem Zeitpunkt
beleuchtet wurde. Mit dieser Technik konnten Teilchen mit einer Ausdehnung unter-
halb der beugungsbegrenzten Auflésung detektiert werden. Diese Technik konnte auch
auf Suspensionen mit Kolloiden angewendet werden [14]. Siedentopf und Zsigmondy
nannten diese Entwicklung Ultramikroskopie, da Teilchen ferner der Auflésungsbegren-
zung nachgewiesen werden konnen (lat. ultra, zu Deutsch jenseits). Zsigmondy wurde
1925 fiir seine Forschung an Kolloiden der Nobelpreis fiir Chemie verliehen [15].

1993 wurde von Voie et al. das erste Lichtscheibenmikroskop mit einem Laser als Licht-
quelle entwickelt [2]. Das Lichtblatt wurde mit Hilfe einer Zylinderlinse erzeugt. Mit
diesem Mikroskop war es moglich, die komplizierte dreidimensionale Struktur der Hor-
schnecke eines Meerschweinchens zu untersuchen. Die Untersuchung dieser Struktur
ist mit histologischen Schnitten nicht moglich. Die Horschnecke wurde mit Hilfe einer
Losung aus Wintergriindl und Benzoesdurebenzylester transparent gemacht und spéter
mit Rhodaminisothiocyanat (RITC) eingeférbt. Diese Technik wurde in der Publika-
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tion von Voie et al. als ,orthogonal-plane fluorescence optical sectioning® oder kurz
,OPFOS* bezeichnet. Das Mikroskop hatte eine laterale Auflésung von 10 pm und eine
axiale Auflésung von 26 pm bei einer Bildgrofie von 1,5 mm [2].

Der Arbeitsgruppe von Ernst H. K. Stelzer gelang es 2004, mittels Lichtscheibenmi-
kroskopie biologische Vorgénge zeitlich aufzulésen [5]. In dieser Publikation wurde zum
ersten Mal der Begriff ,selective plane illumination microscopy (SPIM)* verwendet. Die
Lichtscheibenmikroskopie erlaubte die Untersuchung von dreidimensionalem Wachstum
in einer Umgebung aus Agarose. In der besagten Publikation wurde die Embryogenese
des Medaka-Embryos und der Taufliegenart Drosophila melanogaster iiber einen lange-
ren Zeitraum untersucht. Um die Bildqualitdt von stark streuenden Proben zu verbes-
sern, kann die Probe nach jedem aufgenommenen Bildstapel um einen bestimmten Win-
kel gedreht werden. Diese einzelnen Bildstapel konnen zu einem Bildstapel zusammen-
gefligt werden [5]. Diese Multi-Ansichten-Aufnahme zeichnet sich durch einen héheren
Kontrast und eine bessere axiale Auflésung gegeniiber einer Einzel-Ansicht-Aufnahme
aus [16]. Alternativ kann die Probe mit mehreren Lichtbléttern von verschiedenen Rich-
tungen beleuchtet werden [16]. Seit dieser Publikation ist die Lichtscheibenmikroskopie
ein wichtiger Bestandteil der biologischen Forschung [17].

Eine Alternative zu einer Zylinderlinse ist ein fokussierter Laserstrahl, welcher schnell
hoch- und runtergescannt wird [3]. Durch diese Technik kommt es zu einer homogene-
ren Beleuchtung der Probe. Auflerdem kann fiir jedes Detektionsobjektiv der passende
Scanbereich gewéhlt werden. Das erste Lichtscheibenmikroskop mit einem gescannten
Strahl wurde von Keller et al. entwickelt und ,,digital scanned laser light sheet fluore-
scence microscopy (DSLM)“ benannt [3]. Durch diese neue Erzeugung einer Lichtschei-
be ist es moglich, andere Strahlprofile als Gaufl-Strahlen zu verwenden. Selbstheilende
Bessel-Strahlen konnen eine Alternative zu Gauf-Strahlen darstellen [18]. Selbsthei-
lend bedeutet, dass nach einer Stérung der Strahl wieder seine urspriingliche Form an-
nimmt [19]. Der Nachteil ist jedoch das Ringsystem um den Hauptstrahl. Im Gegensatz
zu Gauf-Strahlen besitzen Bessel-Strahlen neben einem zentralen Hauptmaxima noch
viele konzentrische Nebenmaxima, die auch zur Anregung beitragen. Bessel-Strahlen
kénnen deswegen im Vergleich zu Gau-Strahlen hohere Photoschadigungen bei leben-
den Proben verursachen [20], beziehungsweise es kommt zu einer starkeren Bleichung
der Probe [21].

Durch eine Synchronisation zwischen der Kamera und dem gescannten Beleuchtungs-
strahl war es moglich, ein konfokales Lichtscheibenmikroskop zu entwickeln [22]. Somit
ist es moglich, einen Grofiteil des Streulichts herauszufiltern. Auch fiir Bessel-Strahlen
zeigt die konfokale Lichtscheibenmikroskopie einen groflen Vorteil. Mit der konfokalen
Detektion ist es moglich, das Licht auflerhalb der Schirfeebene, welches vom Ringsystem
kommt, herauszufiltern. Somit sind durch die kleinere Divergenz von Bessel-Strahlen,
im Vergleich zu Gau3-Strahlen, sehr diinne optische Schnitte iiber einen grofien Bereich
moglich [23].

Es ist auch moglich, mit einer strukturierten Beleuchtung das Licht auBerhalb der

Schérfeebene herauszufiltern. Hierzu besitzt die Intensitdt des Lichtblattes entlang der
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Scanrichtung meist ein sinusférmiges Muster. Es miissen mindestens 3 Bilder mit un-
terschiedlichen Phasen pro Ebene aufgenommen werden [24]. Bei den drei Aufnahmen
besitzen die Intensitdtsmodulationen die Phasen 0°, 120° und 240°. Das resultierende
Bild I,¢s wird nach folgender Gleichung berechnet [25]:

1
Tres = \/2 ((Ioo — D20 )? + (200 — Toa00)? + (Toage — 100)2) (1.2)

Bei Bessel-Strahlen ist der Haupstrahl durch das Beleuchtungsmuster starker betroffen
als die Nebenringe. Diese unterschiedliche Betroffenheit zwischen Hauptmaxima und
Nebenringen kann ausgenutzt werden, um den Fluoreszenzanteil von den Nebenringen
herauszufiltern [24,26]. Auch bei einer Beleuchtung mit einem Gauf-Strahl kann durch
eine strukturierte Beleuchtung die Bildqualitét verbessert werden. Die erste Implemen-
tierung einer strukturierten Beleuchtung in einem Lichtscheibenmikroskop mit einem
Gauf-Strahl wurde von Keller et al. verwirklicht [25].

Eine andere Art selbstheilender und wenig divergenter Strahlen sind sogenannte Airy-
Strahlen [27]. Wie Bessel-Strahlen besitzen auch Airy-Strahlen Nebenmaxima. Jedoch
ist das transversale Strahlprofil asymmetrisch und der Strahlverlauf ist gekriimmt. An-
ders als bei Bessel-Strahlen kénnen die Nebenringe, dank des asymmetrischen trans-
versalen Strahlprofils, mit Hilfe einer Entfaltung, herausgefiltert werden [28].

Die Lichtscheibenmikroskopie kann auch mit einer nichtlinearen Zweiphotonenanregung
kombiniert werden [29]. Mit dieser Technik kann die Eindringtiefe der Lichtscheibe im
Vergleich zu einer Einzelphotonenanregung vergrofiert werden, da bei vielen biologi-
schen Proben die Eindringtiefe hoherer Wellenldngen grofier ist [29,30]. Die Anregung
auferhalb der Schéirfeebene wird durch die quadratische Abhéngigkeit der Anregung
deutlich reduziert. Bei der Verwendung von Zwei-Photonen-Bessel-Strahlen kommt es
durch die nichtlineare Anregung zu einer drastischen Verringerung der Anregung durch
die Nebenringe [31].

Von Kumar et al. wurde das sogenannte diSPIM-Mikroskop entwickelt [32,33]. Bei
diesem Mikroskop wird durch zwei identische Beleuchtungspfade jeweils ein Lichtblatt
erzeugt. Dabei kreuzen sich die beiden Lichtscheiben orthogonal zueinander. Die beiden
verwendeten Objektive dienen zum einen als Beleuchtungsobjektiv und zum anderen
als Detektionsobjektiv. Durch einen dichromatischen Spiegel sind Beleuchtungspfad
und Detektionspfad voneinander getrennt. Da die Auflésung bei einem Lichtscheiben-
mikroskop im Allgemeinen nicht isotrop ist, sondern axial deutlich schlechter ist als
lateral, kann eine isotrope Auflésung erreicht werden, wenn zwei Lichtscheiben sich
orthogonal kreuzen. Durch einen Entfaltungsalgorithmus kann aus beiden Bildstapeln
ein Bildstapel mit einer isotropen Auflésung gewonnen werden. Es konnte eine isotrope
Auflésung von 330 nm erreicht werden. Diese Methode ist besonders bei kleinen, trans-
parenten Proben mit einem Volumen bis zu 80x 80 x50 pm? effektiv [34]. Fiir grofere
Proben wurde 2015 von Chhetri et al. ein Lichtscheibenmikroskop mit 4 Lichtblédttern
und 4 Kameras entwickelt [34], um eine isotrope Auflosung fiir Proben mit einer grofien

Ausdehnung, wie z. B. bei Zebrafischen, zu erreichen. Dieses Mikroskop wurde von den
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Entwicklern IsoView-Mikroskop benannt. Das IsoView-Mikroskop erlaubt die Messung
von 400-fach gréfleren Proben im Vergleich zum diSPIM-Mikroskop.

Viele Proben kénnen erst durch eine chemische Behandlung untersucht werden, da diese
ansonsten zu intransparent sind. Durch Kldrmethoden kénnen ganze Organe transpa-
rent gemacht werden [35]. In Kombination mit der Lichtscheibenmikroskopie kénnen
somit ganze Maushirne untersucht werden [7]. Die Kldrung von biologischen Proben
wird in Abschnitt 1.5 ausfiihrlicher behandelt.

Damit moglichst viele Arbeitsgruppen in den Genuss der Lichtscheibenmikroskopie
kommen, wurde das Projekt ,,OpenSPIM* ins Leben gerufen [36]. Die kompletten Bau-
plédne und die Ansteuerungssoftware fiir ein Lichtscheibenmikroskop sind fiir jedermann
frei zuganglich. Das erste kommerzielle Lichtscheibenmikroskop wurde von der Firma
Zeiss mit dem Lightsheet Z.1 2012 auf den Markt gebracht [37]. Die Lichtscheiben-
mikroskopie wurde 2014 von der Fachzeitschrift ,Nature Methods* zur Methode des
Jahres gewdhlt [4]. Dies zeigt das grofie Potential der Lichtscheibenmikroskopie in der
biologischen Forschung. Die Abbildung 1.3 zeigt die Anzahl der Suchergebnisse, welche
beim Suchbegriff ,light sheet microscopy“ in Google Scholar angezeigt werden. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Bedeutung der Lichtscheibenmikroskopie in den letzten

Jahren stetig zugenommen hat.
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Abbildung 1.3: Die Abbildung zeigt den stetigen Anstieg an Publikationen mit dem Such-
begriff ,light sheet microscopy* bei Google Scholar. Ab 2010 nahmen die Publikationen mit Be-
zug zur Lichtscheibenmikroskopie schlagartig zu. Durch die Anfiihrungszeichen im Suchbegriff
werden nur Publikationen beriicksichtigt, welche die genannten Worter in dieser Reihenfolge
beinhalten.

1.4 Ultramikroskopie

Das im Rahmen dieser Dissertation entwickelte Lichtscheibenmikroskop kann zur Un-
terart der Ultramikroskope gezédhlt werden. Der Begriff Ultramikroskop wurde speziell
von der Arbeitsgruppe von Ulrich Dodt gepréagt [7] und ist nicht zu verwechseln mit
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dem Ultramikroskop von Siedentopf und Zsigmondy, welches im vorherigen Abschnitt
besprochen wurde.

Bei der Ultramikroskopie werden Objektive mit einer geringen Vergréflerung und einer
kleinen numerischen Apertur verwendet [38]. Durch die geringe Vergroferung kénnen
grofle Proben mit einer lateralen Auflésung im Mikrometerbereich aufgenommen wer-
den. Da die axiale Auflésung mafigeblich von der Dicke des Lichtblattes abhéngt, kann
mit Objektiven mit einer geringen numerischen Apertur eine befriedigende axiale Auf-
16sung erreicht werden [38]. Auflerdem ist zu beachten, dass die Empfindlichkeit gegen-
iiber Inhomogenitéten in der Probe mit steigender numerischer Apertur zunimmt.
Die verwendeten Detektionsobjektive weisen haufig beziiglich der niedrigen Vergrofie-
rung eine hohe numerische Apertur auf. Durch diese Eigenheit der Objektive wird oft
das Nyquist-Kriterium verletzt [39]. In Unterabschnitt 4.3.1 wird naher auf das Nyquist-
Kriterium eingegangen.

Des Weiteren kénnen die verwendeten Klarmedien die Dichtungen von Objektiven an-
greifen. Seit 2016 gibt es spezielle kommerzielle Objektive fiir die Ultramikroskopie an
geklarten Proben [40]. AuBlerdem miissen diese Objektive wegen der Probengréfie einen
groflen Arbeitsabstand besitzen.

Die Kombination von geklérten Gehirnen und Ultramikroskopie erlaubt die dreidimen-
sionale Darstellung von neuronalen Strukturen eines ganzen Gehirns [10]. Es ist somit
moglich, neuronale Verbindungen im ganzen Gehirn zu bestimmen. Mit der Benutzung
von zwei gegengerichteten Lichtscheiben kénnen beide Gehirnhélften mit gleicher Qua-
litdt abgebildet werden, ohne die Probe drehen zu miissen [7].

Fiir die Lichtblatterzeugung beim ersten Ultramikroskop wurde eine Zylinderlinse ver-
wendet [7]. Zylinderlinsen haben den Nachteil, eine gaufiformige Intensitéatsverteilung
der Lichtscheibe zu erzeugen, wenn wie in den meisten Féllen, ein aufgeweiteter Gauf3-
Strahl die Zylinderlinse trifft [3]. Mit der Verwendung von Powell-Linsen [41] koén-
nen zweidimensionale Lichtblatter mit einer homogenen Intensitéit erzeugt werden [42].
Powell-Linsen (auch Liniengeneratorlinsen) erzeugen im Gegensatz zu normalen Zylin-
derlinsen ein Lichtblatt mit einer gleichméfigen Intensititsverteilung.

Ein Problem bei der Messung von geklarten Proben stellt die Autofluoreszenz des Ge-
webes dar. Diese Autofluoreszenz kann die Messung von z.B. fluoreszenzmarkierten
Neuronen oder Axonen erschweren, da deren Fluoreszenzanteil von der Autofluoreszenz
iiberlagert wird. Durch die Erzeugung von optischen Schnitten wird die Autofluores-
zenz drastisch reduziert.

Beim Klérvorgang von Maushirnen kann es zu Deformationen kommen [43] und anato-
mische Grenzen sind nicht mehr sichtbar [10]. Dies kann eine prazise Lokalisierung von
z. B. fluoreszenzmarkierten Neuronen im Gehirn behindern. Bei vielen Fragestellungen
ist aber eine genaue Lokalisierung der verschiedenen Gehirnareale notwendig. Durch
die Uberlagerung mit Daten von einer Magnetresonanztomographie kann die jeweilige

Gehirnregion genau bestimmt werden [10].
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1.5 Klarung von biologischen Proben

Viele biologische Proben in der Ultramikroskopie miissen erst einmal fir die verwen-
dete Wellenlénge transparent gemacht werden [35]. Dabei ist zu beachten, dass z. B.
Markierungen mit fluoreszierenden Farbstoffen nicht zerstért werden.

Biologische Proben bestehen aus verschiedenen Komponenten, welche jeweils einen un-
terschiedlichen Brechungsindex besitzen [44]. Dieser Mix von Komponenten mit unter-
schiedlichen Brechungsindizes fiihrt zu einer dramatischen Abnahme der Transparenz.
Der Brechungsindex von Wasser betrégt 1,33, Fibrillen und Lipidmembranen besitzen
jedoch einen Brechungsindex von 1,39-1,47 [45]. Alle Kldrmethoden verfolgen die Idee,
den Brechungsindex einer Probe zu homogenisieren. Dabei konnen einzelne Komponen-
ten entfernt, getauscht oder modifiziert werden [35].

Das erste Klarverfahren von Gewebe wurde von Werner Spalteholz im Jahr 1911 ent-
wickelt [46]. Werner Spalteholzs Interesse galt der Untersuchung von Arterien im Her-
zen. Dabei bemerkte er, dass eine Klarung des Muskelgewebes sehr hilfreich fiir seine
Arbeit wire. Aus fritheren Forschungen war ihm bekannt, dass Muskelgewebe durch
Dehydration mit Alkohol, gefolgt von einer Behandlung mit Xylol und einer Lagerung
in Kanadabalsam, transparent wird [46]. Jedoch waren die Ergebnisse fiir ganze Her-
zen ungeniigend. Spalteholz fand heraus, dass Gewebe maximal transparent wird, wenn
kein Licht an der Gewebeoberfliche reflektiert wird. Dies ist der Fall, wenn das Me-
dium und das behandelte Gewebe den gleichen Brechungsindex besitzen. Spalteholz
entwickelte eine Kldarmethode, die auf Wintergrinél und Benzoesédurebenzylester (BB)
basiert, um eine optimale Transparenz von Muskelgewebe zu erreichen. Nachteilig ist
die Schrumpfung der Probe nach dieser Behandlung.

Aus diesem Protokoll entwickelten sich weitere Protokolle, welche zwei Schritte enthiel-
ten: (1) Dehydrierung mit Auflésen von Lipiden und (2) weitere Auflésung von Lipiden
mit einer Angleichung des Brechungsindexes in einer Klarlosung [35].

2008 wurde von Becker et al. ein neues Klérprotokoll veréffentlicht [38]. Das Klarme-
dium besteht aus einem Teil Benzylalkohol (BA) und aus zwei Teilen Benzoesédure-
benzylester (BB). Nach beiden Komponenten wird dieses Protokoll BABB-Protokoll
genannt. Es erzielt eine exzellente Kldrung von Maushirnen und Fruchtfliegen [7]. Auch
bei diesem Protokoll kommt es zu einem Schrumpfen der Probe. Ein weiterer Nachteil
dieser Kldarmethode ist die Instabilitdt von fluoreszierenden Proteinen wie z. B. GFP.
Bei der Dehydrierung selbst wird ein Grofteil des GFP zerstort [47] und die verblei-
bende Fluoreszenz wird in wenigen Wochen zusétzlich drastisch reduziert.

Dieses Problem kann jedoch durch eine Stabilisierung des pH-Wertes behoben wer-
den [47]. Durch die Verwendung von 1-Propanol oder tert-Butanol kann der Verlust
wéahrend des Dehydrierungsschrittes verringert werden. Durch das Hinzufligen von Trie-
thylamin kann der pH-Wert der BABB-Klarlosung auf einen bestimmten pH-Wert ein-
gestellt werden. Diese Methode wird als FluoClearBABB-Methode bezeichnet. Mit die-

ser Methode kénnen Mausgehirne fiir mehrere Jahre gelagert werden, ohne dass die
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Fluoreszenz drastisch reduziert wird. Dieses Protokoll ist auch fiir die Klarung von
ganzen Rattenhirnen geeignet [48], wobei durch die stirkere Myelinisierung und Gro-
e der Gehirne im Vergleich zu Maushirnen eine Klarung erschwert wird. Fiir stark
myelinhaltige Proben (z.B. das zentrale Nervensystem) wurde das 3DISCO-Protokoll
entwickelt [49].

Im Laufe der letzten Jahre wurden mehrere weitere Klarmethoden entwickelt. In dieser
Dissertation wurden nur Proben, welche mit dem FluoClearBABB-Protokoll behandelt
worden sind, untersucht. Welche Methode am besten geeignet ist, hangt von der jewei-
ligen Probe ab [50]. Auch unterscheiden sich die einzelnen Klarmethoden in Bezug auf
die Aufwendigkeit/Kosten und Dauer der Klarung [35].

Die FluoClearBABB-Methode zeichnet sich durch eine relativ geringe Dauer des Klar-
vorgangs aus, selbst bei ganzen Rattengehirnen sind nur 8 Tage notwendig [48]. Jedoch
sind nicht alle Kunststoffe resistent gegeniiber der BABB-Losung, so dass spezielle
Objektive verwendet werden miissen. Ein anderer Nachteil kann das Schrumpfen der
Probe sein. Jedoch kann dieses auch ein Vorteil bei der Untersuchung von grofien Pro-
ben, wie z. B. bei kompletten erwachsenen Méusen, darstellen (uDISCO-Protokoll) [51].
Mit diesem Protokoll kann die Probengroe bis zu 65% verkleinert werden. Durch die
Dehydrierung werden die Proben hart und somit kénnen auch lange Proben (z.B. die
Wirbelsdule einer Maus) untersucht werden [51].

Fiir das Klédren von ganzen Maushirnen gibt es aufler der Verwendung von organischen
Loésungsmitteln noch zwei weitere Ansétze.

Der erste Ansatz zielt auf die Entfernung von Lipiden und die Homogenisierung des
Brechungsindexes in der Probe durch eine hydrophile Losung ab [35]. Durch die hy-
drophile Eigenschaft der Losung bleiben die fluoreszierenden Proteine erhalten [52].
Die Klarlosung besteht hiaufig aus Harnstoff und einem Waschmittel (z. B Triton X-
100). Die beiden bekanntesten Protokolle dieser Art sind das CUBIC-Protokoll [52]
und das Scale-Protokoll [53]. Jedoch sind diese Protokolle sehr zeitintensiv. Fiir ein
ganzes Rattengehirn werden mit dem CUBIC-Protokoll 21 Tage benétigt [48]. Durch
das richtige Verhéltnis der einzelnen Komponenten bleibt die Originalgréfie des Gewe-
bes erhalten [53].

Der zweite Ansatz ist das Einbetten in einem Hydrogel. Bei diesem Ansatz werden die
Proteine in einer Probe mit einem Hydrogel verbunden. Beim CLARITY-Protokoll be-
steht das Hydrogel aus Acrylamid, Bisacrylamid und Formaldehyd [54]. Durch passive
Diffusion verlassen die nicht mit dem Hydrogel gebundenen Lipide das Gewebe (PACT)
bzw. der Vorgang wird durch eine Elektrophorese (ACT) beschleunigt. Die meisten
Proteine und Nukleinsduren dndern sich durch die Verlinkung mit dem Hydrogel nicht.
Fir die Klarung mit einer Abwandlung vom passiven CLARITY-Protoll werden fiir ein
ganzes Rattengehirn 4-8 Wochen benétigt [48]. Beim CLARITY-Protokoll kommt es zu

einer Expansion der Probe [35].
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1.6 Spharische Aberrationen in der Mikroskopie

Auf Grund der Tatsache, dass die BABB-Losung einen hohen Brechungsindex von
1,56 aufweist, ist es notwendig, sich mit sphérischen Aberrationen zu beschéftigen [55].
Sphirische Aberrationen treten bei einem Ubergang zwischen zwei Medien mit unter-
schiedlichen Brechungsindizes (n; und 7)2) auf [56]. Das Snelliussche Brechungsgesetz
beschreibt die Beziehung zwischen dem Einfallswinkel a; und dem Winkel des gebro-
chenen Strahls as:

n1 sin (1) = ma sin (a2) (1.3)

Die Winkel beziehen sich auf das Lot. Durch die Nichtlinearitéit dieser Funktion kommt
es zu sphérischen Aberrationen. Je grofier der Einfallswinkel oy ist, desto mehr spielt
diese Nichtlinearitit eine Rolle. Bei einem fokussierten Strahlenbiindel ist die Stérke
der Winkelénderung des Strahls an der Grenzfliche abhédngig von der Entfernung zum
Lot. Bei einem kleinen Einfallswinkel kann die Beziehung zwischen beiden Winkeln als
linear angenommen werden. Dies ist auch der Grund, weswegen sphérische Aberratio-
nen erst bei einer bestimmten numerischen Apertur stark zunehmen. Die Abbildung
1.4 zeigt die Brechung an der Grenzflache zwischen Luft und der Klarlésung.

Durch die Brechung kommt es zu einer Verschiebung des Brennpunktes um Ad =
AFP — NFP, wobei AFP die aktuelle Fokusposition ist und NFP die nominale Fokus-
position beschreibt. Die Beziehung zwischen AFP und NFP lautet:

AFP = 2NFP (1.4)
m

Um die Verschiebung Ad zu kompensieren, muss das Objektiv um die Strecke + bewegt

werden:

v A <1 - 771> Ad (1.5)
2

Eine genaue Herleitung findet sich in der Dissertation von Eugen Baumgart [57]. Wie in

der Gleichung erkenntlich, handelt es sich um eine Ndherung. Bei der Herleitung wurde

tan(ai) ,_ sin(on)

die Naherung tan(a) ~ sn(as) verwendet [57]. Diese Anderung der Lage des Brenn-

punktes spielt bei der Beleuchtung der Probe eine grofie Rolle und wird im Abschnitt
2.1 aufgegriffen.
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Abbildung 1.4: Durch die Anderung des Brechungsindexes an der Grenzfliche zwischen
Luft und dem Medium kommt es nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz zu einer Ande-
rung des Winkels zwischen dem Lot und dem Strahl. Durch diese Verdnderung &ndert sich
die Brennpunktposition des Objektivs. Die durchgezogene Linie zeigt den Strahlverlauf bei un-
terschiedlichen Brechungsindizes (71 < 72). Die gestrichelte Linie stellt den Strahlverlauf bei
einem gleichbleibenden Brechungsindex dar. NFP ist der Abstand zwischen Grenzfliche und
Brennpunkt, wenn der Strahl nicht gebrochen wird. AFP ist die neue Entfernung zwischen
Brennpunkt und Grenzfliche, wenn der Strahl gebrochen wird.

Durch diese nichtlineare Winkeldnderung an der Grenzfliche treffen sich nicht alle

Strahlen in einem Punkt. Es kommt somit zu einer Verwischung des Brennpunktes.

1.7 Die Aberrationsfunktion

Aberrationen kénnen durch eine Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) beschrieben werden.
Ziel ist es, eine Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) zu finden, welche nur von NFP und p
abhéngig ist [58], wobei p eine normalisierte Koordinate ist, die Werte von 0 bis 1 an-
nehmen kann. Hierzu betrachten wir die Abbildung 1.5. In dieser Abbildung sind zwei
Strahlen, die aus dem selben Punkt P kommen, dargestellt. Der Strahl a zeigt den Ver-
lauf ohne eine Anderung des Brechungsindexes und Strahl b zeigt den Verlauf bei einer
Anderung des Brechungsindexes. Beide Strahlen besitzen dieselbe numerische Apertur
NA = mgsin (0,). Nach der Grenzfliche verlaufen beide Strahlen parallel zueinander.
Die Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) entspricht der Differenz der optischen Wegléngen
der Strecken [; und ls. Fiir die Ausbreitung in einem Medium mit dem Brechungsindex

1 innerhalb einer Strecke [ gilt fiir die optische Weglédnge L:

L =nl (1.6)
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Die optische Weglidnge L ist die Streckenlénge, fiir die Licht im Vakuum die gleiche
Zeit bendtigt, wie in einem Medium mit dem Brechungsindex 7. Das bedeutet, Strecken
mit gleicher optischer Weglinge verfiigen dementsprechend tiber die gleiche Anzahl an
Wellenldngen und dieselbe Phasendnderung [59]. Nach dem Fermatschen Prinzip nimmt
Licht stets den Weg mit der geringsten optischen Weglénge [59].

Berechnet man die Differenz der optischen Wegldngen 71/1 und 72l2, so erhélt man den
Gangunterschied zwischen einem System mit Grenzfliche (171 # 72) und einem ohne

Grenzflache (n1 = n2).

n, n,

b

Abbildung 1.5: Strahl a zeigt den Verlauf ohne eine Anderung des Brechungsindexes. Strahl
b zeigt den Verlauf bei einer Anderung des Brechungsindexes. Beide Strahlen starten von Punkt
P und haben die gleiche NA. Anders als in der Publikation [58] beschrieben, gilt fiir diese
Zeichnung 72 > 1. Nach [58].

Die Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) ist die Differenz zwischen beiden optischen Weg-
langen n1l; und ngly [58]:
U (p, NFP) = maly —ml (1.7)

Fiir die Strecken l; und Iy ergeben sich nach geometrischen Uberlegungen folgende

Zusammenhénge:

_ NFP
~ cos (f2)

und [; = [y cos (01 — 62) (1.8)

Unter Berticksichtigung des Additionstheorems cos ( + y) = cos (x) cos (y)—sin (z) sin (y),
der Beziehung sin (z)*+cos (2)? = 1 und des Snelliusschen Brechungsgesetzes 1, sin (6;) =
n2sin (02) ergibt sich fir ¥ (p, NFP) [58]:

U (p, NFP) = NFP (72 cos (02) — n1 cos (61)) (1.9)

sin(61)
sin(ay)

mogliche Winkel ist, welcher durch die NA des Objektivs gegeben ist. Die Funktion

Nun wird der normalisierte Radius p = eingefithrt, wobei «; der maximal
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VU (p, NFP) kann jetzt als Funktion von NFP und p beschrieben werden [56]:

U (p, NFP) = NFPy; sin (o) {\/csc (a2)? — p? — yJese () — p2] (1.10)

Die Funktion csc(z) = ﬁ ist die Kosekansfunktion und es wurde die Beziehung
cos (2)2 = 1 — sin (z)? verwendet. Die Beziehung zwischen a1 und ay ist durch das

Snelliussche Brechungsgesetz gegeben:
71 sin () = 7 sin () (1.11)

Die Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) kann als Summe aus Zernike-Polynomen Z)"(p, ¢)
dargestellt werden [60]. Diese Summe konvergiert schnell, so dass nur die ersten Terme
berechnet werden missen [56].

Zernike-Polynome sind orthogonal zueinander und werden mit einem hochgestellten und
einem tiefgestellten Index beschrieben. Die tiefgestellte Zahl n entspricht dem héchsten
Grad des Polynoms. Die hochgestellte Zahl m gibt die azimutale Ordnung an [61]. m
ist stehts gleich oder kleiner als n. Z)'(p, ¢) ist eine Funktion der normalisierten ra-
dialen Lénge p und dem azimutalen Winkel ¢. Da das Problem nicht vom azimutalen
Winkel abhéngt, fallen alle Terme mit m # 0 weg [58]. Mit einer Linearkombination, be-
stehend aus Zernike-Polynomen kénnen, Wellenfrontaberrationen beschrieben werden,
wobei jedes einzelne Polynom einen optischen Abbildungsfehler beschreibt. Je héher
die Ordnung der Polynome ist, desto komplexer ist der beschriebene Bildfehler. Die
Darstellung von V¥ (p, NFP) mit den Zernike-Polynomen lautet [56]:

U (p,NFP) = NFPnisin (on) | Y. AnoZ,) (p) (1.12)
n=0

n gerade

Die Zernike-Polynome mit m = 0 kénnen durch folgende Funktion berechnet werden:

0 e B (D)= 9)
Zy(p) =vn+1 Z an ® (1.13)
né&gde . .

Fiir die ersten vier geraden Zernike-Polynome mit m = 0 ergeben sich folgende Terme
[56]:

n  Z9(p) Beschreibung

0 1 Konstante

2 V3(2p%-1) Defokussierung

4 /5 (6p* —6p* +1) Spharische Aberration erster Ordnung
6 7 (20p6 — 30p* + 12p? — 1) Sphérische Aberration zweiter Ordnung

Tabelle 1.1: In der Tabelle sind die ersten vier geraden Zernike-Polynome mit m = 0 aufge-
listet.
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Das erste Polynom ist eine Konstante und verursacht keine Bildfehler. Der zweite Term
beschreibt die Defokussierung. Dieser Abbildungsfehler kann durch eine einfache Fo-
kussierung behoben werden. Die nachfolgenden Terme beschreiben verschiedene Ord-
nungen von sphérischen Aberrationen. Es zeigt sich, dass es ausreicht nur die 1. und 2.
sphérische Ordnung zu betrachten (siche Unterabschnitt 3.4.1). Diese Bildfehler kon-
nen nicht einfach reduziert werden. Durch eine geschickte Auswahl von verschiedenen
Linsen kénnen die sphérischen Aberrationen jedoch kompensiert werden. Der Vorfaktor
Ay o kann durch folgende Formel analytisch berechnet werden [58]:

AnO = Bn (051) - Bn (052) (114)

)

Wobei fiir B, (a) gilt:

tan™ 1 (%)

By (a) = {1 - (Z;;) tan® (‘;)] TCEoES (1.15)

In Abbildung 1.6 sind die ersten vier geraden Zernike-Polynome mit m = 0 abgebil-
det.
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Abbildung 1.6: Die Abbildung zeigt die ersten vier geraden Zernike-Polynome mit m = 0.
Die Formeln fiir die einzelnen Polynome konnen der Tabelle 1.1 entnommen werden.

1.8 Abhangigkeit der Punktspreizfunktion von sphérischen
Aberrationen

Die Punktspreizfunktion (PSF) beschreibt, wie eine punktférmige Lichtquelle von ei-
nem optischen System abgebildet wird [59]. Eine mikroskopische Aufnahme ist immer
eine Faltung zwischen der Objektfunktion und der Punktspreizfunktion. Im Idealfall
ist die Ausdehnung der Punktspreizfunktion nur durch die Beugungseigenschaft des
Lichts bestimmt. Jedoch kénnen Aberrationen die Punktspreizfunktion in alle Raum-

richtungen verbreitern. Es kommt zu einer Verschlechterung der Aufnahmequalitét des
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Mikroskops. Fiir ein Objektiv mit der numerischen Apertur NA = 7sin (a) kann die
Abbildungspunktspreizfunktion I4pp. (v, u, NFP) analytisch berechnet werden [56]:

1 2 2
L, (0.0, NFP) = | [P (p,NFP) exp (z“é’) Jo (p) pdp (1.16)
0
v ist die laterale optische Einheit:
2
v = 7;”7" sin (a) (1.17)
u ist die axiale optische Einheit:
8 2
w= ”A”Z sin (‘;) (1.18)

r und z sind die radiale bzw. axiale Entfernung zum Koordinatenursprung. Jo(z) ist die
Bessel-Funktion erster Art, 0. Ordnung. P (p, NFP) ist die Pupillenfunktion und be-
riicksichtigt mogliche Aberrationen. Der Zusammenhang zwischen der Pupillenfunktion
P (p,NFP) und der Aberrationsfunktion ¥ (p, NFP) lautet [56]:

P (p,NFP) = eap [ZQ;\I/ (p, NFP)} (1.19)

Fiir eine aberrationsfreie Abbildung ist P (p, NFP) gleich 1. Im vorherigen Abschnitt
wurde gezeigt, dass es im Falle einer planaren Grenzfliche zwischen zwei Medien mit
unterschiedlichen Brechungsindizes moglich ist, einen analytischen Ausdruck fir die
Aberrationsfunktion zu finden. Somit ist eine Abschitzung iiber die Auswirkung von
sphérischen Aberrationen auf die Punktspreizfunktion moglich.

In der lateralen Ebene mit z = 0 kann die zweidimensionale aberrationsfreie Detekti-

onspunktspreizfunktion . (v,0) wie folgt beschrieben werden [62]:

2
Lapp. (v,0) = <W> (1.20)

v

J1(z) ist die Bessel-Funktion erster Art, 1. Ordnung.
Fiir die axiale Richtung mit » = 0 kann I gpp. (0, u) durch folgenden Ausdruck beschrie-

ben werden [62]:

. 2
La, (0,) = (W} (1.21)

Die totale Punktspreizfunktion ;.4 ist das Produkt aus der Abbildungspunktspreiz-
funktion I4p, und der Beleuchtungspunktspreizfunktion Ig.;. [55]. Fiir ein Lichtschei-
benmikroskop mit einem gaufformigen Strahlprofil ist die Beleuchtungspunktspreiz-

funktion gegeben durch [62]:

222
IB 1. = eXp (—) (122)
e ’LU(Q)
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Wobei bei w? die Intensitiit des Strahls um e? abgesunken ist. Somit ergibt sich fiir die

totale Punktspreizfunktion I;.;q; folgende Formel:

222
Liotar = Lapy. €xp | ——= (1.23)
Wo

1.9 Laterale und axiale Auflosung

In diesem Abschnitt wird die Auflésung von selbstleuchtenden Objekten betrachtet.
Die laterale Auflésung eines Lichtscheibenmikroskops wird durch die numerische Aper-
tur NA bestimmt. Die laterale Punktspreizfunktion besitzt ein Hauptmaximum mit
mehreren konzentrischen Ringen. Das Rayleigh-Kriterium definiert die laterale Auflé-
sung als den Abstand zwischen dem Hauptmaximum und dem ersten Minimum [59].
Zwei selbstleuchtende Punkte miissen also diesen Abstand zueinander haben, um ge-
trennt aufgelost zu werden. Die Abbildung 1.7 verdeutlicht das Rayleigh-Kriterium.
Die laterale Auflosung unter dem Rayleigh-Kriterium kann folgendermafien berechnet

werden [63]: 061
dRayleigh = .’ZVA (124)

Experimentell ist es einfacher, die Halbwertsbreite einer lateralen Punktspreizfunktion

zu messen. Die Halbwertsbreite fiir einen selbstleuchtenden Punkt ergibt sich durch

folgende Gleichung;:
0,51\
dFwHM,xy = NA (1.25)

Die Beziehung drayleigh und dpwhM,xy ist mit guter Néherung:

dRayleigh = 1, 2 dpwHM xy (1.26)

Im Abschnitt 4.3.1 wird auf den Einfluss der Bildpunktgréfie des Bildsensors auf die

laterale Auflésung eingegangen.

Die axiale Auflésung eines Lichtscheibenmikroskops ist zum einen von der numerischen
Apertur des Detektionsobjektivs und zum anderen vom Taillenradius w des Lichtblat-
tes abhéngig [55]. Fiir eine Punktquelle ergibt sich bei einer homogenen Beleuchtung

eine axiale Halbwertsbreite von [63]:

0,88\

d 2=
FWHM, N V- NA

Wobei 1 der Brechungsindex des Mediums ist, in der sich die Punktquelle befindet.

(1.27)

Durch die Beleuchtung mit einem diinnen Lichtblatt kann die axiale Halbwertsbreite

der totalen axialen Punktspreizfunktion verringert werden.
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Abbildung 1.7: Verdeutlichung des Rayleigh-Kriteriums fiir die laterale Auflosung drayieigh
eines Mikroskops. Die rote Kurve ist die Summe von zwei Helligkeitsverteilungen zweier be-
nachbarter Punkte, die nach diesem Kriterium aufgelost werden konnen. Die gestrichelte Linie
verdeutlicht die Position des ersten Minimums der linken lateralen Punktspreizfunktion.

1.10 Fokusstabilisierung in der Mikroskopie

Fiir die Qualitidt der Bildaufnahme ist entscheidend, ob sich das Zentrum des Licht-
blattes im Fokus des Detektionsobjektivs befindet. Gerade bei Messungen iiber einen
langeren Zeitraum kann es zu einem Verlust der Bildqualitdt durch Defokussierung z. B.
durch thermischen Drift kommen. Die Schérfentiefe dgr ist die axiale Ausdehnung, in
der die Probe scharf abgebildet wird. Diese ist abhingig von der NA des Detektionsob-
jektivs, dem Brechungsindex des Mediums 7, der Wellenldnge A, der Vergréflerung M
und schliefllich der Breite e einer Zelle des Bildsensors [64]:

= A7 + U e
NA2 M-NA

dsr (1.28)

Der erste Term beschreibt die beugungsbedingte Schérfentiefe bei einem Detektor mit
einer infinitesimal kleinen Zellengréfle. Der zweite Term beschreibt den Einfluss der
Zellenbreite des Sensors. Je grofer die Zellenbreite e, desto unempfindlicher ist die An-
derung der Bildschérfe gegeniiber einer Defokussierung.

Bei Messungen mit einem Deckglas oder wenn sich die Probe auf einem Objekttriager
befindet, kann die Glasgrenzschicht fiir die Fokusstabilisierung ausgenutzt werden [65].
Ein Infrarotstrahl, welcher durch das Detektionsobjektiv transmittiert wird, wird von
der planaren Grenzflache reflektiert. Ein Detektor misst die Position des reflektierten
Strahls. Kommt es zu einer Anderung des Abstandes zwischen Grenzfliche und Ob-
jektiv, dndert sich auch die Position des reflektierten Strahls. Bei einer Anderung der
Strahlposition wird die Objektivposition gedndert, bis der Strahl wieder auf die alte
Position trifft. Diese Methode ist jedoch nicht praktikabel, wenn die gemessene Ebene

in der Probe sich dauernd &ndert, bzw. wenn iiberhaupt keine geeignete Grenzflache
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vorhanden ist [66]. Bei der Lichtscheibenmikroskopie ist dies héufig der Fall.

Hier bietet sich die Verwendung der Kontrastmethode an. Dabei werden Bilder mit un-
terschiedlichen Abstédnden zwischen Detektionsobjektiv und Probe [67] aufgenommen.
Dieser gewonnene Bildstapel wird daraufthin ausgewertet. Durch den Vergleich zwischen
mehreren Aufnahmen ist es moglich, die beste Fokusposition zu bestimmen. Auch ist es
moglich, diese Methode mit dem Fibonacci-Suchalgorithmus [68,69] zu verbinden, um
die Anzahl der bendétigten Bilder zu verringern. Bei diesem Algorithmus wird versucht,
mit moglichst wenigen Aufnahmen die beste Fokusposition zu bestimmen. Fiir diese
Methode wurden verschiedene Fokusfunktionen, um die Bildqualitidt zu bestimmen,
entwickelt. Am Ende dieses Abschnittes werden die bekanntesten Fokusfunktionen er-
ldutert. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass mehrere Bilder aufgenommen werden
miissen, dieses kann bei lichtempfindlichen Proben zu Problemen fithren, da es zu einer
langeren Beleuchtung der Probe fiihrt. Da mehrere Aufnahmen bendtigt werden, ist
diese Methode relativ langsam.

Royer et al. benutzten die Kontrastmethode bei der Untersuchung von Zebrafischlar-
ven {liber einen langeren Zeitraum mittels Lichtscheibenmikroskopie [70,71]. Mit der
entwickelten Software wurden bis zu 10 Freiheitsgrade mit jeweils zwei Beleuchtungs-
pfaden und Detektionspfaden (z.B. Neigungswinkel des Lichtblattes) optimiert, um
eine Probe in einer zylinderféormigen Kiivette mit hoher Qualitdt abzubilden. Bei der
Publikation von Royer et al. werden fiir die automatische Fokussierung jedoch mehrere
Aufnahmen benétigt. Fiir die Kontrastmethode gibt es mehrere Fokusfunktionen, die
verwendet werden koénnen, um die beste Position des Detektionsobjektivs zu finden.
Eine Fokusfunktion sollte folgende drei Punkte befolgen [69]:

1. Die Fokusfunktion sollte mdglichst schnell berechenbar sein, um eine schnelle

Fokussierung zu erreichen.

2. Der Wert der Fokusfunktion sollte in Abhéngigkeit der Fokussierung monoton

wachsen bzw. fallen und die Lage des Maximums sollte eindeutig sein.
3. Die Fokusfunktion sollte robust gegeniiber zusétzlichem Rauschen sein.

Royer et al. teilten die Fokusfunktionen in vier Klassen ein [72]. Es sei angemerkt, dass
sich die Einteilung der Fokusfunktionen in Klassen innerhalb verschiedener Publikatio-
nen von unterschiedlichen Autoren unterscheidet [73,74].

Bei der ersten Klasse wird der Gradient zwischen den Bildpunkten betrachtet. Die zwei-
te Klasse benutzt Korrelationen zwischen benachbarten Bildpunkten. Die dritte Art
verwendet einen statistischen Ansatz iiber die Gesamtheit der Bildpunkte. Die letzte
behandelte Klasse verwendet eine spektrale Untersuchung der Aufnahmen. f (z,y) be-

schreibt die Grauwerte in einem Bild mit der Groéfie von M x N Bildpunkten.
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Gradient:

Bei der ersten Klasse wird der Gradient zwischen jeweils zwei Bildpunkten betrach-
tet. Hierzu wird die Differenz zwischen benachbarten oder weiter voneinander liegen-
den Bildpunkten betrachtet oder es wird eine Kantendetektion (z.B. Sobel-Filter oder
Laplace-Filter) verwendet. Nachteilig ist, dass der Gradient sehr sensitiv gegeniiber
Rauschen ist [70]. Um diese Empfindlichkeit zu verringern, kann zunéchst ein Tiefpass-

filter verwendet werden [75].
Bezeichnung der Fokusfunktion Formel

N—-1M=3

Brenner [76] > Y (fy+2) = f(2,y)

=0 y=0

N—1M-2
Squared Gradient > X (fla,y+1) — f(z,y)°

Tenengrad [69] > 2 (Se(z,y)+ Sy (x,y))

Tabelle 1.2: In der Tabelle sind drei Beispiele fiir Fokusfunktionen, welche auf Bildung eines
Gradienten beruhen, aufgelistet. S, und Sy sind die Bilder nach der Faltung mit den Sobel-
Operatoren.

Korrelation:

Ein anderer Ansatz ist die Berechnung von Korrelationen zwischen den einzelnen Bild-
punktwerten. Der Vorteil dieser Methode ist ihre Robustheit gegeniiber Rauschen. Das
Rauschen wird bei der Bildung der Korrelation herausgemittelt [77]. Die beiden be-
kanntesten Funktionen sind die von Vollath entwickelten F'4- und F'5-Funktionen (siche
Tabelle 1.3) [78]. Bei diesem Ansatz wird angenommen, dass die Korrelation zwischen
benachbarten Bildpunkten weniger stark ist, wenn sich die Probe im Fokus befindet.
Korrelative Fokusfunktionen scheinen sich besonders fiir kontrastarme Proben zu eig-
nen [79].

Bezeichnung der Fokusfunktion Formel

N—-1M=3

N—1M-2
F5 ZO ZO (f (z,y) f (x,y + 1)) — MNp?
z=0 y=

Tabelle 1.3: In der Tabelle sind zwei Fokusfunktionen aufgelistet, welche Korrelationen zwi-
schen benachbarten Bildpunkten untersuchen. y ist der Intensitdtsmittelwert.
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Statistischer Ansatz:
Ein weiterer Ansatz ist eine statistische Bildanalyse. Hierzu wird eine statistische Grofie
berechnet (z.B. Mittelwert oder Varianz). Diese zeichnet sich haufig durch schnelle

Berechenbarkeit aus.

Bezeichnung der Fokusfunktion Formel

N—-1M-1

Intensitétsmittelwert w7 o > (f(zy)
=0 y=0
Maximale Intensitét Mazx (f (z,y))
_ | NziMo )
Varianz ~ir 2 > (f(zy)—p)
z=0 y=0

Tabelle 1.4: In der Tabelle sind drei Fokusfunktionen aufgelistet, welche sich auf statistische
Groflen beziehen. p ist der Mittelwert der Bildpunkte.

Spektraler Ansatz:

Der letzte genannte Ansatz ist die spektrale Untersuchung der Bilder. Dabei wird bei
den Aufnahmen eine Transformation durchgefiihrt. Beispiele solcher Transformatio-
nen sind: Diskrete Fourier-Transformation (DFT), Diskrete Kosinus-Transformation
(DCT) [80] oder die Diskrete Wavelet-Transformation (DWT). Fiir die transformier-
ten Bilder kénnen verschiedene Entropien berechnet werden, z. B. die Shannon-Entropie
oder die Bayes-Entropie. Bei einem unscharfen Bild besitzt das tranformierte Bild einen
groflen Anteil von kleinen Frequenzen und bei einem scharfen Bild besitzt das transfor-
mierte Bild eher ein gleichméBiges Spektrum {iber alle moglichen Frequenzen [80] und
besitzt somit eine groflere Entropie. Je fokussierter das Bild ist, desto grofler ist die
Entropie des transformierten Bildes. Ein grofler Nachteil ist die Rechenzeit, welche fiir

die Transformationen benétigt wird.






2 Aufbau des Mikroskops

2.1 Anforderungen an das Mikroskop

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Lichtscheibenmikroskop gebaut, welches mehre-
ren Anforderungen gerecht werden soll. Es dient zur Untersuchung von Maushirnen,
die nach dem FluoClearBABB-Protokoll gekldrt wurden. Als Ansatz wurde das Licht-
scheibenmikroskop, welches von Schwarz et al. entwickelt wurde [47], gewéhlt. Jedoch
wurden diverse Komponenten gedndert. In Abschnitt 6.8 werden die Unterschiede aus-
fiihrlich diskutiert.

Gekliarte Maushirne besitzen eine typische Ausdehnung von 7x13x5mm?. Eine totale
optische Vergroflerung von 4x bei einer numerischen Apertur von 0,3 erscheint fiir die
Messung eines kompletten Gehirns als verniinftig [47]. Es ist zu beachten, dass bei einer
hohen Vergréflerung die Datenmenge drastisch zunimmt, da mehr Bilder aufgenommen
werden miissen. Fiir Teilausschnitte ist jedoch eine hohe Auflésung wiinschenswert, des-
halb muss ein schnelles Wechseln des Beleuchtungsobjektivs moglich sein.

Um eine gleichméBige Beleuchtung entlang der Scanrichtung zu erreichen, wird die
Lichtscheibe durch einen gescannten fokussierten Laserstrahl erzeugt. Durch diese Bau-
weise kann die Beleuchtungsbreite in Scanrichtung iiber einen groflen Bereich eingestellt
werden und fiir jedes verwendete Detektionsobjektiv kann somit die passende Beleuch-
tungsbreite gewahlt werden. Das Mikroskop wurde fiir eine maximale Beleuchtungs-
breite von 13,312 mm bei einer Vergréflerung von 1x ausgelegt.

Durch Streuungen in der Probe kann es zur Bildung von Streifenartefakten kommen.
Die Probe ist zwar geklért, jedoch ist diese nicht vollstdndig transparent und es sind
immer noch Streuzentren vorhanden. Durch eine Schwenkung des Lichtblattes wéh-
rend der Bildaufnahme kénnen Streifenartefakte deutlich reduziert werden [47,81]. Die
Reduktion von Streifenartefakten durch eine Schwenkung des Lichtblattes wird in Ab-
bildung 2.1 verdeutlicht. Es ist auch moglich, Streifenartefakte durch eine spétere Bild-
bearbeitung zu entfernen [82,83]. Die verwendeten Algorithmen beruhen héufig auf der
Verwendung von Fourier-Transformationen. Jedoch wiirde diese zusétzliche Bildbear-
beitung einen groferen Zeit- und Arbeitsaufwand bedeuten.

Wegen der imperfekten Transparenz des Gehirns ist es nicht moglich, beide Gehirn-
hélften mit einer Beleuchtungsseite aufzunehmen, ohne die Probe zu drehen. Deshalb

wurde eine beidseitige Beleuchtung installiert. Fiir Messungen in der Gehirnmitte ist

23
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es moglich, jeweils ein Bild von jeder Seite aufzunehmen. Das resultierende Bild kann
durch Mittelung der beiden Bilder entstehen oder der hohere Intensitédtswert von beiden
Aufnahmen wird verwendet.

A normale Lichtscheibe B
Streifenartefakte

Probe

(' schwenkbare Lichtscheibe D

reduzierte Streifenartefakte -~

Abbildung 2.1: A Durch Streuung an Streuzentren (schwarze Punkte) in der Probe kén-
nen Streifenartefakte entstehen. C Durch Schwenken der Lichtscheibe wahrend der Aufnahme
koénnen Streifenartefakte nach den Streuzentren reduziert werden. B Aufnahme von einem ge-
klarten Maushirn ohne Schwenkung der Lichtscheibe. D Aufnahme vom selben Bereich mit
Schwenkung der Lichtscheibe. Der weifle Pfeil gibt die Beleuchtungsrichtung an.

Durch die Grofle der Probe ist es notwendig, mehrere Bildstapel aufzunehmen, die nach
der Messung zusammengefiigt werden. Deshalb muss wahrend der Messung die Proben-
position gedndert werden. Durch die Bewegung der Kiivette in der x-Richtung kommt
es wegen der unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft und der BABB-Loésung zur
Anderung der Strahltaillenposition (Abbildung 2.2). Aus diesem Grund muss eine Ver-
schiebung der Strahltaille wihrend der Messung moglich sein. Diese Verschiebung kann
durch eine Verschiebung des Beleuchtungsobjektivs erreicht werden. Wird die Kiivette
in x-Richtung um Azgivette bewegt, so muss die Position des Beleuchtungsobjektivs

um Azpo gedndert werden [57]:

1
""BABB

Azgo = (1 — ) AZKiivette (2.1)

Die verwendeten Detektionsobjektive diirfen nicht empfindlich gegeniiber der BABB-
Losung sein. Deshalb wurden spezielle Eintauchobjektive fiir das Mikroskop verwen-
det.
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Abbildung 2.2: Korrektur der Beleuchtung: Durch die unterschiedlichen Brechungsindizes
der BABB-Losung und Luft kommt es zu einer Verschiebung der Strahltaille bei einer Bewegung
der Kiivette in x-Richtung. A und B Die Strahltaille und das Detektionsobjektiv liegen bei einer
Bewegung der Kiivette in x-Richtung nicht mehr auf einer Linie. C und D Durch die Bewegung
des Beleuchtungsobjektivs kann diese Verschiebung kompensiert werden.

2.2 Grundlegender Aufbau des Mikroskops

2.2.1 Beleuchtungseinheit

Die Abbildung 2.3 zeigt eine Aufsicht der Beleuchtungseinheit. Der Laserstrahl wird aus
einer Einzelmodenfaser emittiert. Durch diese Einkopplung mit einer Faser erreicht man
eine genaue Uberlagerung von mehreren Lasern und eine klar definierte TEMgo-Mode
als transversale Ausgangsmode. Der Strahldurchmesser wird mit einem Strahlaufweiter
um den Faktor 20 vergroflert. Dies hat den Vorteil, dass mit einer motorisierten Iris der
Strahltaillenradius fiir die Beleuchtung eingestellt werden kann.

Um die Moglichkeit der beidseitigen Beleuchtung zu realisieren, wird der Strahl mit



26 2 Aufbau des Mikroskops

einem Strahlteiler in zwei Strahlen mit gleicher Intensitét geteilt. Beide Strahlen durch-
laufen einen optischen Chopper, welcher mit der Kamera synchronisiert ist. Der Chop-
per kann mit einem Schrittmotor auf drei Positionen gefahren werden. Bei beiden du-
Beren Positionen wird die Probe durchgehend nur von einer Seite beleuchtet. Befindet
sich der optische Chopper in der mittleren Position, kénnen Aufnahmen von beiden
Beleuchtungsseiten gemacht werden. Die Zeichnung 2.4 verdeutlicht die drei mdglichen
Positionen des optischen Choppers.

Das erste Galvanometer (Galvanometer 1) ist fiir die Erzeugung der Lichtscheibe not-
wendig. Das Galvanometer befindet sich im hinteren Brennpunkt der Linse 1.

Das Galvanometer nach der ersten Linse (Galvanometer 2) ist fiir die Schwenkung des
Lichtblattes notwendig. Dieses Galvanometer befindet sich im hinteren Brennpunkt der
Linse 2. Hinter Linse 2 befindet sich das Beleuchtungsobjektiv. Beim Beleuchtungs-
objektiv handelt es sich um ein Luftobjektiv mit einem groflen Arbeitsabstand. Alle
Galvanometer und Linsen befinden sich auf einem motorisierten Linearversteller, um
die x-Position der Strahltaille &ndern zu kénnen.

Die Probe befindet sich in einer Kiivette aus Quarzglas. Die linke Seite zeigt den Einfluss
des ersten Galvanometers. Die rechte Seite zeigt den Einfluss des zweiten Galvanome-
ters. Die Abbildung 2.6 im Unterabschnitt 2.3.1 zeigt eine 3D-Ansicht der Beleuch-

tungseinheit.

Strahlteiler
— Strahlaufweiter Iris [ ] optischer Chopper
Kollimator
r— — =1 r— — — A
fhll\';lll()lll('f(‘?' 1
| |
| |
| |
> < > | [Linse 1
”””” \ [ ——— == = \
|] b \\ ‘
[} | m o
_——— ’ | e 4/ ‘
- — L . _ Galvanometer 2
Linse 2 Beleuchtungsobjektiv ~ Proben- Beleuchfungsobjektiv: inge 2

kammer

Aufsicht

Abbildung 2.3: Aufsicht des Strahlengangs: Der kollimierte Strahl wird mit einem Strah-
aufweiter aufgeweitet. Mit der Iris kann der gewiinschte Strahldurchmesser ausgewéhlt werden.
Die linke Seite zeigt die Auswirkung des Galvanometers 1. Die Galvanometer 1 sind fiir die Er-
zeugung der Lichtblatter zustdndig. Die rechte Seite zeigt die Auswirkung des Galvanometers
2. Die Bewegung der Galvanometer 2 erzeugen ein Schwenken der jeweiligen Lichtscheibe.



2.2 Grundlegender Aufbau des Mikroskops 27

Abbildung 2.4: Die Zeichnung zeigt die drei moglichen Positionen des optischen Choppers.
Bei A wird der rechte Strahl blockiert und der linke Strahl wird vom Chopper nicht beein-
trachtigt. C zeigt den umgekehrten Fall. Bei B werden beide Strahlen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten blockiert.

2.2.2 Detektionseinheit

Das emittierte Fluoreszenzlicht wird von einem Objektiv gesammelt. Mit Hilfe eines
Linearverstellers kann das Objektiv in z-Richtung bewegt werden. Alle verwendeten
Objektive sind unendlich korrigiert. Zwischen Detektionsobjektiv und Tubuslinse be-
findet sich der Emissionsfilter, der nur das Fluoreszenzlicht transmittiert. Die Filter
kénnen wahrend einer Messung automatisch gewechselt werden. Somit sind Messungen
mit mehreren Farbkanédlen moglich. Hinter dem Filter befindet sich eine Tubuslinse,
die ein Bild auf den sSCMOS-Bildsensor der Kamera projiziert. Abbildung 2.5 zeigt die
Seitenansicht der Detektionseinheit. Die Abbildung 2.7 im Unterabschnitt 2.3.2 zeigt
eine 3D-Ansicht der Detektionseinheit.
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sCMOS Kamera

Tubuslinse

l Emissionsfilter

Detektionsobjektiv

Beleuchtungsobjektiv Kiivette mit Probe

Seitenansicht

Abbildung 2.5: Seitenansicht der Detektionseinheit: Das Lichtblatt befindet sich im Fokus
des Detektionsobjektivs. Durch einen Emissionsfilter wird nur das Fluoreszenzlicht transmit-
tiert. Die Tubuslinse projiziert ein reelles Bild auf den Bildsensor.

2.3 Verwendete Komponenten

2.3.1 Komponenten der Beleuchtungseinheit

Das Mikroskop wurde auf einen optischen Tisch (M-VIS3648-PG2-325A, Newport) mit
einer Luftddmpfung aufgebaut (siche Abbildung 2.6).

Fiir die Beleuchtung steht eine Laserbox (LightHub Compact Laser Combiner, Omi-
cron) mit 3 Lasern mit unterschiedlichen Wellenldngen (488 nm, 561 nm und 633 nm)
zur Verfiigung. Die Laser mit einer Anregung von 488 nm (LuxXplus 488-100, Omicron)
und 633nm (LuxXplus 633-100, Omicron) sind reine Diodenlaser. Fiir die Anregung
bei 561 nm wird ein diodengepumpter Festkorperlaser verwendet (DPSS 561-100, Cohe-
rent). Alle Laser kénnen mit einem analogen oder digitalen Signal angesteuert werden.
Die beiden Diodenlaser konnen jeweils mit einer Frequenz von 250 MHz angesteuert
werden. Der DPSS-Laser kann mit 50 kHz moduliert werden. Die 50 kHz reichen fiir
diese Anwendung komplett aus. Die Laserstrahlen werden in der Box in eine zwei Me-
ter lange polarisationserhaltende Einmodenfaser eingekoppelt. Am anderen Ende der

Faser befindet sich ein Kollimator. Die drei Laserstrahlen besitzen hinter dem Kollima-
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tor folgende Eigenschaften:

Laser Wellenliinge ~Strahldurchmesser (1/e?) M?  Divergenz
[nm] [mm] [mrad]
LuxXplus 488-100 488 0,68 1,09 1,16
LuxXplus 633-100 633 0,69 1,06 1,12
DPSS 561-100 561 0,7 1,06 1,20

Tabelle 2.1: In der Tabelle sind die fiir die drei vorhandenen Laser wichtigsten physikalischen
Groflen eingetragen. Die Werte wurden vor der Auslieferung vom Hersteller gemessen.

M? ist die Beugungsmafzahl und ist der Quotient vom Divergenzwinkel eines realen La-
sers real Und dem Divergenzwinkel eines idealen Gauf3-Strahls ¢aaug mit dem gleichen
Durchmesser an der Strahltaille [84].

M2 = Preal (2.2)
PGau

Der Kollimator ist an einer justierbaren Halterung (Polaris-K1T1, Thorlabs) befestigt.
Alle Laser besitzen eine maximale Ausgangsleistung von 100 mW. Nach dem Auskop-
peln der Laserstrahlung aus der Faser sind noch ca. 70 % der Leistung vorhanden. Dieser
Wert ist typisch fiir Einzelmodenfasern.
Fiir die Umlenkung der Laserstrahlen wurden ein Zoll breite Spiegel (BB1-E02, Thorl-
abs) verwendet. Fiir alle Spiegel wurden Spiegelhalter mit einer geringen thermischen
Drift (Polaris-K1F2, Thorlabs) verwendet. Die Spiegelhalter stehen auf einem massi-
ven, ein Zoll breiten, Aluminiumsockel (RS150/M, Thorlabs) mit dem passenden So-
ckelhalter (RSHT4/M, Thorlabs). Die Sockelhalter wurden mit Klemmgabeln (PF175,
Thorlabs) am optischen Tisch befestigt.
Fiir die Strahlaufweitung wurde ein Galileo-Strahlaufweiter (GBE20-A, Thorlabs) mit
einer festen Aufweitung von 20x und einer niedrigen chromatischen Aberration verwen-
det.
Mit einer motorisierten Iris (IBM 65-D0-35-HiDS, Owis) kann der passende Strahl-
durchmesser eingestellt werden. Die Iris besitzt eine maximale Apertur von 35 mm. Die
motorisierte Iris wird mit einer 1-Achsen Positioniersteuerung fiir DC-Servomotoren
(PS 10-DC, Owis) angesteuert. Fiir die Iris wurden der gleiche Sockel und der Sockel-
halter wie bei den Spiegeln verwendet.
Fiir die Strahlteilung wird ein nichtpolarisierender 50:50 Strahlteiler (CCM5-BS016,/M,
Thorlabs) verwendet. Mit einem optischen Chopper (MC2000B-EC, Thorlabs) kann die
Beleuchtungsseite fiir die Aufnahme bestimmt werden. Der Chopper kann durch einen
Servomotor an drei Positionen gefahren werden (siehe Unterabschnitt 2.2.1). Die pas-
sende Elektronik wurde von der Elektronikwerkstatt am Institut fiir Physikalische und
Theoretische Chemie der Universitdt Bonn entworfen und angefertigt. Es ist auch mog-
lich, anstatt eines optischen Choppers eine Pockels-Zelle in Kombination mit einem

polarisationsabhéngigen Strahlteiler zu verwenden [85]. Jedoch muss dann auf die Po-
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larisation der einzelnen verwendeten Laser geachtet werden.

Durch die Spiegel ist es moglich, den Strahl nochmal zu justieren, bevor dieser auf
den ersten Galvanometerspiegel trifft. Das erste Galvanometer wird mit einer Frequenz
von 270 Hz betrieben. Wegen der hohen Frequenz wird ein Galvanometer anstatt eines
Piezokippspiegels verwendet. Piezokippspiegel konnen nicht so schnell ihre Richtung
dndern wie Galvanometer. Ein Nachteil von Galvanometern ist die thermische Drift
bei Anderung der Raumtemperatur. Die Spiegelapertur des ersten Galvanometers be-
tragt 7mm. Linse 1 ist ein Achromat (AC254-100-A, Thorlabs) mit einer Brennweite
von 100 mm. Der Spiegel des zweiten Galvanometers (dynAXIS L, Scanlab) besitzt
eine Apertur von 20 mm. Dieser schwingt mit einer Frequenz von 40 Hz. Anders als
das schnelle kleine Galvanometer besitzt dieser eine Heizung, um die thermische Drift
zu reduzieren. Die Ansteuerung aller Galvanometer erfolgt mit einem multifunktiona-
len USB-Datenerfassungsgerat (USB-6353, National Instruments). Die Halterungen der
Galvanometer wurden von der Feinmechanikwerkstatt des Instituts fiir Physikalische
und Theoretische Chemie der Universitdt Bonn gebaut.

Hinter dem zweiten Galvanometer befindet sich ein weiterer Achromat (AC508-080-A,
Thorlabs) mit einer Brennweite von 80 mm. Als Beleuchtungsobjektiv wird ein Luft-
objektiv (Planapo 2.0x, Leica) mit einer Brennweite von 50 mm und einem Arbeits-
abstand von 39 mm verwendet. Dieses Objektiv wurde von Leica speziell fiir die Mi-
kroskope Leica Z6 APO und Leica Z16 APO entwickelt. Es zeichnet sich durch einen
groflen Arbeitsabstand und eine grofie Ausgangspupille aus. Auf Grund der Aggres-
sivitdt der BABB-Losung gegeniiber Kunststoffen wurden keine Tauchobjektive fir
die Beleuchtung in Betracht gezogen. Der grofie Arbeitsabstand ist wegen der Kiivet-
tenbreite von 50 mm notwendig. Die grofle Ausgangspupille ist wegen der maximalen
gewilinschten Beleuchtungsbreite von 13,312 mm notwendig. Alle Objektive und Linsen
stehen auf einem Aluminiumsockel (RS150/M, Thorlabs) mit einem passenden Sockel-
halter (UPH150/M, Thorlabs).

Wegen der unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft und BABB-Lésung kommt es
bei der Bewegung der Kiivette in x-Richtung zu einer Positionsdnderung der Strahltaille
(siche Abschnitt 2.1). Um diese Anderung zu kompensieren, kann die Beleuchtungsein-
heit, bestehend aus Galvanometer und Linsen, in x-Richtung bewegt werden. Hierzu
befindet sich die Beleuchtungseinheit auf einer einzelnen 10 mm dicken Aluminiumplat-
te, welche an einem motorisierten Linearversteller (LTM 80-100-HSM, Owis) fixiert ist.
Die beiden Linearversteller werden jeweils mit einer 1-Achsen Positioniersteuerung fiir
2-Phasen-Schrittmotoren (PS 10-32-SM, Owis) angesteuert.
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Abbildung 2.6: Aufsicht auf das Mikroskop. Es sind der Strahlengang (rote Linie) und die
einzelnen Komponenten, welche in Unterabschnitt 2.3.1 beschrieben werden, zu erkennen.

2.3.2 Komponenten fiir die Detektionseinheit

Alle Komponenten der Detektionseinheit sind fest auf einer einzelnen 10 mm dicken
Aluminiumplatte befestigt (siehe Abbildung 2.7). Diese Platte ist wiederum an einem
mechanischen Grob-Feintrieb (Stativsiule fir die Discovery und Axio Zoom Mikro-
skope, Zeiss) befestigt. Der Grob-Feintrieb ist in einen Aluminiumrahmen eingefasst.
Dieser Rahmen ist fest mit dem optischen Tisch verschraubt. Durch den Grob-Feintrieb
koénnen verschiedene Objektive mit sehr unterschiedlichen Abmessungen und Arbeitsab-
stdnden verwendet werden. Fiir das Mikroskop stehen insgesamt drei Luftobjektive von
Leica und zwei fiir organische Fliissigkeiten optimierte Eintauchobjektive von LaVision
BioTec zur Verfiigung. Die Objektive von Leica wurden fiir die Mikroskopmodelle Leica
76 APO und Leica Z16 APO entwickelt. Die Vergréflerungszahl im Objektivnamen be-
zieht sich auf das vorgesehene Mikroskop. Deshalb weicht die tatsédchliche Vergréflerung
bei einer verwendeten Tubuslinse von 200 mm von der angegebenen Vergroflerung ab.

Die Daten der Detektionsobjektive sind der Tabelle 2.2 zu entnehmen.



32 2 Aufbau des Mikroskops

Objektivbezeichnung NA VergoBlerung®  Arbeitsabstand
[mm]

LaVision LVMI-Fluor 4x 0,3 4,44 5,6

LaVision 12x NA 0,53 MI PLAN 0,53 12 10

Leica Planapo 1x 0,1 2x 97

Leica Planapo 2x 0,234 4x 39

Leica Planapo 5x 0,5 10x 19,8

Tabelle 2.2: Daten der Detektionsobjektive. *Die Vergroferung bezieht sich auf eine Tubus-
linse mit einer Brennweite von 200 mm.

Die Objektive konnen mit einem motorisierten Linearversteller (M-112.12S, Physika-
lische Instrumente) auf einer Strecke von 25mm verschoben werden. Der Versteller
besitzt eine Selbsthemmung von 10N, somit kann das Objektiv im Falle eines Strom-
ausfalles nicht auf die Probe heruntersacken. Der Linearversteller wird mit einem 1-
Achsen-Kontrollgerat fiir Schrittmotoren (C-663.11, Physikalische Instrumente) ange-
steuert.

Ein Makroobjektiv (AF Micro-Nikkor 200 mm 1:4D IF-ED, Nikon) dient als Tubuslinse
und zeichnet sich durch geringe Bildfehler bei niedrigen Vergroflerungen aus. Makroob-
jektive sind ganz normale Objektive fiir Spiegelreflexkameras. Sie sind im Vergleich zu
Tubuslinsen fiir rein wissenschaftliche Anwendungen relativ preiswert. Durch eine Rota-
tionseinheit (PRM1/MZ8E, Thorlabs) kann der Emissionsfilter gewechselt werden. Bei
einer Anregungswellenlénge von 488 nm steht ein Bandfilter (525/39 BrightLine HC,
Semrock) zur Verfiigung. Fiir die Anregung mit einer Wellenldnge von 561 nm steht
ein Multibandpassfilter (ZET 488/561m, Chroma) zur Verfiigung. Fiir eine Anregungs-
wellenldnge von 633nm wird ein Multinotchfilter (ZT405/488/561/640rpc, Chroma)
verwendet. Es hat sich herausgestellt, dass fiir die 488 nm Anregung ein Bandfilter im
Vergleich zu einem Notchfilter einen héheren Kontrast bietet, da der Autofluoreszenzan-
teil einen hoheren langwelligeren Anteil besitzt als die Fluoreszenz des EGFP-Proteins,
welches fiir Markierungen von Zellen verwendet wurde.

Als Detektor wurde eine sCMOS-Kamera verwendet (Orca Flash 4.0 v2, Hamamatsu).
Der quadratische sCMOS-Bildsensor besitzt eine Kantenldnge von 13,312 mm mit einer
ZellengroBe von 6,5 pm. Der Bildsensor zeigt seine maximale Quantenausbeute von bis
zu 82 % bei einer Wellenldnge von 560 nm. Der Bildsensor wird durch ein Peltierelement
gekiihlt. Die Warme des Peltierelements wird wiederum von einem eingebauten Liifter
abgefiihrt.
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Abbildung 2.7: Seitenansicht der Detektionseinheit. Die rote Linie verdeutlicht den Verlauf
des Laserstrahls.

2.3.3 Probenhalterung

Die Probe befindet sich in einer Quarzglaskiivette (Grof-Kiivette 704-033-50-10, Hell-
ma) in einer BABB-Losung. Das geklarte Gehirn wird auf zwei Fliegennadeln (Insect
Pins 0,15 mm, Fine Science Tools) aufgespieit. Das stumpfe Ende befindet sich in ei-
nem Silikonquader. Dieser Quader besteht aus einem Zweikomponentenkleber (RTV
615-kit, Momentive). Mit einem speziellen, gegeniiber der BABB-Losung resistenten
Kleber (FixoGum, Marabu), kann dieser Quader am Glasboden befestigt werden.

Die Kiivette befindet sich auf einem motorisierten Lineartisch (MS-2000 Flat Top XY,
ASTI), welcher jeweils einen Linearversteller in x- und y-Richtung besitzt. Dieser Tisch
ist auf zwei motorisierte Linearversteller (LS-25, ASI) montiert. Diese beiden Linear-
versteller konnen den Lineartisch nach oben und unten fahren. Somit kann die Probe in
alle Raumrichtungen bewegt werden. Der Probentisch und die z-Linearversteller wer-
den mit einem einzigen Kontrollgerat (MS-2000-WK, ASI) angesteuert.

Neben der Kiivette befindet sich ein Aluminiumblock mit einem eingelassenen Spiegel
(BB1-E02, Thorlabs) auf jeder Beleuchtungsseite. Durch die Verwendung eines Papier-
blattes mit einem kleinen Loch nach dem ersten Galvanometer kann tiberpriift werden,
ob der Laserstrahl parallel zum Lineartisch verlauft [85]. Hierzu wird der Laserstrahl
vom Spiegel reflektiert. Verlduft der Laserstrahl parallel zum Lineartisch, hat der re-
flektierte Strahl auf dem Papier dieselbe Hohe wie das Loch.
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Abbildung 2.8 stellt eine 3D-Ansicht der Kiivette und der Probenkammer dar und das

Prinzip wird verdeutlicht.

A B C

><——>

Abbildung 2.8: A 3D-Ansicht der Probenhalterung. Der Spiegel ist in einen schwarz lackier-
ten Aluminiumblock eingefasst. B und C Die Verdeutlichung des Prinzips. B Ist der Strahl
verkippt, trifft der reflektierte Strahl nicht mehr auf das Loch. C Ist der Strahl nicht verkippt,
trifft der reflektierte Strahl auf das Loch.

2.4 Ansteuerung und Software

2.4.1 Computer und Software

Das Mikroskop wird mit einer selbstgeschriebenen Software angesteuert. Die Softwa-
re wurde mit der Programmierumgebung LabVIEW 2015 (National Instruments) in
der Programmiersprache G entwickelt. Ein Vorteil dieser Programmiersprache ist die
grafische Darstellung von Programmierstrukturen. Auflerdem bieten die meisten Her-
steller vorgefertigte Programme fiir die Ansteuerung der einzelnen Komponenten in der
LabVIEW-Umgebung an, was es fiir den Anwender relativ einfach macht, ein komple-
xes Programm zur Ansteuerung zu schreiben.

Das Programm lauft auf einer Tower-Workstation (Tower Server Chassis 743TQ-865B-
SQ, Supermicro) mit einem INTEL Xeon E5-1630 V3 Prozessor (Intel) und 64 GB
DDR4 RAM. Das Betriebssystem (Windows 10, Microsoft) und alle Programme befin-
den sich auf zwei 240 GB SSD-Festplatten (PM843T, Samsung) im RAID 1-Verbund.
Somit wird der Nachteil von SSD-Festplatten beziiglich der Datensicherheit im Ver-
gleich von HDD-Festplatten reduziert. Das Programm erlaubt, die Bildgréfie der Auf-
nahme frei zu wéhlen. Fiir jede x-Position kann entschieden werden, von welcher Seite
die Probe beleuchtet wird oder ob die Aufnahme aus zwei Aufnahmen, mit jeweils
unterschiedlicher Beleuchtungsrichtung, zusammengesetzt wird. Die Daten fiir die un-

terschiedlichen Objektive sind in der Software gespeichert.
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Die aufgenommenen Daten werden im TIFF-Format auf einen RAID 50-Verbund, be-
stehend aus acht 4 TB HDD-Festplatten (WD4003FZE, WD), gespeichert. Es wurde
eine RAID 50-Umgebung gewéhlt, um eine hohe Schreib- und Lesegeschwindigkeit zu
erreichen und zusétzlich eine hohe Datensicherheit zu erhalten. Die RAID-Verbiinde
werden mit einer RAID-Karte (9271-8i, LSI) kontrolliert. Die verschiedenen Einstel-

lungen und Funktionen in der Software sind:

Allgemeine Funktionen: -Bewegung der Beleuchtungsobjektive
-Bewegung des Detektionsobjektivs
-Bewegung der Probe in x-und y-Richtung mit
gleichzeitiger Bewegung des Beleuchtungsobjektivs,
damit Strahltaille und Detektionsobjektiv dieselbe

x-Position haben.

Allgemeine Einstellungen: -Position des Filterrads
-Amplitude und Frequenzen der vier Galvanometer
-Offsetspannung fiir alle vier Galvanometer

-Belichtungszeit fiir den Liveview-Modus

Einstellungen fiir Messungen: -z-Schrittweite
-Anzahl der z-Schritte
-Ausdehnung der Probe in x und y
-Belichtungszeit
-Farbkanéle
-Beleuchtungsrichtung fiir jeden Bildstapel
-KachelgroBe (Hohe und Breite)
-Auswahl des Detektionsobjektivs

2.4.2 Ansteuerung der einzelnen Komponenten

Die Abbildung 2.9 zeigt die einzelnen Komponenten mit den jeweiligen Verbindungen
zueinander. Die Kamera ist mit einer PCle-Karte (Frame grabber Cameralink, Ha-
mamatsu) iiber zwei CameraLink-Kabel (Hamamatsu) mit dem Rechner verbunden.
Durch diese Verbindung ist eine maximale Dateniibertragung von 100 Bildern/s mog-
lich. Wahrend der Messung wird per Software-Trigger eine Bildaufnahme gestartet.
Alle anderen Komponenten sind per USB 2.0 Schnittstelle mit dem Computer verbun-
den.

Mit einem multifunktionalen Datenerfassungsgeriat (USB-6353, National Instruments)
kénnen digitale und analoge Signale erzeugt und erfasst werden. Es handelt sich um ein

Datenerfassungsgerit mit einem Klemmbrett. Drei digitale Ausgénge werden bendtigt,
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um die Laserstrahlung digital zu modulieren. Ein digitaler Eingang wird dazu benétigt,
das TTL-Signal des optischen Choppers auszuwerten. Durch die Messung der Flanken
des TTL-Signals ist es moglich, den passenden Zeitpunkt fiir eine Aufnahme zu be-
stimmen. Die zeitliche Auslenkung der Galvanometer wird durch ein analoges Signal
gesteuert.

Die motorisierte Iris, der Chopper, die Rotationseinheit mit den Emissionsfiltern und
die Linearversteller werden mit jeweils einem eigenen Kontrollgerdt angesteuert, wel-
ches wiederum tiber USB 2.0 mit dem Computer verbunden ist. Mit einem Joystick

kann die Probe bewegt werden.

— USBR.0

Galvanometer —— TTL (digitales Signal)

ﬂ\ l. l. ' I ——— Cameralink

sCMOS Kamera ~ Analogsignal

& I)—\Q ——— Verbindungen zwischen
Linearversteller fiir ( ()lll])llfﬂ

Kontroller und Bauteil
das Detektionsobjektiv ‘
/ Chopper
«—>
Eﬂ
Kontroller K(mh oller

Linearversteller
‘ fiir die Beleuchtungseinheit

l«lsel

K()ntl oller

Kuntl oller

R()t:ltl()lls(—‘lllll(—‘lt mit Filtern
Kontroller

n motorisierte Iris

X
Lineartisch fiir die

x-und y- Bewegung

Linearversteller fiir die z Richtung

Abbildung 2.9: Ansteuerung des Mikroskops: Die Linearversteller, die Rotationseinheit, das
Datenerfassungsgerét, die motorisierte Iris, die Laser und der Chopper werden per USB 2.0. an-
gesteuert. Mit der DAQ-Einheit kénnen analoge- und digitale Signale eingelesen und ausgegeben
werden. Die Auslenkungen der Galvanometer werden mit einem analogen Signal gesteuert. Die
Position des Choppers wird durch ein TTL-Signal bestimmt. Bei Erreichen einer bestimmten
Position wird ein Trigger-Signal an die Kamera gesendet. Die Laserleistung kann per USB 2.0
gedndert werden. Wahrend der Messung werden die Laser durch digitale Modulation gesteuert.
Die Pfeilrichtung gibt die Signalrichtung an.

2.5 Fokusstabilisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Fokusstabilisierung entwickelt. Die Grundlage
ist der Vergleich der Aufnahme Bildy an der Probenposition z mit der vorherigen

Aufnahme Bildy.; an der Probenposition z — Az, wobei Az die Schrittweite des z-
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Linearverstellers, der die Probe in z-Richtung bewegt, ist. Die x- und y-Position der
Probe bleibt wihrend der Aufnahme eines Bildstapels konstant. Es wird angenommen,
dass sich die beiden Aufnahmen sehr dhnlich sind. Fiir jede Aufnahme wird ein Fokus-
funktionswert und die Summe der einzelnen Bildpunktwerte berechnet. Als Fokusfunk-
tion wurde Vollath’s F'4-Funktion verwendet. Diese ist ein Maf fiir die Bildunschérfe
und besitzt eine geringe Sensitivitdt gegeniiber Rauschen und kann mit heutigen Com-
putern quasi in Echtzeit berechnet werden. In Unterabschnitt 4.6.1 werden mehrere
mogliche Fokusfunktionen miteinander verglichen. Dabei stellt sich die Vollath’s F'4-
Funktion als beste Fokusfunktion heraus. Der Wert der F'4-Funktion ist von der Position
fpo des Detektionsobjektivs abhéngig. Durch den motorisierten Linearversteller des De-
tektionsobjektivs kann fpg variiert werden. Die F4-Funktion hat ihr Maximum, wenn
das Lichtblatt sich im Fokus des Detektionsobjektivs befindet. Bei jeder Aufnahme
kann sich das Detektionsobjektiv um eine Distanz von Afpo bewegen. Diese mogliche
Schrittweite ist fiir jede Aufnahme gleich. Jedoch wird die Position des Detektionsobjek-
tivs nur angepasst, wenn bestimmte Bedingungen erfiillt sind. Die Abbildung 2.10 zeigt
die F'4-Fokusfunktion in Abhédngigkeit von der Position des Detektionsobjektivs.
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Abbildung 2.10: Der Graph zeigt den Wert der F'4-Funktion in Abhéngigkeit von der Posi-
tion des Detektionsobjektivs fpo. Die oberen Bilder zeigen ein Transplantat in einem Maushirn,
aufgenommen bei verschiedenen Positionen des Detektionsobjektivs fpo. Die Aufnahmen wur-
den mit dem LaVision 12x Objektiv und einer Anregungswellenldnge von 488 nm aufgenommen.
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Die mogliche Schrittweite Afpg ist fiir jedes Objektiv unterschiedlich und ist maflgeblich
von der numerischen Apertur abhéngig. Die beste Schrittweite Afpg ist experimentell
bestimmt worden. Naheres ist im Unterabschnitt 4.6.2 zu finden.

Nach der Aufnahme von Bildy werden die Werte der F'4-Funktion von Bildy und dem
vorherigem Bildy_; und die jeweiligen Summen iiber die Intensitdtswerte fiir beide
Bilder, Sy und Sny_1, verglichen. AnschlieBend wird die Fokusposition fpo w41 fiir
die Aufnahme von Bildyy1 angepasst oder unverdndert gelassen. Nach der Aufnahme
Bild; und der Anpassung der Fokusposition hat das Objektiv, abhéingig davon, welche

Bedingung erfiillt wurde, folgende Position:

fpo,N+1 = fboNEAfpo oder fpont+1 = fpo,N (2.3)

fpo,~ ist die Position des Detektionsobjektivs fiir die Aufnahme von Bildy. Das Vorzei-
chen (rot markiert) kann entweder positiv oder negativ sein. Das aktuelle Vorzeichen
wird mit Hilfe einer Integer-Variable gespeichert. Entweder betrigt die Variable 1 oder
-1. Durch Multiplikation mit -1 kommt es zu einem Vorzeichenwechsel. Fiir die Auf-
nahmen Bildy_1 und Bildy werden die F4-Funktionen F4,_1 und F4y berechnet.

Wenn die F4-Funktion bei Bildy grofer ist, kann es daran liegen, dass Bildy fokus-
sierter ist als Bildy_;. Jedoch kann es auch daran liegen, dass der durchschnittliche
Bildpunktwert von Bildy grofier ist, weil hellere Strukturen abgebildet wurden. Aus die-
sem Grund missen die Summen der einzelnen Bildpunktwerte fiir die Bilder Bildy_1
und Bildy, Sy_1 und Sy, auch beriicksichtigt werden. Daraus ergeben sich vier Falle,

die unterschieden werden miissen:
1. Fall: Fdy > F4dy_1 und Sy < Sy_1

In diesem Fall wird das Objektiv um Afpo oder um —Afpo bewegt und das gespeicherte
Vorzeichen éndert sich nicht. Es kommt nicht zu einer Anderung der Bewegungsrich-
tung. Wenn dieser Fall fiir die néchste Aufnahme auch gilt, bewegt sich das Objektiv
in gleicher Richtung weiter. Tritt dieser Fall ein, ist es wahrscheinlich, dass das Bildy
fokussierter ist als das Bildy_1, da der F4-Funktionswert bei Bildy hoher ist, jedoch

die Summe der einzelnen Bildpunktwerte bei Bildy_1 hoher ausfillt.
2. Fall: FA4y > F4dx_1 und Sy > Sy-1

In diesem Fall kommt es zu keiner Bewegung des Detektionsobjektivs und das ge-
speicherte Vorzeichen dndert sich. Hier kann man nicht sicher sein, ob Fdy > Fdn_1
gilt, weil das Lichtblatt entweder besser im Fokus ist oder ein héheres Signal von der

Probe kommt.
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3. Fall: F4dy < F4n_1 und Sy < Sy_1

In diesem Fall kommt es auch zu keiner Bewegung des Detektionsobjektivs und das

gespeicherte Vorzeichen andert sich.
4. Fall: F4dy < F4ny_1 und Sy > Sy—_1

In diesem Fall bewegt sich das Objektiv um Afpp oder um —Afpp und das gespeicher-
te Vorzeichen éndert sich. Es kommt somit zu einer Anderung der Bewegungsrichtung.

Dieser Fall tritt hdufig ein, wenn Bildy_ fokussierter ist als Bildy

Befindet sich das Lichtblatt nicht mehr im Fokus des Detektionsobjektivs, so bewegt
sich das Objektiv tendenziell so, dass sich das Lichtblatt wieder im Fokus befindet.
Dies tritt ein, wenn Fall 1 mehrmals hintereinander auftritt und das Objektiv sich
mehrmals in gleicher Richtung bewegt. Befindet sich das Lichtblatt im Fokus, so bleibt
dieses in der Schérfeebene des Objektivs. Die Abbildung 2.11 zeigt die vier Félle, die
unterschieden werden miissen, und deren Auswirkung auf fpo. Abbildung 2.12 zeigt,
wie das Programm zur Fokusstabilisierung funktioniert. In vielen Féllen befinden sich
die zu untersuchenden Strukturen ein Stiick unterhalb der Probenoberfliche. Bei einer
kleinen Defokussierung reicht dieses Stiick aus, damit die Lichtscheibe wieder in dem
Fokusbereich des Detektionsobjektivs liegt.

Bildy, Bild,

Probe bewegt sich in z- Richtung
> Q A > N\ -\- [ .

Y

Vergleich der F4 Funktion und der Summe der einzelnen Pixelwerte S von Bild | und Bild,

Y

4 verschiedene Fiille: eventuelle Anderung der Position des Detektionsobjektivs

v v ¥

!

!

1. Fall 4, Fall 2. Fall 3. Fall
P4 < P4 P4 > Fa Fe < B4 P4 > P4
S > S, S < Sy Sei<Sy Sy, > Sy

l

l

Position des Beleuchtungsobjektivs éindert sich T . L K K
. . Position des Detektionsobjektivs dndert sich nicht
um Afoder -Af | :

1. mlul 4, Fil]ll !

Keine Anderung der Bewegungsrichtung Anderung der Bewegungsrichtung
(kein Vorzeichenwechsel) (Vorzeichenwechsel)

i Positions- und Bewegungsrichtung des Detektionsobjektivs i
i fiir den néichsten Schritt :

Abbildung 2.11: Wéhrend einer Messung vergleicht die Software die aktuelle Aufnahme
mit der vorherigen Aufnahme. Fiir jede Aufnahme werden der Vollath’s F'4-Fokusfunktionswert
F4 und die Summe aller Bildpunktwerte S berechnet. Es gibt 4 Fille, die unterschieden wer-
den. Abhédngig von dem jeweiligen Fall kann sich das Detektionsobjektiv um einen bestimmten
Betrag Afpo bewegen.
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alte Position des Objektivs |—|T| neue Position des Objektivs

Fallunterscheidungen:
"
4,
o 4 verschiedene Falle
N Af, oder 0
Das Objektiv kann die X
Position andern. Das
Vorzeichen (Bewegungsrichtung)| 1 oder-1
Sq kann sich auch dndern. X 1Loder-1
S [ N e S .
N-1 r .
neues Vorzeichen
1 oder -1
>

altes Vorzeichen

Abbildung 2.12: Realisierung der Fokusstabilisierung in der Software. Eine mogliche Bewe-
gungsrichtung wird durch eine Anderung des Vorzeichens erreicht. Bei jeder Aufnahme wird der
Variablen ,Vorzeichen“ 1 oder -1 zugeordnet. Wird der Wert 1 zugeordnet, kommt es zu keiner
Anderung des Vorzeichens. Wird der Wert -1 zugeordnet, kommt es zu einem Vorzeichenwechsel
und somit zu einer Anderung der Bewegungsrichtung.



3 Theoretische Berechnungen

3.1 Analytische Berechnungen

3.1.1 GauB-Strahlen

Die Probe wird mit einem Gauf3-Strahl beleuchtet. Deshalb wird in diesem Abschnitt
auf die mathematische Beschreibung eines Gaufl-Strahls eingegangen. Die rdumliche

Intensititsverteilung eines Gauf-Strahls kann durch folgende Formel beschrieben wer-

den [59, 86]:
2

I(r,z) = lpexp (_27") (3.1)

w(2)”
mit
2\ 2
w(2) = wor 1+ <> (3.2)
ZR
und )
_ Ty
ZR — M2\ (33)

Dabei ist zg die Rayleighlinge, M? die Beugungsmafzahl, i der Brechungsindex und wy
der Strahlradius. Bei r = wy ist die Intensitéit auf 1/e? abgefallen. Die Rayleighlinge ist
definiert als die Linge, bei der die Strahlbreite den Wert /2wy besitzt. Die Gleichung
3.3 besagt, dass eine schmale Strahltaille eine kurze Rayleighlénge bedingt. Es muss also
ein Kompromiss zwischen einer schmalen Strahltaille und einer langen Rayleighlédnge
gefunden werden. Fiir z > zp néhert sich w (z) einer Geraden an. Die Strahldivergenz

© kann durch folgende Gleichung berechnet werden:

M>X
® X arctan < ) (3.4)

TNWo

In Abbildung 3.1 ist das axiale Profil eines Gau-Strahls mit seinen charakteristischen

Groflen wq, ¢ und zr abgebildet.

41
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V/

Abbildung 3.1: Darstellung des axialen Verlaufs eines GauB-Strahls mit den charakteristi-
schen Groen wy, zg und .

3.1.2 Fokussierung von GauB3-Strahlen

Trifft ein GauB-Strahl (Primérstrahl) mit dem Taillenradius wq auf eine ideale diinne
Sammellinse mit der Brennweite f, so findet sich wieder ein Gauf-Strahl (Sekundér-
strahl) mit einer Strahltaille von wy hinter der Linse [87]. Der Abstand zwischen der
Linse und der Strahltaille des Sekundérstrahls betrdgt s¢. sy und wy kénnen durch

folgende Gleichungen bestimmt werden [87]:

fPs—1)

(o 1174 (35)

Sf:f+

und

wr=wof (3.6)

(so—f)* + 2%
so ist die Entfernung zwischen der Strahltaille und der Linse. Die Abbildung 3.2 zeigt
das axiale Strahlprofil eines Gauf3-Strahls vor und hinter einer Linse mit der Brennweite

f. Fiir den Spezialfall sp = f erhélt man folgende vereinfachte Formel fiir wy:

wof _ MPAf

ZR TWQ

wr = (3.7)
Wobei die Strahltaille w; im Brennpunkt der Linse F liegt.

Der resultierende Taillenradius des Sekundérstrahls wy ist somit abhéngig von der Po-
sition der Strahltaille des Primérstrahls sg, daher muss die Position der Strahltaille
bestimmt werden. Bei Strahlen mit einer kleinen Divergenz kann jedoch die Ndherung

Zr > (so — f) angewandt werden. Somit erhdlt man fiir wy folgenden Ausdruck:

:@:M%f

ZR TWo

(3.8)

wf
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Dieser Ausdruck ist identisch mit Gleichung 3.7. Somit muss die Strahltaillenposition
bei einem kollimierten Laserstrahl mit einem grofien Taillenradius nicht beriicksichtigt

werden.

Linse

Abbildung 3.2: Fokussierung eines Gau-Strahls mit einer idealen diinnen Sammellinse. Die
Lage sy und der Radius wy der Strahltaille hinter der Linse kénnen mit den Gleichungen 3.5
und 3.6 berechnet werden.

3.1.3 Abschdtzung des Taillenradius der Lichtscheibe

Die Beleuchtungsoptik des Mikroskops besteht aus zwei Achromaten mit den Brenn-
weiten f; und fy und einem Mikroskopobjektiv (Beleuchtungsobjektiv) mit der Brenn-
weite f3 (siche Abbildung 3.3). Bei der Abschéitzung der resultierenden Strahltaille des
Lichtblattes werden alle drei optischen Bauelemente als ideale diinne Linsen betrach-
tet. Hierzu wird der resultierende Taillenradius nach Gleichung 3.7 nach jeder Linse

berechnet [87]. Fiir das Beleuchtungsobjektiv gilt fiir den Taillenradius wg,:

_ M2Xfshi

= 3.9
wfd 7Tf2wS ( )

Die Strahltaille der Lichtscheibe ist also proportional zu f; und f3 und reziprok zu fo
und wg, wobei wg die Strahltaille vor der ersten Linse ist. Die Abbildung 3.3 zeigt eine

schematische Darstellung des axialen Strahlprofils des rechten Beleuchtungspfades.
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Galvanometer 1
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Abbildung 3.3: Die Abbildung zeigt die Auswirkung des Linsensystems auf einen Gauf-
Strahl. Der kollimierte Anfangsstrahl hat einen Strahldurchmesser von 2wg. Hinter der Linse 3
besitzt der Strahl einen Strahltaillenradius von ws.

3.2 Einfluss der Galvanometer

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Galvanometer auf den Strahlengang be-
trachtet. Im ersten Unterabschnitt geht es um das erste schnelle Galvanometer fiir die
Lichtscheibenerzeugung. Im zweiten Unterabschnitt geht es um das zweite langsame

Galvanometer fiir die Schwenkung der Lichtscheibe.

3.2.1 Galvanometer fiir die Lichtblatterzeugung

Dreht sich das erste schnelle Galvanometer um den Winkel §, kommt es nach der
ersten Linse zu eine Auslenkung von b; = tan («) fi bezogen auf die optische Achse
(siche Abbildung 3.4). Bei einem Winkel des zweiten Galvanometers von 45°, bezogen
auf die optische Achse, gilt by = by. Dabei ist by die Auslenkung des Strahls nach dem
zweiten Galvanometer. Nach dem Beleuchtungsobjektiv hat der Strahl eine Auslenkung
von by = % bs. Die Beleuchtungsbreite der Lichtscheibe betrdagt 2 bs. Fir einen Aus-
lenkwinkel o kann die halbe Beleuchtungsbreite b3 durch folgende Formel berechnet

werden:

ffs
o

In Abbildung 3.4 ist der Einfluss des ersten Galvanometers skizziert. Im Unterabschnitt

bs = tan («) (3.10)

4.1.2 wird der Einfluss des ersten Galvanometers experimentell untersucht.
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Abbildung 3.4: Durch die Drehung des Galvanometers 1 um § kommt es zu einer Auslen-
kung des Strahls nach dem Beleuchtungsobjektiv um bs.

3.2.2 Galvanometer fiir die Schwenkung des Lichtblattes

Bei der Drehung des zweiten Galvanometers um 3 kommt es zu einer Schwenkung der
Lichtscheibe um den Winkel ¢. Auch kommt es zu einer Auslenkung des Strahls nach
der Linse 2 um dy = tan () f2. In Abbildung 3.5 wird die Auswirkung einer Winkelén-
derung des zweiten Galvanometers um vy = arctan (%) verdeutlicht. Die Schwenkung

der Lichtscheibe kann durch folgende Formel berechnet werden:

¢ = arctan (W) (3.11)
3

Im Abschnitt 4.1.3 wird der Einfluss des zweiten Galvanometers experimentell unter-

sucht.
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Abbildung 3.5: Durch die Drehung des Galvanometers 2 um den Winkel 3 kommt es zu
einer Schwenkung der Lichtscheiben um den Winkel ¢.

3.3 Berechnungen mit Zemax

Zemax ist eine kommerzielle Software fiir die Simulation von optischen Komponenten.
Viele Firmen stellen fiir optische Komponenten Zemaz-Dateien zur Verfiigung, somit
kénnen die optischen Eigenschaften der verwendeten Materialien haufig mitberticksich-
tigt werden. Fiir die Simulationen mit Zemaz standen die Zemaz-Dateien fiir beide
Achromate Linse 1 und Linse 2 (AC254-100-A und AC508-080-A, Thorlabs) und fir
den Strahlaufweiter (GBE20-A, Thorlabs) zur Verfiigung. Fiir das Beleuchtungsobjek-
tiv standen keine Zemaz-Dateien zur Verfiigung, deshalb wurde fiir das Beleuchtungs-
objektiv eine ideale Linse mit einer Brennweite von 50 mm verwendet. Im Anhang A.3
befindet sich ein Bild des Linsendaten-Editors, der fir die Simulation verwendet wurde.

Die Abbildung 3.6 zeigt das dazugehorige Linsenlayout.
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Abbildung 3.6: Die Abbildung zeigt das Layout in Zemaz. Die Zemaxz-Dateien fir den
Strahlaufweiter und die beiden Achromate wurden vom Hersteller bereitgestellt.

3.3.1 Auslenkung des Beleuchtungsstrahls

Die Zemaxfunktion ,,Punktdiagramm® bietet die Moglichkeit, die Qualitéit eines fokus-
sierten Strahls zu beurteilen. Das Punktdiagramm zeigt, wo die einzelnen Strahlen eines
Strahlbiindels auf einen Detektor treffen wiirden. Fiir eine ideale Linse ohne Aberratio-
nen wiirden sich alle Strahlen im Fokus treffen. Auf Grund der Welleneigenschaften von
Licht besitzt der Brennpunkt eines fokussierten Strahls eine gewisse Ausdehnung. Die-
se Ausdehnung wird durch die Airy-Scheibe dargestellt. Treffen alle Strahlen innerhalb
der Airy-Scheibe zusammen, so kann die Abbildung als beugungsbegrenzt angesehen
werden.

Durch das Scannen des Strahls trifft das Strahlbiindel die Linsen nicht mehr mittig,
dadurch kann es zu Aberrationen und damit zu einer Verschlechterung der Strahlqua-
litdt kommen. Um abzuschétzen, wie stark sich die Strahlqualitat in Abhéngigkeit von
der Auslenkung é&ndert, werden die Punktdiagramme bei unterschiedlichen Winkeln
des Galvanometers 1 betrachtet. In Zemaz kann ein Kippspiegel mit unterschiedlichen
Winkeln simuliert werden. Nach Gleichung 3.10 kann der notwendige Ablenkwinkel «
berechnet werden. Fiir eine maximale Auslenkung von 41,5 mm ist eine Ablenkung von
+1,38° notwendig, wobei sich der Wert 1,5 mm durch die Bildsensorgréfie von 13,3 mm
und eine totale Vergroferung von 4,44 (Leica Planapo 2x) ergibt. Abbildung 3.7 zeigt
die Punktdiagramme bei unterschiedlichen Ablenkwinkeln o und die darauffolgenden
Auslenkungen b3. Es ist zu erkennen, dass ein Grofiteil der Strahlen sich innerhalb der

Airy-Scheibe befinden. Bei den Berechnungen wurde der Weg durch ein Medium mit
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einer Dicke von 25 mm mit einem Brechungsindex von 1,56 beriicksichtigt. Der Ein-
gangsstrahl vor dem 20x Strahlaufweiter besitzt einen Strahldurchmesser von 0,7 mm

und der Offnungsdurchmesser der Iris betrigt 5 mm.

10 pm

v a=138° a=0° a=138°
Sy =-1,5 mm 8y =0 mm Oy =1,5 mm
7

Abbildung 3.7: Punktdiagramme fiir den Fokus in der Kiivette bei unterschiedlichen Aus-
lenkungen des Beleuchtungsstrahls (-1,5mm, Omm und 1,5mm) durch Galvanometer 1. Ein
Grofiteil der einzelnen Punkte befindet sich innerhalb der Airy-Scheibe. Fir die Simulation
wurde eine Wellenldnge von 488 nm ausgewahlt.

Auflerdem kann es durch die Auslenkung des Beleuchtungsstrahls zu einer Verschie-
bung der Strahltaille kommen, da sich bei normalen Linsen die Brennpunktposition
beim Scannen éndert (siehe Abbildung 3.8). Dieser Effekt ist wellenléngenabhéngig. In
Abbildung 3.9 wird die Verschiebung in Abhéngigkeit von der Auslenkung fiir alle drei
Wellenldngen gezeigt. Als Referenzwert wurde die Strahltaillenposition bei einer Aus-
lenkung von 0 mm und einer Wellenldnge von 488 nm genommen. Die Verschiebung des
Brennpunktes betrigt bei einer Auslenkung von 1,5 mm ungeféhr 120 pm. Die Verschie-
bung zwischen einer Anregung von 488 nm und 633 nm betrigt 85 pm. Die chromatische
Verschiebung und die Verschiebung durch die Auslenkung sind entgegengesetzt. Es ist
zu beachten, dass der hohe Brechungsindex eine Verschiebung des Brennpunktes ver-

starkt. Im Vergleich zu Wasser ist die Verschiebung um g\iﬂ = 1,17 groBer.

\“_/
—_—

Beleuchtungsstrahl

\_’_/
— v

Scanrichtung

Abbildung 3.8: Durch die Auslekung des Strahls kommt es zu einer Verschiebung der Strahl-
taille.
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Abbildung 3.9: Die Abbildung zeigt die Brennpunktverschiebung bei verschiedenen Auslen-
kungen. Die Simulation wurde fiir die drei vorhandenen Anregungswellenldngen durchgefithrt
(blau: 488 nm, griin: 561 nm und rot: 633nm). Als Referenzwert wurde der Strahl mit einer
Wellenlédnge von 488 nm und einer Auslenkung von 0 mm genommen.

3.3.2 Vergleich mit analytischen Berechnungen

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Berechnungen anhand von Gleichung
3.9 flir den Taillenradius des Beleuchtungsstrahls mit den Ergebnissen aus den Ze-
maz-Simulationen verglichen. Fiir die Zemaz-Simulation wurde ein Eingangsstrahl mit
einem Strahldurchmesser von 0,7 mm verwendet, welcher mit dem Strahlaufweiter um
den Faktor 20 aufgeweitet wurde. Die Iris nach dem Strahlaufweiter hat einen Durch-
messer von 5 mm. Fiir die analytische Berechnung wurde ein wg von 2,5 mm gewahlt,
dieses entspricht dem Radius der Irisapertur. In Tabelle 3.1 sind die resultierenden
Taillenradien der Zemaz-Simulation und der analytischen Berechnungen fiir alle 3 Wel-

lenldngen aufgelistet.

Wellenldnge analytische Berechnung Zemaz

[nm] [1um] [m]
488 3,89 5,19
561 4,46 6,00
633 5,04 6,85

Tabelle 3.1: Die nach der Gleichung 3.9 abgeschitzten und die mit Zemaz berechneten
Taillenradien fiir alle drei Wellenldngen.

Bei der Abschitzung wurde fiir wg der halbe Blendendurchmesser gewéhlt. Jedoch
entspricht das Strahlprofil nicht mehr einer Gauf3-Verteilung. Aus diesem Grund sind die
Werte aus den Zemax-Berechnungen etwas grofler als die analytischen Berechnungen.
Die Abbildung 3.10 zeigt das transversale Strahlprofil vor und hinter der Iris in der

Zemazx-Simulation.
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Abbildung 3.10: Strahlprofil vor (schwarze Linie) und hinter (rote Linie) der Blende. Der
Blendendurchmesser betrégt 5 mm.

Mit der Blende ist es jedoch moglich, den Taillenradius des Lichtblattes einzustellen.
Der Verlust an Laserleistung P(A,wg4) durch die Blende kann durch folgende Glei-

chung bestimmt werden:

2
P(A,wga) =1—exp (—QPEB> (3.12)
Wsa

Dabei ist Rp der Blendenradius und wg4 der Strahlradius vor der Blende.

3.4 Einfluss von sphiarischen Aberrationen auf die PSF

3.4.1 Analytische Berechnungen

Im Abschnitt 1.6 wurde gezeigt, wie sphérische Aberrationen analytisch berechnet wer-
den konnen. Als erstes stellt sich die Frage, welchen Einfluss die numerische Apertur
des Detektionsobjektivs auf die sphérischen Aberrationen hat. Hierzu wurde die 1.,
2. und 3. Ordnung der sphérischen Aberration in Abhédngigkeit von der numerischen
Apertur nach Gleichung 1.12 berechnet. Diese Abhéngigkeit ist in Abbildung 3.11 ab-
gebildet. Die Kreise entsprechen den Ergebnissen der Berechnungen mit Zemaz und
die Linien entsprechen der analytischen Berechnung nach Gleichung 1.12. Im Anhang
A.3.2 ist der Linsendaten-Editor der Simulation zu finden. Die Werte entsprechen dem
Vorfaktor NFP#n; sin (a1) Ay, 0 vor dem Zernike-Polynom (siche Gleichung 1.12). Man
erkennt einen starken Anstieg der 1. Ordnung ab einer numerischen Apertur von 0,3
und einen starken Anstieg der 2. Ordnung bei einer numerischen Apertur von 0,6. Fiir
die 3. Ordnung steigt der Graph erst bei einer numerischen Apertur oberhalb von 0,8

an. Es wurde eine nominale Fokusposition NFP von 1 mm verwendet und der Bre-
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chungsindex des Mediums betragt 1,56. Die Defokussierung kann durch eine einfache
Positionsinderung des Detektionsobjektivs kompensiert werden und muss deshalb nicht

berticksichtigt werden.

64 ——NFPn,sn(a)A,, e
NFPn,s n(al)AG,o
——NFPn,sn(ay)Ag

Aberrationen [pml

0,0 02 04 06 038
numerische Apertur

Abbildung 3.11: Die Werte von dn; sin («1) A, ¢ in Abhéngigkeit zur numerischen Apertur.
Es ist zu erkennen, dass die 1. Ordnung ab einer numerischen Apertur von 0,3 stark ansteigt. Ab
einer numerischen Apertur von 0,6 kommt es zu einem Anstieg der 2. Ordnung. Die 3. Ordnung
steigt erst oberhalb einer numerischen Apertur von 0,8 an. Die Kreise sind die Ergebnisse der
Zemaz-Simulation und die Linien entsprechen der analytischen Berechnung nach Gleichung
1.12.

Um die Auswirkungen von sphérischen Aberrationen auf die Abbildungsqualitit zu
verdeutlichen, wurde die Strehl-Zahl in Abhéngigkeit von der NFP fir 6 verschiedene
numerische Aperturen berechnet (sieche Abbildung 3.12). Die Strehl-Zahl ist definiert als
das Verhiltnis der maximalen Intensitdt einer abgebildeten Punktquelle im Vergleich
zur perfekten Abbildung durch ein beugungsbegrenztes optisches System. Die Strehl-
Zahl entspricht dem Wert der Abbildungspunktspreizfunktion an der Position (0,0,0).
Der Maximalwert der Strehl-Zahl betrigt damit 1. Ab einer Strehl-Zahl oberhalb von
0,8 spricht man von einer beugungsbegrenzten Auflésung. Die Abbildungspunktspreiz-
funktion mit Aberrationen kann nach Gleichung 1.16 berechnet werden. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Strehl-Zahl bei héheren numerischen Aperturen deutlich mit der
NFP abnimmt. Gerade bei der Ultramikroskopie, bei der Proben mit einer grofien Pro-
bentiefe untersucht werden, muss diese Tatsache beachtet werden. Die Ergebnisse der
Abbildung 3.12 stimmen mit den Ergebnissen von Silvestri et al. iiberein [55]. Der
Gleichung 1.19 ist zu entnehmen, dass die Auswirkung von Aberrationen bei grofieren
Wellenldngen abnimmt. Deshalb wurde fiir die Berechnungen die kleinste verfiigbare
Anregungswellenldnge von 488 nm verwendet. Die theoretischen Berechnungen passen

bis auf die auftretenden Oszillationen gut mit den Zemax-Simulationen iiberein.
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Abbildung 3.12: Die Strehl-Zahl in Abhéngigkeit von der nominalen Fokusposition NFP
bei unterschiedlichen numerischen Aperturen. Die Kreise entsprechen den Berechnungen mit
Zemax und die Linien entsprechen der analytischen Berechnung.

3.4.2 Einfluss von spharischen Aberrationen auf die laterale PSF

Gleichung 1.16 erlaubt die Berechnung der Abbildungspunktspreizfunktion I 44, flr
verschiedene Objektive mit Beriicksichtigung von sphérischen Aberrationen. In dieser
Arbeit wurde die resultierende Beleuchtungspunktspreizfunktion fiir zwei Luftobjektive
mit einer NA von 0,234 bzw. 0,5 berechnet. Die verwendeten numerischen Aperturen
entsprechen den numerischen Aperturen der beiden vorhandenen Leica Luftobjekti-
ve (Leica Planapo 2x und Leica Planapo 5x). Hierzu wurde die laterale Abbildungs-
punktspreizfunktion in der (x,y,0)-Ebene fiir verschiedene nominale Fokuspositionen
NFP berechnet. Die dazugehorige Abberationsfunktion ¥ (p, NFP) wurde mit Glei-
chung 1.12 bis zur 2. Ordnung berechnet. Nach Gleichungen 1.19 und 1.16 kann die
Punktspreizfunktion fiir verschiedene NFP berechnet werden. Wie im vorherigen Ab-
schnitt wurde ein Brechungsindex 72 von 1,56 und eine Wellenldnge von 488 nm ver-
wendet. Die Abbildung 3.13 zeigt die laterale Abbildungspunktspreizfunktion in der
(x,y,0)-Ebene eines Objektivs mit einer NA von 0,234 bei vier verschiedenen nominalen
Fokuspositionen. In Abbildung 3.14 wird die laterale Abbildungspunktspreizfunktion
eines Luftobjektivs mit einer NA von 0,5 bei unterschiedlichen nominalen Fokuspo-
sitionen abgebildet. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Qualitdt der Abbildungs-
punktspreizfunktion des Objektivs mit héherer NA wesentlich anfilliger gegeniiber der
NFP ist. Schon bei einer NFP von 0,2 mm kommt es hier zu einer starken Reduktion
der Abbildungsqualitdt. In beiden Abbildungen kann man die Bildung von Ringen um

das zentrale Maximum deutlich erkennen.
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Abbildung 3.13: Laterale Abbildungspunktspreizfunktion eines Luftobjektivs mit einer NA
von 0,234 bei unterschiedlichen nominalen Fokuspositionen.
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Abbildung 3.14: Laterale Abbildungspunktspreizfunktion eines Luftobjektivs mit einer NA
von 0,5 bei unterschiedlichen nominalen Fokuspositionen.
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3.4.3 Einfluss von sphéarischen Aberrationen auf die axiale PSF

Auch auf die axiale Abbildungspunktspreizfunktion haben sphérische Aberrationen
einen grofien Einfluss [55]. Analog zum Unterabschnitt 3.4.2 wurde mit Hilfe der Ab-
errationsfunktion ¥ (p, NFP) (Gleichung 1.12) und den Gleichungen 1.19 und 1.16 die
axiale Abbildungspunktspreizfunktion mit vorhandenen sphérischen Aberrationen be-
rechnet. Die Abbildung 3.15 zeigt den Einfluss von sphérischen Aberrationen auf die
axiale Abbildungspunktspreizfunktion bei einem Luftobjektiv mit einer NA von 0,234.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die axiale Ausdehnung der Abbildungspunktspreiz-
funktion bei héheren nominalen Fokuspositionen zunimmt. Die Wellenldnge betrigt
488 nm und der Berechungsindex 7y betrigt 1,56. Die Abbildung 3.16 zeigt die axiale
Abbildungspunktspreizfunktion eines Luftobjektivs mit einer NA von 0,5 bei unter-

schiedlichen nominalen Fokuspositionen.
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Abbildung 3.15: Axiale Abbildungspunktspreizfunktion eines Luftobjektivs mit einer NA
von 0,234 bei unterschiedlichen nominalen Fokuspositionen.
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Abbildung 3.16: Axiale Abbildungspunktspreizfunktion eines Luftobjektivs mit einer NA
von 0,5 bei unterschiedlichen nominalen Fokuspositionen.

Wie im Abschnitt 1.8 beschrieben, ist die totale Punktspreizfunktion eines Lichtschei-
benmikroskops das Produkt aus der Abbildungspunktspreizfunktion und der Beleuch-
tungspunktspreizfunktion. Somit ist der Einfluss von sphérischen Aberrationen auch
von der Strahlbreite des Lichtblattes abhéngig. Je breiter das Lichtblatt ist, desto gro-
Ber ist der Einfluss von sphérischen Aberrationen [55]. Die Abbildungen 3.17 und 3.18
zeigen den Einfluss von sphérischen Aberrationen auf die totale axiale Punktspreiz-
funktion in Abhéngigkeit zum Beleuchtungsstrahlradius wp. Die Unterabbildung A
zeigt jeweils die axiale Abbildungspunktspreizfunktion, multipliziert mit der Funktion
exp (—%), ohne Aberrationen (d = 0). Die Unterabbildung B zeigt jeweils die axia-
le Abbildungspunktspreizfunktion mit sphéarischen Aberrationen, multipliziert mit der
gleichen Funktion exp (—%) In Abbildung 3.17 wurde ein Luftobjektiv mit einer NA
von 0,234 und in Abbildung 3.18 wurde ein Luftobjektiv mit einer NA von 0,5 fiir die
Berechnungen verwendet. Die nominalen Fokuspositionen NFP fiir die Unterabbildung
B betragen 4mm (Abbildung 3.17) bzw. 0,2 mm (Abbildung 3.18). Es ist zu erkennen,
dass der Einfluss von sphérischen Aberrationen mit der Strahlbreite wy zunimmt. Bei
einer numerischen Apertur von 0,5 besitzt die totale axiale Punktspreizfunktion zwei
lokale Maxima bei hoheren Taillenradien. Dieses deckt sich mit der Publikation von
Silvestri et al. [55].
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Abbildung 3.17: Die totale axiale Punktspreizfunktion bei verschiedenen Beleuchtungs-
strahlradien wg bei einem Luftobjektiv mit einer NA von 0,234 A ohne und B mit sphérischen
Aberrationen. Sphérische Aberrationen fithren zu einer starken Reduzierung der Intensitét.
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Abbildung 3.18: Die totale axiale Punktspreizfunktion bei verschiedenen Beleuchtungs-
strahlradien wy bei einem Luftobjektiv mit einer NA von 0,5 A ohne und B mit sphérischen
Aberrationen. Sphérische Aberrationen fithren zu einer starken Reduzierung der Intensitét.
Bei hoheren Beleuchtungsstrahlradien besitzt die totale axiale Punktspreizfunktion zwei lokale

Maxima.
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3.4.4 Sphirische Aberrationen bei der Beleuchtung

Auch fir die Beleuchtung miissen eventuell auftretende Aberrationen beriicksichtigt
werden. Beim hier entwickelten Mikroskop wird fiir die Beleuchtung ein Luftobjektiv
verwendet. Auf Grund der Verwendung von BABB als Klarmittel ist die Verwendung
eines Eintauchobjektivs fiir die Beleuchtung schwierig, da Dichtungen zerstért werden
kénnen. Durch die Anwendung eines Eintauchobjektivs fiir die Detektion bendtigt die
Kiivette eine gewisse Kantenlidnge. Die halbe Kantenldnge der Kiivette betragt 25 mm.
Es muss nur die halbe Kantenldnge beriicksichtigt werden, da sich die Probe bei den
Messungen in der Mitte befindet. Der Strahlradius ws vor dem Beleuchtungsobjektiv
kann mit der Gleichung
_ fownis  80mm 3,5 mm

— =28 3.13
fi 100 mm e ( )

abgeschétzt werden. wryis ist der Strahlradius nach der Iris und durch die Spiegelapertur
von 7mm des ersten Galvanometers begrenzt. Daraus ergibt sich fiir den Strahlradi-
us vor dem Beleuchtungsobjektiv we ein Maximalwert von 2,8 mm. Die Brennweite

des Beleuchtungsobjektivs betrdgt 50 mm. Daraus erhélt man eine maximale mdogli-

che effektive numerische Apertur fiir die Beleuchtung von arctan (255:11311) = 0, 056.
Die Abbildung 3.19 verdeutlicht die Berechnung. Bei dieser numerischen Apertur und
einer halben Kiivettenbreite d von 25 mm betrégt die Strehl-Zahl 0,9998, fiir eine Wel-
lenldnge von 488 nm. Da dieser Wert sehr nahe an 1 liegt, miissen keine sphérischen

Aberrationen korrigiert werden.

BABB- Losung
56mm | - - & - o o o o e m - — = =

>
25 mm

Beleuchtungsobjektiv

Abbildung 3.19: Der Beleuchtungsstrahl besitzt vor dem Beleuchtungsobjektiv einen ma-
ximalen Strahldurchmesser von 5,6 mm. Mit Hilfe der arctan-Funktion kann die maximale NA
fiir die Beleuchtung bestimmt werden. Die gestrichene Linie gibt den Strahlverlauf ohne eine
Anderung des Brechungsindexes wieder.






4 Charakterisierung des Mikroskops

4.1 Charakterisierung des Beleuchtungsstrahls

In den folgenden Abschnitten wird der Beleuchtungsstrahl charakterisiert, hierfiir wird
die Autofluoreszenz der BABB-Losung ausgenutzt. Mit einem ImageJ Makro wurde fiir
jede x-Position eine Gauf-Anpassung des Strahls durchgefiithrt. Das Makro wurde von
Dr. Jan-Peter Siebrasse freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Mit dem Programm
OriginPro wurden der Strahltaillenradius nach dem Beleuchtungsobjektiv wg und die
dazugehorige Rayleighlinge zr nach Gleichung 3.2 bestimmt. Abbildung 4.1 zeigt das

axiale Strahlprofil, welches mit dem Makro bestimmt wurde.
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Abbildung 4.1: A Fokussierter Laserstrahl in der BABB-Losung. B Axialer Strahlverlauf
(schwarze Linie) mit der angepassten Kurve (rote Linie). Die Anregungswellenldnge betriagt
488 nm. Die Mafistabsbalkenldnge betragt 500 pm.

4.1.1 Einfluss der Blende auf die Strahltaille

In diesem Abschnitt werden der Strahltaillenradius wp und die Rayleighlénge zr in

Abhéngigkeit zur Blendeneinstellung bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm ge-

99
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messen. Wie im Unterabschnitt 3.1.3 beschrieben, ist der Strahltaillenradius des Be-
leuchtungsstrahls reziprok zum Strahlradius des Eingangsstrahls vor der ersten Linse.
In Abbildung 4.2 sind die Werte der Strahltaillenradien w (z) entlang der x-Richtung
fiir verschiedene Blendentffnungen abgebildet. Wie die Theorie prognostiziert, nimmt
die Breite der Strahltaille bei grofleren Blendenéffnungen ab. In Abbildung 4.3 wird der
Zusammenhang zwischen Taillenbreite und Blendendurchmesser gezeigt. An die Mess-
werte wurde mit OriginPro eine entsprechende Funktion angepasst. Fir w (z) wurde
nach der Gleichung 3.9 die Anpassungsfunktion x = % + B verwendet und fiir zp
wurde nach der Gleichung 3.3 die Anpassungsfunktion z = % + B gewéhlt, wobei x
eine Variable ist und nicht mit der x-Position des Strahls zu verwechseln ist. Bei der

Anpassung erhilt man fir w und zgr folgende Annéherungen:

~ 26,9+ 1,62um

2,16 + 4.1
D [mm] 42,16 £ 0,39 pm (4.1)

— 8443, 24 + 668,16 pm
= D? [mm]

— 39,76 & 41, 54 pm (4.2)

Wobei D [mm]| der Blendendurchmesser in mm ist. Die Messungen wurden mit dem

LaVision 4x Objektiv vorgenommen.

T T
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55+ —3,1 mm

50: —3,4mm ——5,4 mm i

45_' —3,9mm ——5,7 mm 1
4,2 mm 6,1 mm

40
35|

30

W(x) [pml

25
20

15

104

T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
X [pml

Abbildung 4.2: Axiales Intensitatsprofil des Laserstrahls in Abhéngigkeit von der Blenden-
einstellung. Es wurde eine Anregungswellenlédnge von 488 nm verwendet.
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Abbildung 4.3: A Auswirkung der Blendendffnung auf den Strahltaillenradius wg. Die rote
Linie zeigt die Anpassung nach der Formel y = % + B. B Auswirkung der Blendenéffnung
auf die Rayleighldnge zg. Die rote Linie zeigt die Anpassung nach der Formel y = ;% + B. Es
wurde eine Anregungswellenldnge von 488 nm verwendet. Der Standardfehler der Anpassung
mit OriginPro betriagt bei wy zwischen 0,017 pm und 0,028 pm. Der Standardfehler fir zg liegt
zwischen 1,01 pm und 2,81 pm.

4.1.2 Auslenkung des Beleuchtungsstrahls

In diesem Abschnitt wird der Strahl in Abhéngigkeit von der Auslenkung untersucht.
Als erstes wird die vertikale Lage des Strahls in Abhéngigkeit zur angelegten Spannung
am Galvanometer 1 bestimmt. Hierzu wird die vertikale y-Position der Strahltaille ge-
messen. Die Abbildung 4.4 zeigt die vertikale Auslenkung in Abhéngigkeit zur angeleg-
ten Spannung Vi am Galvanometer 1. Wie der Abbildung 4.4 zu entnehmen ist, besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen Auslenkung und angelegter Spannung Vj. Dies ist
notwendig, um eine gleichméflige Beleuchtungsintensitét entlang der Scanrichtung y zu
erreichen. Bei einer angelegten Spannung von -1,2 V lag der Beleuchtungsstrahl bei
diesen Messungen in der Detektormitte.
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Abbildung 4.4: A Beleuchtungsstrahl bei verschiedenen Auslenkwinkeln des ersten Gal-
vanometers (Galvanometer 1). B Vertikale Lage der ausgelenkten Strahlen abhéngig von der
angelegten Spannung V;. Die rote Linie zeigt eine lineare Anpassung.

Es stellt sich die Frage, wie weit sich moglicherweise die horizontale Position der Strahl-
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taille bei der Auslenkung &ndert. Hierfiir wurden fiir verschiedene angelegte Spannun-
gen V7 am ersten Galvanometer der Strahlradius w und die horizontale Position der
Strahltaille gemessen. Alle Messungen wurden mit einer Anregung von 488 nm und
dem LaVision 4x Objektiv durchgefiihrt. Die Blendenéffnung betrug 5,7 mm. Die Ab-
bildung 4.5 zeigt die gemessenen Taillenradien und horizontalen Strahltaillenpositionen

bei unterschiedlich angelegten Spannungen.
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Abbildung 4.5: A Strahltaillenradius wy in Abhéngigkeit zur angelegten Spannung V;. B
Horizontale Position der Strahltaille bei verschiedenen angelegten Spannungen Vi. Der Stan-
dardfehler der Anpassung mit OriginPro liegt bei wy im Bereich von 0,02 pm und bei der
horizontalen Verschiebung im Bereich von 1 pm.

Der laterale Strahltaillenradius wg bewegt sich im Bereich von 6,2 pm bis 7,7 pm und
die Strahltaillenposition bewegt sich innerhalb eines Bereichs von 133 num. Es sei ange-
merkt, dass es sich um den lateralen Strahltaillenradius handelt. In Abschnitt 4.4.4
wird die axiale Halbwertsbreite von fluoreszierenden Partikeln in Abhéngigkeit zur
Strahlauslenkung gemessen. Es zeigt sich, dass die axiale Auflésung unabhéingig von

der y-Position ist.

4.1.3 Schwenkung des Beleuchtungsstrahls

Durch die Winkeldnderung des zweiten Galvanometers (Galvanometer 2) kommt es
zu einer Schwenkung des Lichtblattes. Bei richtiger Justage liegen die Positionen der
Strahltaille und des Schwenkpunktes in einem Punkt. Die Abbildung 4.6 zeigt den Be-
leuchtungsstrahl ohne und mit einer Schwenkung. Es wurde die Winkeldnderung des
Strahls in Abhédngigkeit zur angelegten Spannung am zweiten Galvanometer unter-
sucht. Hierflir wurde mit der arctan (z)-Funktion die Steigung des Strahls berechnet.
In Abbildung 4.6 ist der Kippwinkel ¢ in Abhéngigkeit zur angelegten Spannung Vj
abgebildet. Fiir die Messungen wurden dieselben Einstellungen wie im Unterabschnitt

4.1.2 verwendet.
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Abbildung 4.6: Bild A zeigt einen ungeschwenkten Strahl. Bild B zeigt die zeitliche mittlere
Intensitét des geschwenkten Strahls. Die Grafik C zeig den Schwenkwinkel ® in Abhéngigkeit
von der angelegten Spannung V5.

4.1.4 Charakterisierung des Beleuchtungsstrahils fiir verschiedene
Wellenlangen

In diesem Unterabschnitt werden die Beleuchtungsstrahlen von allen drei vorhande-
nen Lasern miteinander verglichen. Hierzu wurde bei einer Blendenéffnung von 5,7 mm
die Autofluoreszenz der BABB-Loésung gemessen. Die Grafik 4.7 zeigt die gemessenen

axialen Strahlprofile fiir alle drei Laser.
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Abbildung 4.7: Die Grafik zeigt die axialen Strahlprofile bei verschiedenen Wellenldngen.
(blaue Linie: 488 nm, griine Linie: 561 nm und rote Linie: 633 nm)

In Tabelle 4.1 sind der Strahltaillenradius wp nach dem Beleuchtungsobjektiv, der theo-
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retische Strahlradius wzemax, die Rayleighlange zr und die Verschiebung beziiglich des
Strahls mit einer Wellenléinge von 488 nm fiir alle drei Laser aufgelistet. Der theoreti-
sche Strahltaillenradius wipeo wurde mit Zemax bestimmt (siehe Unterabschnitt 3.3.2)
Es besteht eine lineare Abhéngigkeit von wg beziiglich der Wellenldnge A. Die Ray-
leighlénge sollte bei einer Anregung von 561 nm grofler sein als bei einer Anregung von
488 nm.

Wellenldnge wy Wlemax 2R Verschiebung
[Am] [am]  [m] [hm]

488 6,19+ 0,02 5,19 262,04 £0,57 0

561 6,99+ 0,03 6,00 239,14 +1,26 101,19 + 0,56

633 8,76+0,04 6,85 352,37+1,64 81,11+1,64

Tabelle 4.1: In der Tabelle sind der Strahltaillenradius und die Verschiebung der Strahltaille
beziiglich des Strahls mit einer Wellenldnge von 488 nm fiir die drei Laser aufgelistet. Die
Standardabweichungen geben den Standardfehler bei der Anpassung der Kurven in Abbildung
4.7 wieder.

4.2 Herstellung eines Phantoms aus Epoxidharz

Fir die Messung der totalen Punktspreizfunktion in einer BABB-Losung ergibt sich das
Problem der Nichtbestdndigkeit von fluoreszierenden Polymerpartikeln in einer BABB-
Losung. Die getesteten Polymerkugeln wurden sofort nach dem Kontakt mit der BABB-
Losung zerstort. Silvestri et al. verwendeten fluoreszierende Kugeln aus Silikonglas [88].
Becker et al. dagegen betteten fluoreszierende Partikel in Polyesterharz ein [39]. Dieses
Phantom erlaubte die Messung der Punktspreizfunktion in einer Klérlésung. Anstatt
Polyesterharz wurde hier ein Epoxidharz verwendet (EPO-TEK 301-2, Epoxy Technolo-
gy). Der Brechungsindex von EPO-TEK 301-2 betrigt laut Hersteller 1,539 bei 589 nm
und ist somit fast gleich dem des Brechungsindexes der BABB-Losung von 1,56. Das
verwendete Epoxidharz zeigte eine hohe Resistenz gegeniiber der BABB-Loésung. Auch
stellte sich eine sehr lange Haltbarkeit der Kugeln in dieser Umgebung heraus. Da das
verwendete Epoxidharz fiir die Anwendung in der Restaurierung entwickelt wurde und
dort ein exakter Brechungsindex notwendig ist, kann davon ausgegangen werden, dass
bei der Herstellung der Komponenten auf die Einhaltung des Brechungsindexes beson-

ders geachtet wird. Das Phantom wurde durch folgendes Protokoll hergestellt:
1. Mischung von Epoxidharz und Hérter nach der Anleitung des Herstellers.
2. Zugabe der gewlinschten Menge fluoreszierender Partikel. Es stellte sich heraus, dass

die Partikel im Hérter nicht stabil sind. Erst in der Mischung von Héarter und Epoxid-

harz werden die Partikel nicht mehr zerstort.
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3. Die Mischung wird in eine Form, bestehend aus einer Grundplatte und einem Ober-
teil, langsam eingegossen. Dabei wird eine Einwegpipette verwendet, um die Bildung
von Luftléchern zu vermeiden. Der Spalt zwischen Oberteil und Grundplatte wird mit

klarem Nagellack versiegelt.

4. Nach dem Aushérten des Epoxidharzes kann durch Erwédrmen der Form das Harz

leicht aus der Form herausgedriickt werden.
5. Mit einer Feile werden die einzelnen Flachen begradigt.

6. Mit Hilfe von Nassschleifpapier mit einer Kérnung von 1000 werden die einzelnen

Fléchen geschliffen.

7. Nach dem Schleifen wird das Phantom mit einer Polierpaste (SONAX Kratzer Ent-
ferner, SONAX GmbH) poliert. Sind nach dem Polieren noch Kratzer zu erkennen, wird
wieder mit Schritt 6 begonnen. Die Schritte 6 und 7 werden so lange wiederholt, bis

keine Kratzer mehr zu erkennen sind und das Phantom an allen Flachen transparent ist.

Das Foto 4.8 zeigt ein Phantom nach allen Bearbeitungsschritten.

Abbildung 4.8: Foto des Phantoms nach allen Bearbeitungsschritten.

4.3 Messung der PSF

4.3.1 Das Nyquist-Theorem

Bei der Bildaufnahme mit einem Bildsensor muss die Grole der einzelnen Bildpunkte
beriicksichtigt werden. Jeder Bildpunkt integriert die auftreffende Intensitit iiber eine
bestimmte Flache. Es stellt sich die Frage, wie grofl der Bildpunkt maximal sein darf, da-
mit es nicht zu einer Verschlechterung der Auflésung kommt. Laut dem Nyquist- Abtast-
Theorem darf fiir die optische Mikroskopie mit einem selbstleuchtenden Punkt die
Bildpunktgrole hochstens halb so grof3 wie die optische Auflésung nach dem Rayleigh-

Kriterium sein [89]. Bei einem groBeren Bildpunkt wird das Nyquist-Theorem verletzt.
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Bei Verwendung einer hohen numerischen Apertur und einer verhéltnisméafig kleinen
Vergroflerung kann es zu einer Verletzung des Nyquist-Abtast-Theorems kommen. Die
kleinste mogliche Vergroflerung M,y ohne Verletzung des Nyquist-Theorems ist gege-

ben durch [89]:
2eNA

Minin = 57613

(4.3)

e ist die Breite einer Bildsensorzelle. Diese Bedingung wird héufig in der Ultramikrosko-
pie verletzt [39]. Auch bei diesem Mikroskop wurde zugunsten einer niedrigen optischen

Vergroflerung auf die Einhaltung des Nyquist-Theorems verzichtet.

4.3.2 Einfluss der BildpunktgroBe auf die gemessene Halbwertsbreite

In diesem Unterabschnitt wird untersucht, welchen Einfluss die Bildpunktgrofle dy, auf
die Bestimmung der lateralen Halbwertsbreite eines fluoreszierenden Partikels hat. Die
laterale Punktspreizfunktion wird einfachheitshalber durch eine zweidimensionale Nor-
malverteilung approximiert (siehe Abbildung 4.10). Die Approximation erlaubt die ana-
lytische Berechnung der Stammfunktion. Die Normalverteilung wird stiickweise {iber
eine Fliache A integriert, wobei A der Fldche eines Bildpunktes entspricht. An diesen
Werten wurde eine Gauf-Funktion angepasst. Fiir diese Anpassung wurde ein unge-
wichtetes Least-Squares-Verfahren verwendet. Aus diesen Daten ist es mdglich, einen
Zusammenhang zwischen der Bildpunktgréfie und der gemessenen Halbwertsbreite zu
erhalten. Auch wird der Phasenbezug zwischen einer zweidimensionalen Normalvertei-

lung und den einzelnen Bildpunkten beriicksichtigt (Abbildung 4.11).

Abbildung 4.9: Die Abbildung zeigt ein Array von 9 Bildpunkten mit einer zweidimensio-
nalen Normalverteilung in der Mitte.

Die Abbildung 4.10 zeigt den Intensitdtsverlauf einer Airy-Scheibe (schwarze Linie). Die
rote Linie zeigt die Anpassung mit Hilfe einer Normalverteilung. Es ist zu erkennen,
dass das Hauptmaximum gut mit einer Normalverteilung gendhert werden kann. Jedoch

werden die Nebenmaxima bei der Naherung nicht mehr beriicksichtigt.
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Abbildung 4.10: Intensititsverlauf einer Airy-Scheibe (schwarze Linie) und die zugehorige
GaufB-Anpassung (rote Linie).

Eine zweidimensionale rotationssymmetrische Normalverteilung p(x, y) in der xy-Ebene

ol [o557])

Fiir die Integration iiber eine rechteckige Flache mit dem Flacheninhalt (x9 — z1) (y2 — y1)

wird durch folgende Gleichung beschrieben [90]:

2
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erhélt man folgendes Integral:

I($1,$2,y1,y2) :/

xT

S ey = [ @ [Ty

1

_ 2;\/3/::@) dz (erf (yié:ﬂ —erf (yl\é:y» (4.5)
1 To — [y T1 — Ug — My My
=3 (s (P2 e (P5)) (err (2 ) —ert (M 52))

Dabei ist erf (z) die Fehlerfunktion:

erf(z) = \/27? /0:lc exp (—t2> dt (4.6)

Bei einer zweidimensionalen Normalverteilung sind Terme, welche von  und y abhan-
gig sind, separierbar.

I (21, 22,91,y2) ist von u, und g, abhéngig. Dies entspricht einer Verschiebung der zwei-
dimensionalen Normalverteilung in x-Richtung bzw. in y-Richtung relativ der Position
der Bildpunkte. Abbildung 4.11 verdeutlicht die Abhéngigkeit der angepassten Halb-
wertsbreite von der Position der zweidimensionalen Normalverteilung relativ zu den
einzelnen Bildpunkten. Werden die stiickweise integrierten Normalverteilungen entlang
der x-Richtung angepasst, ist das Ergebnis unabhéngig von einer Verschiebung in der
y-Richtung. Deshalb muss nur die Verschiebung beziiglich der x-Richtung berticksich-

tigt werden, wenn entlang dieser Richtung die Intensitatswerte gemessen werden. Die



68 4 Charakterisierung des Mikroskops

angepasste Halbwertsbreite ist von der x-Position der zweidimensionalen Normalvertei-

lung beziiglich der Bildpunkte abhéngig. Bei den Werten in Abbildung 4.13 handelt es

sich um einen Mittelwert von angepassten, stiickweise integrierten Normalverteilungen

mit unterschiedlichen p,. Die Verschiebung geht von 0 bis zu einer ganzen Bildpunkt-

breite dps. Der Abstand zwischen zwei Verschiebungen betrdgt 0,1 um. Somit betrégt
dn[pm]

die Anzahl der Anpassungen n = =5~ + 1. Aus diesen Anpassungen kann eine Stan-

dardabweichung berechnet werden.

1,23 , . , . , . , . , . ,

1,22 - -

1,21 -

1,20 4 -

1,19 1 .

angepasste Halbwertsbreite [l

+-
+~

1,18 -
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x- Position [ Bildpunktgro el

Abbildung 4.11: Die angepasste Halbwertsbreite ist von der Position der zweidimensionalen
Normalverteilung relativ zu den einzelnen Bildpunkten abhéngig. Es wird die Intensitat von den
Bildpunkten ausgewertet, die mit einem blauen Kasten umrandet sind. Die Halbwertsbreite der
Normalverteilung betrdgt 1 pm und die Bildpunktgréfie betrdgt 1pm. Die Verschiebung geht
von 0 (Position A) bis zu einer ganzen Bildpunktbreite (Position C).

In Abbildung 4.12 ist die Standardabweichung in Abhéngigkeit von der Bildpunktgrofie
abgebildet. Es wurde eine Normalverteilung mit einer Halbwertsbreite von 1 pum bzw.
0,5 pm fiir diese Simulation verwendet. Es ist zu erkennen, dass die Standardabwei-
chung stark ansteigt, wenn das Nyquist-Theorem nicht mehr erfiillt ist. Jedoch ist die
Standardabweichung im Vergleich zu der Halbwertsbreite der zweidimensionalen Nor-
malverteilung klein und die x-Position der zweidimensionalen Normalverteilung spielt

somit eine untergeordnete Rolle.
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Abbildung 4.12: Es wurde die Standardabweichung berechnet, die durch unterschiedliche
Positionen der zweidimensionalen Normalverteilung relativ zu den Zentren der Bildpunkte ent-
steht. In Abbildung A wurde die Standardabweichung fiir eine laterale Punktspreizfunktion mit
einer Halbwertsbreite von 1 pm berechnet. In Abbildung B wurde die Standardabweichung fiir
eine laterale Punktspreizfunktion mit einer Halbwertsbreite von 0,5 pm berechnet.

Die Abbildung 4.13 zeigt die angepasste Halbwertsbreite bei zwei Normalverteilungen
mit unterschiedlichen Halbwertsbreiten in Abhéngigkeit von der Bildpunktgréfie. Es ist
zu erkennen, dass es zu einem monotonen Anstieg der angepassten Halbwertsbreiten
im Bezug zur Bildpunktgréfie kommt. Das bedeutet, die tatsédchliche Halbwertsbreite
der zweidimensionalen Normalverteilung ist kleiner als der angepasste Wert, wenn die
Bildpunkte nicht infinitesimal klein sind. Die stiickweise integrierten Normalverteilun-
gen wurden mit dem ungewichteten Least-Squares-Verfahren angepasst. Die Fehlerbal-
ken verdeutlichen die Standardabweichungen des Mittelwertes der Anpassungen mit

unterschiedlichen pi,.
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Abbildung 4.13: Vergleich der angepassten Halbwertsbreiten in Abhéngigkeit von der Bild-
punktgroBe. I (x1,z2,y1,y2) wurde mit einem ungewichteten Least-Squares-Verfahren ange-
passt. Bei Abbildung A wurde iiber eine Normalverteilung mit einer Halbwertsbreite von 1 pm
stiickweise integriert. Bei Abbildung B wurde eine Normalverteilung mit einer Halbwertsbreite
von 0,5 pm betrachtet. Die angepasste Halbwertsbreite nimmt mit der Bildpunktgréfie zu.
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4.4 Messungen am Phantom

Fiir die Messung der lateralen und axialen Halbwertsbreiten wurden fluoreszierende
Mikropartikel aus Polystyrol (FluoSpheres F8809, elife technologies) in einen Phantom
aus Epoxidharz ausgewertet. Der mittlere Durchmesser der Partikel betrdgt 0,2 pm und
liegt damit weit unterhalb der theoretischen lateralen Auflésung des Mikroskops. Ob-
wohl das Absorptionsmaximum bei 580 nm lag, konnten die Teilchen auch noch mit
488 nm angeregt werden. Es war jedoch nicht méglich, die Mikropartikel mit einer Wel-
lenldnge von 633 nm anzuregen. Fiir die Anregung mit einer Wellenldnge von 488 nm
wurde ein Bandfilter (525/39 BrightLine HC, Semrock) verwendet und fiir die Anre-
gung mit einer Wellenlédnge von 561 nm wurde ein Multibandpassfilter (ZET 488/561m,
Chroma) als Emissionsfilter ausgewéhlt. Es wurden insgesamt vier Bildstapel mit zwei
Luftobjektiven (Leica 2x und Leica 5x) und zwei Eintauchobjektiven (LaVision 4x und
LaVision 12x) mit einer Schrittweite in axialer Richtung Az von 1pum aufgenommen.
Bei den Messungen mit einem Luftobjektiv wurde das Objektiv nach der Formel 1.5 be-
wegt, damit es zu keiner Defokussierung kommt. Auflerdem war das Phantom bei den
Messungen mit beiden Luftobjektiven hauchdiinn mit einer BABB-Loésung bedeckt.
Die Brennweite der verwendeten Tubuslinse betrug 200 mm. Die numerischen Apertu-
ren und optischen Vergroflerungen fiir alle Objektive sind Tabelle 2.2 im Unterabschnitt
2.3.2 zu entnehmen. Die Blendeno6ffnung betrug bei den Messungen 5,7 mm. Diese Blen-
dendffnung wurde auch bei den Messungen von ganzen Maushirnen (sieche Kapitel 5)

gewdhlt.

4.4.1 Messung der lateralen Halbwertsbreite mit unterschiedlichen
Detektionsobjektiven

Um die laterale Halbwertsbreite abzuschétzen, wurde in ImageJ mit dem Linealwerk-
zeug der Intensitdtsverlauf eines fluoreszierenden Partikels entlang der x-Richtung ge-
messen. Der Intensitdtsverlauf wurde mit einer Gauf3-Funktion in OriginPro angepasst.
In Abbildung 4.14 wird diese Messmethode fiir die laterale Halbwertsbreite verdeut-
licht.
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Abbildung 4.14: Messung der lateralen Halbwertsbreite entlang der x-Richtung. A Ein
fluoreszierendes Partikel in einem Epoxidharz. Die Bildpunktbreite entspricht 1,46 pm. Es wurde
die Intensitét entlang des roten Rechtecks gemessen. B Intensitatsverlauf (schwarze Kreuze) mit
einer GauB-Anpassung (rote Linie). Es wurde mit einer Wellenldnge von 561 nm angeregt. Fur
die Detektion wurde das LaVison 4x Objektiv verwendet.

Es wurden fluoreszierende Partikel innerhalb des ganzen Bildbereichs ausgewéhlt. Durch
die grofie Bildpunktgréfie wird eine Gaufl-Funktion im Schnitt nur iiber 2 Messwerte
angepasst. In Tabelle 4.2 befinden sich die Ergebnisse der lateralen Halbwertsbreiten
fir vier verschiedene Objektive. dyy theo ist die theoretische laterale Halbwertsbreite,
welche nach Formel 1.25 berechnet werden kann. dy ¢ beriicksichtigt die Grofie der ein-
zelnen Bildpunkte und dyy exp ist schliefllich die gemessene Halbwertsbreite. Die Halb-
wertsbreite wurde aus je 10 fluoreszierenden Partikeln gewonnen. Die Schichtdicke des
Epoxidharzes oberhalb der gemessenen Position betragt ca. 400 pm. Die Probentiefe ist
notwendig, damit der divergente Strahl ganzheitlich auf das Phantom trifft. d,; ist die
Bildpunktbreite bei einer 200 mm Tubuslinse.

Objektiv dy | dxytheo | Gxy,G | Bxyexp

[nm] | [pm] [om] | [jm]

LaVision 4x | 1,46 | 0,83 1,22 |2,16+0,13
1,46 | 0,95 1,25 | 2,248 +0,203

LaVision 12x | 0,54 | 0,47 | 0,58 | 0,94+ 0,07
0,54 | 0,54 | 0,65 | 1,03+0,08

Leica 2x 1,63 | 1,06 | 1,35 |2,7240,41
1,63 | 1,22 1,51 | 2,87+0,43

Leica 5x 0,65 | 0,50 0,63 | 1,13+0,08
0,65 | 0,57 0,70 | 1,57+ 0,06

Tabelle 4.2: Die Tabelle zeigt die gemessenen und theoretischen lateralen Halbwertsbreiten
fiir zwei Eintauchobjektive (LaVision 4x und LaVision 12x) und zwei Luftobjektive (Leica 2x
und Leica 5x) bei zwei verschiedenen Anregungswellenlingen (blau: 488 nm und griin: 561 nm).
Es wurde jeweils iiber 10 Messungen gemittelt.
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Betrachtet man die Tabelle 4.2, so fallt eine relativ grofie Abweichung zwischen theore-
tischer und gemessener lateraler Halbwertsbreite auf. Auch unter Beriicksichtigung der
Vergroflerung der Halbwertsbreite durch die Verletzung des Nyquist-Theorems ist die

gemessene laterale Halbwertsbreite zu gro8.

4.4.2 Messung der axialen Halbwertsbreite mit unterschiedlichen
Detektionsobjektiven

Fiir die Messung der axialen Halbwertsbreite wurde in ImageJ mit dem Werkzeug ,,Plot
z-Axis Profile* das Intensitétsprofil entlang der z-Richtung gemessen. Hierzu wurde mit
dem , Ellipsenauswahl-Werkzeug” um das fluoreszierende Teilchen ein Kreis gelegt. In-
nerhalb des Kreises wurde die mittlere Intensitdt bestimmt. Die Halbwertsbreite dieser
gemittelten Intensitdten wurde mit OriginPro bestimmt. Fiir alle aufgenommenen Bild-
stapel wurde eine Schrittweite in axialer Richtung Az von 1pm gewéhlt. Wie im vor-
herigen Abschnitt betrug die Probentiefe ca. 400 pm. Bei diesen Messungen wurde das
Nyquist-Kriterium erfillt. Bei den Messungen wurden die gleichen Emissionsfilter wie
im vorherigen Abschnitt verwendet. Abbildung 4.15 zeigt den Verlauf der gemessenen
axialen Halbwertsbreite entlang der x-Richtung fiir beide Eintauchobjektive und fiir
zwei Anregungswellenldngen. Die axiale Halbwertsbreite wird stark vom Strahldurch-
messer beeinflusst. Fiir die Bestimmung der axialen Halbwertsbreite in der Region der
Strahltaille wurde der Mittelwert aus 10 Messungen genommen. In Tabelle 4.3 sind die

axialen Halbwertsbreiten fiir vier verschiedene Objektive aufgelistet.
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Abbildung 4.15: Axiale Halbwertsbreite entlang der Beleuchtungsrichtung. Abbildung A
zeigt die axialen Halbwertsbreiten fiir das LaVision 4x Objektiv. Die Abbildung B zeigt die
Messungen mit dem LaVision 12x Objektiv. Blaue Kreuze bedeuten eine Anregungswellenlénge
von 488 nm und griine Kreuze eine Anregungswellenldnge von 561 nm. Jeder Wert entspricht
einer Messung an einem fluoreszierenden Mikropartikel. Der Standardfehler der Anpassungen
mit OriginPro liegt zwischen 0,1 pm und 1 pm.

Die gemessene axiale Halbwertsbreite ist bei einer Blendeneinstellung von 5,7 mm und

der Benutzung des LaVision 4x Objektivs in einem Bereich von 1000 pm kleiner oder



4.4 Messungen am Phantom 73

gleich 15 pm. Aus diesem Grund wurden bei Bildaufnahmen nur 35% der Bildsensor-

breite verwendet.

Fir die theoretische Abschdtzung wurden zu den, aus den Simulationen mit Zemax
(Unterabschnitt 3.3.2, Tabelle 3.1), berechneten Taillenradien wZemax entsprechende
transversale Strahlprofile berechnet. Zum anderen wurde die theoretische axiale Ab-
bildungspunktspreizfunktion I4pp, (2) des jeweiligen Objektivs verwendet (Gleichung
1.21). Um die totale Punktspreizfunktion zu erhalten, wurden beide Kurven mitein-
ander multipliziert. Uber die erhaltene Kurve wurde mit einer GauB-Anpassung die

Halbwertsbreite bestimmt.

Objektiv dy exp dy theo
[hm] [hm]
LaVision 4x | 5,80 £0,30 | 5,63
6,254+0,29 | 6.51

LaVision 12x | 5,60 0,21 | 3,76
6,18 20,32 | 4,24

Leica 2x 5,71+0,33 | 5,94
6,34+0,29 | 6.86

Leica 5x 5,93+0,38 | 4,02
6,04+ 0,38 | 4,66

Tabelle 4.3: Die Tabelle zeigt die gemessenen und theoretischen axialen Halbwertsbreiten an
der Strahltaille fiir zwei Eintauchobjektive (LaVision 4x und LaVision 12x) und zwei Luftob-
jektive (Leica 2x und Leica 5x) bei zwei verschiedenen Anregungswellenldngen (blau: 488 nm
und griin: 561 nm). Es wurde iiber 10 Messungen gemittelt.

4.4.3 Einfluss der gewdhlten Objektive auf die Bildqualitdt bei
verschiedenen Probentiefen

In diesem Abschnitt wird die Empfindlichkeit der Abbildung beziiglich der Proben-
tiefe im Phantom untersucht. Hierzu wurde jeweils ein Bildstapel des Phantoms mit
4 verschiedenen Objektiven aufgenommen. Es soll insbesondere geklért werden, ob es
einen Unterschied zwischen Luftobjektiven und Eintauchobjektiven gibt. In den Ab-
bildungen 4.16 und 4.17 werden Bilder bei einer Probentiefe von 400 pm bzw. einer
Probentiefe von 4000 pm gezeigt. In Abbildung 4.16 wird das Leica 2x Luftobjektiv mit
dem LaVision 4x Eintauchobjektiv verglichen und in Abbildung 4.17 wird das Leica 5x
Luftobjektiv mit dem LaVision 12x Objektiv verglichen. Es ist deutlich zu erkennen,

dass bei hoheren numerischen Aperturen die Empfindlichkeit gegeniiber der Proben-
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tiefe und Inhomogenitéten in der Probe zunimmt. Beim LaVision 4x Objektiv ist die
Abbildung in héheren Probentiefen deutlich besser als beim Leica 2x Objektiv. Beim
Leica 5x Objektiv ist schon bei einer niedrigen Probendicke von 400 pm eine drasti-
sche Verschlechterung gegeniiber dem LaVision 12x Objektiv zu beobachten. Bei einer
Probentiefe von 400 pm betrégt die theoretische Strehl-Zahl beim Leica 2x Objektiv
0,99 und beim Leica 5x Objektiv 0,11. Aus diesem Grund sind die Aufnahmen mit dem
Leica 5x Objektiv schon bei dieser Probentiefe sehr kontrastarm. Bei einer Probentiefe
von 4000 pm betriagt die theoretische Strehl-Zahl beim Leica 2x Objektiv nur noch 0,26
und beim Leica 5x Objektiv ist diese auf 0,008 herabgesunken. Fiir die Aufnahmen

wurde eine Anregungswellenldnge von 561 nm verwendet.

EaVision 4x B - LaVision 4x
400 pm - ST 4000 i

Leica2x Jf . B Leica 2x
400 pm Q- - 4000 pm

i3

200 {ini

Abbildung 4.16: (A und B) Aufnahme mit dem LaVision 4x Objektiv. Fluoreszierende
Mikropartikel bei einer Probentiefe von A 400 pm und B 4000 pm. (C und D) Aufnahme mit
dem Leica 2x Objektiv. Fluoreszierende Mikropartikel bei einer Probentiefe von C 400 pm und
D 4000 pm. Die roten Késtchen zeigen jeweils einen vierfach vergroflerten Ausschnitt.
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Abbildung 4.17: (A und B) Aufnahme mit dem LaVision 12x Objektiv. Fluoreszierende
Mikropartikel bei einer Probentiefe von A 400 pm und B 4000 pm. (C und D) Aufnahme mit
dem Leica 5x Objektiv. Fluoreszierende Mikropartikel bei einer Probentiefe von C 400 pm und
D 4000 pm. Die roten Késtchen zeigen jeweils einen vierfach vergréflerten Ausschnitt.

4.4.4 Axiale Halbwertsbreite in Abhangigkeit von der y-Position

Um sicher zu gehen, dass die ganze Bildsensorléinge verwendet werden kann, wurde
die Halbwertsbreite entlang der Scanrichtung gemessen. Die Grafik 4.18 zeigt die ge-
messenen Halbwertsbreiten von verschiedenen fluoreszierenden Partikeln. Die Partikel
befanden sich in einem Streifen mit einer Breite von 100 pm. Es ist der Grafik zu ent-
nehmen, dass die axiale Auflésung weitestgehend unabhéngig von der y-Position ist.
Dieses wurde schon in den Simulationen mit Zemaxz im Abschnitt 3.3.1 theoretisch
festgestellt. Bei der Aufnahme wurde eine Blendenéffnung von 5,7 mm und eine Anre-

gungswellenldnge von 488 pm verwendet.
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Abbildung 4.18: Die Grafik zeigt die gemessenen Halbwertsbreiten von verschiedenen Par-
tikeln mit unterschiedlicher y-Position.

4.5 Messungen mit unterschiedlichen Objektiven an einem

geklarten Maushirn

In diesem Abschnitt werden Aufnahmen von biologischen Proben, die mit unterschied-
lichen Objektiven aufgenommen wurden, miteinander verglichen. Hier handelt es sich
nun um Aufnahmen von einem Transplantat in einem ganzen Maushirn. Ndhere Infor-
mationen iiber die verwendete Probe sind dem Abschnitt 5.3 zu entnehmen. Es wurden,
wie im Abschnitt 4.4, zwei Luftobjektive von der Firma Leica und zwei Eintauchobjek-
tive von der Firma LaVision miteinander verglichen. In Tabelle 2.2, im Unterabschnitt
2.3.2, sind die einzelnen Objektive mit ihren Eigenschaften (numerische Apertur und
Vergroflerung) aufgelistet. Das Transplantat befindet sich ca. 1000 pm unterhalb der
Probenoberfliache. Fiir alle Messungen in diesem Abschnitt wurde eine Blendendffnung
von 5,7mm und eine Anregungswellenlinge von 488 pm gewéhlt. Abbildung 4.19 zeigt
die gleiche Gehirnregion, welche mit dem Leica 2x Luftobjektiv bzw. mit dem LaVision
4x Eintauchobjektiv aufgenommen wurde. Wie zu erwarten ist keine grofie Abweichung
zwischen beiden Aufnahmen zu erkennen. Dies kann durch eine geringe Probentiefe er-
klart werden. Bei dieser Probentiefe betrigt die theoretische Strehl-Zahl fiir das Leica
2x Objektiv 0,925 (siehe Abbildung 3.12). Dies deckt sich auch mit den Messungen, die
an fluoreszierenden Partikeln durchgefithrt wurden (siehe Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.19: Vergleich zwischen dem A Leica 2x Luftobjektiv und dem B LaVision 4x
Eintauchobjektiv. Die Bilder zeigen ein Transplantat in einem ganzen Maushirn. Man sieht,
dass die Bildqualitat zwischen beiden Objektiven dhnlich ist.

Die Abbildung 4.20 zeigt die gleiche Region, die jeweils mit dem Leica 5x Luftobjek-
tiv und dem LaVision 12x Eintauchobjektiv aufgenommen wurde. Es ist deutlich zu
erkennen, dass bei héheren numerischen Aperturen der Einfluss von sphérischen Ab-
errationen bei Luftobjektiven deutlich zunimmt. Die NA beim Leica 2x Luftobjektiv
betragt 0,234 und die NA beim Leica 5x Luftobjektiv betragt 0,5. Es ist ein deutlicher
Qualitdtsunterschied in Hinblick auf den Kontrast zwischen dem Leica 5x Luftobjektiv
und dem LaVision 12x Eintauchobjektiv zu erkennen. Dies deckt sich mit den Messun-

gen, die an fluoreszierenden Partikeln im Unterabschnitt 4.4.3 vorgenommen wurden.

Abbildung 4.20: Vergleich zwischen dem A Leica 5x Luftobjektiv und dem B LaVision 12x
Eintauchobjektiv. Es ist deutlich die schlechtere Bildqualitat in Hinblick auf den Kontrast beim
Leica 5x Luftobjektiv zu erkennen.

Die Abbildung 4.21 zeigt den Vergleich zwischen dem LaVision 4x Eintauchobjektiv
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und dem LaVision 12x Eintauchobjektiv. Es ist deutlich die bessere Bildqualitit bei
Verwendung des 12x Objektivs zu erkennen. Dies ist mit der 1,7-fach héheren nume-
rischen Apertur und der 2,7-fach stérkeren Vergroflerung zu erkldren. Die Probentiefe

liegt bei ca. 1000 pm.

"\-t.‘

LaVision 12x+

Abbildung 4.21: Vergleich zwischen dem A LaVision 4x und dem B LaVision 12x Objektiv.
Es ist eine schlechtere Bildqualitédt beim LaVision 4x Objektiv zu erkennen.

4.6 Charakterisierung der Fokusstabilisierung

In diesem Anschnitt wird die Anwendung der Fokusstabilisierung untersucht. Im ers-
ten Unterabschnitt werden verschiedene Fokusfunktionen auf ihre Eigenschaften unter-
sucht. Im zweiten Unterabschnitt wird die Wirkung der verwendeten Schrittweite Afpg
auf die Fokusstabilisierung eingehend untersucht. Im dritten Unterabschnitt wird die
Bildqualitdt einer Aufnahme ohne Fokusstabilisierung mit einer Aufnahme mit Fo-
kusstabilisierung verglichen und im letzten Unterabschnitt wird untersucht, wie viele

Schritte die Fokussierung bei unterschiedlich starken Defokussierungen benétigt.

4.6.1 Vergleich verschiedener Fokusfunktionen

In diesem Unterabschnitt werden verschiedene Fokusfunktionen miteinander verglichen.
Die bekanntesten Fokusfunktionen wurden schon im Abschnitt 1.10 erldutert. Es wur-
den jeweils fiir das LaVision 4x und fiir das LaVision 12x Objektiv zwei Bildstapel
aufgenommen, wobei die Position der Probe wiahrend der Aufnahme sich nicht &nderte.
Fiir jedes der beiden Objektive wurde ein Probenbereich mit wenigen strukturellen In-
formationen und ein Probenbereich mit vielen strukturellen Informationen ausgewéhlt,
um eine passende Fokusfunktion zu finden, die fiir beide Félle ein solides Ergebnis
liefert. Im Anhang A.2 sind fokussierte Bilder der einzelnen Bereiche abgebildet. Die
z-Position der Probe blieb wiahrend der Aufnahme der Bildstapel unverdndert. Wéh-
rend der Aufnahme wurde das Detektionsobjektiv nach jedem Bild um die Schrittweite
Afpo bewegt. Am Anfang befindet sich die Lichtscheibe nicht im Fokus des Detekti-
onsobjektivs. Erst etwa in der Mitte des Bildstapels befindet sich die Lichtscheibe im



4.6 Charakterisierung der Fokusstabilisierung 79

Fokus. Danach kommt es wieder zu einer Defokussierung. Jeder Bildstapel beinhaltet
400 einzelne Bilder. Mit diesem Bildstapel ist es moglich, Fokusfunktionen qualitativ
miteinander zu vergleichen. Die Schrittweite Afpo betrug beim LaVision 4x Objektiv
1pm und beim LaVision 12x Objektiv 0,5 pm.

Jeder Bildstapel wurde mit folgenden Fokusfunktionen untersucht: F'4 (symmetrisch),
F4 (horizontal), F4 (vertikal), F'5, Brenner, Squared Gradient, Tenengrad, Intensitéts-
mittelwert, Varianz und der héchste Bildpunktwert. Abbildung 2.10 zeigt den Verlauf
einer Fokusfunktion. Bei der F'4-Funktion wurde zwischen F'4 (horizontal) und F4 (ver-
tikal) unterschieden. Bei F'4 (horizontal) werden Bildpunktwerte innerhalb einer Reihe
multipliziert und bei F'4 (vertikal) werden Bildpunktwerte innerhalb einer Spalte mul-
tipliziert. F'4 (symmetrisch) ist das arithmetische Mittel von beiden Fokusfunktionen.
Die Unterscheidung diente dazu, herauszufinden, welche Variante optimal ist.

Fiir die Auswertung vom Verlauf der Fokusfunktion wurden zwei Kriterien ausgewahlt.
FEinmal wurde die Halbwertsbreite und zum anderen die normierte Héhe der Kurve be-
stimmt. Die Tabellen mit den Halbwertsbreiten und den normierten Hohen h sind dem
Anhang A.2 zu entnehmen. In diesen Tabellen sind die Halbwertsbreite der Kurve und
die normierte Hohe der Kurve aufgelistet. Die normierte Hohe h kann durch folgende

Gleichung berechnet werden:

b Maximum — Grundlinie (4.7)

Maximum

Abbildung 4.22 zeigt verschiedene Fokusfunktionskurven. Es ist deutlich zu erkennen,
dass sich die Halbwertsbreiten und h sehr stark zwischen den einzelnen Fokusfunk-
tionen unterscheiden und die F'4-Funktionen die Kurven mit der niedrigsten Halb-
wertsbreite und dem hochsten h besitzen. Aufgrund der Tatsache, dass die verwen-
dete LabVIEW-Version keine komplizierten Transformationen, wie z. B. die diskrete
Kosinustransformation, unterstiitzt, wurden nur einfache selbstprogrammierte Fokus-
funktionen verwendet. Auflerdem benétigen Fokusfunktionen, die auf einem spektralen
Ansatz aufbauen, eine relativ hohe Rechenzeit [70]. Fiir die getesteten Fokusfunktio-
nen wurde ein Ranking erstellt. Hierzu gab es fiir jedes der beiden Kriterien fiir die
beste abschneidende Fokusfunktion 10 Punkte. Fiir jeden nachfolgenden Platz wurde
ein Punkt abgezogen. Bei einer nicht vorhandenen Kurve wurde die Fokusfunktion mit
null Punkten bewertet. In Tabelle 4.4 sind die Platzierungen der einzelnen Funktionen
aufgelistet. Es hat sich die F'4-Funktion fiir diese Art der Proben als beste Fokusfunk-
tion erwiesen. Fiir alle Bereiche und Detektionsobjektive lag die F'4-Funktion auf dem
ersten Platz. Es sei angemerkt, dass die Zuverlassigkeit einer Funktion teilweise von der
Probe selbst abhéngt. Bei anderen Proben kann somit das Ranking abweichen. Fiir die
néchsten Messungen wurde die horizontale F'4-Funktion als Fokusfunktion verwendet,
um die Rechenzeit im Rahmen zu halten, da bei der symmetrischen F'4-Funktion die
doppelte Anzahl an Berechnungen benétigt wird und auch die beiden asymmetrischen

F4-Funktionen solide Ergebnisse liefern.
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Platzierung Metrik Punktzahl
1 F4 (symmetrisch) 65
1 F4 (horizontal) 65
3 F4 (vertikal) 62
4 Brenner 57
5 Tenengrad 47
6 Bildpunktwert 46
7 Squared Gradient 41
8 Fb5 10
8 Varianz 11
10 Intensitdtsmittelwert 0

Tabelle 4.4: Ranking iiber die getesteten Fokusfunktionen.

F4 (symmetrisch) F4 (vertikal) Brenner Squared Gradient —f— hochster Wert
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Abbildung 4.22: Die Abbildung zeigt die normierten Werte von verschiedenen Fokusfunk-
tionen. Die Funktionskurven fir die F'5-Funktion und die Varianz sind sehr dhnlich und kénnen
nicht voneinander unterschieden werden. In dieser Grafik wurde die normierte Héhe h fiir die
Brenner-Funktion eingetragen. Die Aufnahmen wurden mit dem LaVision 12x Objektiv aufge-
nommen.
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4.6.2 Unterschiedliche Schrittweiten

In diesem Unterabschnitt wird der Einfluss der moglichen Schrittweite Afpg fiir die
Korrektur der Position des Detektionsobjektivs auf die Effektivitdt der Fokusstabilisie-
rung betrachtet. Es wurden das LaVision 4x und das LaVision 12x Eintauchobjektiv
verwendet. Fiir diesen Test wurde ein Bildstapel mit einer axialen Schrittweite von
Az = 3pm fiir das 4x Objektiv bzw. Az = 2pm fiir das 12x Objektiv ausgewéhlt.
Fiir jedes Objektiv wurden 4 Bildstapel mit verschiedenen Schrittweiten Afpo aufge-
nommen. Fiir jede ausgewéhlte Schrittweite wurde das Detektionsobjektiv um einen
bestimmten Betrag nach oben bzw. nach unten aus dem Fokus bewegt, so dass es zu
einer Defokussierung der Lichtscheiben kam. Insgesamt wurden somit 8 Bildstapel auf-
genommen. Am Anfang wurde das Mikroskop manuell fokussiert. Fiir das 4x Objektiv
wurde das Objektiv um 100 pm aus dem Fokusbereich gefahren und fiir das 12x Ob-
jektiv wurde das Detektionsobjektiv um +25 pm defokussiert. Mit dieser Startposition
wurden Messungen mit jeweils 1000 Aufnahmen mit unterschiedlichen Schrittweiten
Afpo durchgefithrt. Es wurde ein Bereich mit wenig Informationen ausgewéhlt, da die
Fokusstabilisierung auch fir kontrastarme Bereiche funktionieren soll. Die Probe wurde
bei allen Messungen mit einer Anregungswellenldnge von 488 nm beleuchtet.

Zuerst wird die Testreihe mit dem 4x Objektiv betrachtet. Hierzu wurden die Schritt-
weiten 2 pm, 3pum, 4 pm und 5 pm ausgewdhlt. In Abbildung 4.23 ist die Position des
4x Detektionsobjektivs bei den einzelnen Messungen abgebildet. Es zeigt sich, dass ab
einer Schrittweite von Afpg = 4 um die Effektivitdt der Fokusstabilisierung drastisch
zunimmt. Man erkennt, dass die Fokusstabilisierung unabhéngig davon ist, in welcher
Richtung das Detektionsobjektiv verstellt wird. Die Abbildung 4.25 zeigt das 1., 50.,
100., 150., 200. und 250. Bild des Bildstapels bei einer Auslenkung von 100 pm und einer
Schrittweite Afpo von 4 pm. Es ist deutlich die Abnahme der Unschérfe erkennbar. Um
den Einfluss der Schrittweite Afpg qualitativ auszuwerten, wurde fiir jede Schrittweite
die Position des Detektionsobjektivs in einem Histogramm dargestellt. Die Histogram-
me zeigen jeweils die Anzahl der Bilder, die mit einem bestimmten Positionsbereich
des Detektionsobjektivs aufgenommen wurden. In den Histogrammen ist deutlich ein
Hauptmaximum zu erkennen, welches fiir jede Schrittweite eine andere Breite und Ho-
he hat. Das Hauptmaximum hat bei einer Schrittweite Afpg von 4 pm seinen gréfiten
Wert und hat bei dieser Schrittweite die geringste Breite. Bei grofieren Schrittweiten
als 4 pm kommt es zu grofferen Schwankungen der Detektionsobjektivposition und das

Hauptmaximum wird dadurch breiter.
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Abbildung 4.23: Die Abbildungen A und B zeigen die Position des Detektionsobjektivs fpo.
Vor der Aufnahme wurde das Objektiv um A 100 pm bzw. um B -100 pm aus dem Fokusbereich
gebracht. Es wurde immer der gleiche Bereich der Probe aufgenommen. Die axiale Schrittweite
Az betrug 3 pm.
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Abbildung 4.24: Histogramme mit der Position des Detektionsobjektivs fpo wihrend der
Aufnahme eines Bildstapels mit verschiedenen Schrittweiten Afpg bei einer vorherigen Defo-
kussierung um -100pm. Bei einer Schrittweite von 4 pm ist das Hauptmaximum am schmalsten.
Die rote senkrechte Linie zeigt die Anfangsposition des Detektionsobjektivs. Die Klassenbreite
betragt 5 pm.
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Abbildung 4.25: Die Abbildung zeigt die Aufnahmen mit den Bildnummern 1, 50, 100, 150,
200 und 250. Die Aufnahmen 1, 50 und 100 sind noch unfokussiert. Bei den Aufnahmen 150,
200 und 250 ist die Lichtscheibe im Fokus des Detektionsobjektivs. z gibt die z-Position der
Aufnahme relativ zur z-Position der ersten Aufnahme an.
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Als Zweites wird die Testreihe mit dem LaVision 12x Objektiv betrachtet. Wegen der
kleineren Schérfentiefe wurde eine geringere Defokussierung von £+25nm gewéhlt. Die
axiale Schrittweite Az betragt dabei 2 pm. Fiir das Detektionsobjektiv wurden diesmal
die Schrittweiten Afpg 0,5 pm, 1 pm, 1,5 pm und 2 pm ausgewahlt. Die Abbildung 4.26
zeigt die Position des Detektionsobjektivs wihrend der Messungen mit verschiedenen
Werten fiir Afpg. Auch hier ist zu erkennen, dass eine gewisse Schrittweite notwendig
ist, damit die Fokusstabilisierung funktioniert. Abbildung 4.27 zeigt die Histogramme
mit der Position des Detektionsobjektivs bei verschiedenen Schrittweiten. Es ist zu er-
kennen, dass das Hauptmaximum bei einer Schrittweite von 1,5 pm am schmalsten ist.
Vergleicht man beide Objektive, so sieht man, dass, wie erwartet, die beste Schritt-
weite von der numerischen Apertur des Objektivs abhédngt. Abbildung 4.28 beinhaltet
Aufnahmen des Bildstapels mit einer Auslenkung von 25pm aus dem Fokusbereich

und einer Schrittweite Afpo von 1,5pm. Auch hier sieht man, dass die Bildschérfe

zunimmt.
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Abbildung 4.26: Die Abbildungen A und B zeigen die Position des Detektionsobjektivs.
Vor der Aufnahme wurde das Objektiv um 25 um A bzw. um -25 pm B bewegt. Somit war die
Beleuchtungsebene nicht mehr im Fokus des Objektivs. Es wurde immer der gleiche Bereich
der Probe mit unterschiedlichen Schrittweiten Afpo aufgenommen.
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Abbildung 4.27: Histogramme mit der Position des Detektionsobjektivs fpo wihrend der
Aufnahme eines Bildstapels mit verschiedenen Schrittweiten Afpg bei einer vorherigen Defo-
kussierung um 25 pm. Bei einer Schrittweite von 1,5 pm ist das Hauptmaximum am schmalsten.
Die rote senkrechte Linie zeigt die Anfangsposition des Detektionsobjektivs. Die Klassenbreite
betragt 2 pm.
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Abbildung 4.28: Die Abbildung zeigt die Aufnahmen mit den Bildnummern 1, 50, 100
und 150. Die Aufnahmen 1, 50 und 100 sind noch unfokussiert. Bei der Aufnahme 150 ist die
Lichtscheibe im Fokus des Detektionsobjektivs. z gibt die z-Position der Aufnahme relativ zur
z-Position der ersten Aufnahme an.
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4.6.3 Vergleich mit und ohne Fokusstabilisierung

In diesem Unterabschnitt wird der Einfluss der Fokusstabilisierung auf die Bildquali-
tat untersucht. Hierzu wurde fiir zwei unterschiedliche Bereiche im Gehirn, jeweils fiir
das LaVision 4x und das LaVision 12x Objektiv, ein Bildstapel mit Fokusstabilisierung
bzw. ohne eine Fokusstabilisierung aufgenommen. Dabei wurde der Fokus manuell ein-
gestellt. Der erste Bildstapel wurde im Bereich des Transplantats aufgenommen, der
zweite Bereich auflerhalb. Somit wird die Fokusstabilisierung an zwei vollkommen un-
terschiedlichen Bereichen getestet. Die Maximumintensitdtsprojektionen der vier auf-
genommenen Bildstapel werden in Abbildung 4.29 (A und B) bzw. in Abbildung 4.30
(A und B) gezeigt. Die Diagramme C und D zeigen jeweils den Verlauf der Position des
Detektionsobjektivs und die Diagramme E und F zeigen den Wert der symmetrischen
F4-Funktion fiir jedes aufgenommene Bild. Bei Abbildung 4.29 wurde das LaVison 4x
Objektiv und bei Abbildung 4.30 wurde das LaVision 12x Objektiv verwendet. Betrach-
tet man jeweils die Unterabbildungen E und F, so sieht man, dass die symmetrische
F4-Funktion mit einer Fokusstabilisierung tendenziell héher ist als ohne Stabilisierung.
Die axiale Schrittweite Az betrug 3 pm bei den Aufnahmen mit dem LaVision 4x Ob-
jektiv bzw. 2 ym bei den Aufnahmen mit dem LaVision 12x Objektiv.

Der Tabelle 4.5 ist der prozentuale Anteil npg an Bildern, bei dem der symmetrische
F4-Funktionswert hoher liegt als ohne eine Fokusstabilisierung, zu entnehmen. Bei den
vier Testaufnahmen hatten 55 % bis 85 % der Bilder mit einer Fokusstabilisierung einen
héheren symmetrischen F'4-Fokusfunktionswert als ohne Stabilisierung. Aulerdem wird
die H&ufigkeit einer Positionsdnderung npg durch die Félle 1 und 4 (siehe Abschnitt
2.5) untersucht. Es stellt sich heraus, dass bei 49 % bis 62 % der Aufnahmen eine Positi-
onsinderung des Detektionsobjektivs stattfindet. Das bedeutet, das Detektionsobjektiv

bewegt sich ungefidhr bei jeder zweiten Bildaufnahme.



4.6 Charakterisierung der Fokusstabilisierung 87

6,66 T T T T T T 6,65 T T T T T T T

’ 6,64 g
6,64 g
6,63 g
6,63 g
= 6,624 4 6,62 4
':. 6,61 g 6,61 4
W 6,60 lh 4 B

’ | 6,60 1
6,59 ]
6,59 4

f,, fmml

6,58 4 g
6,57 T T T T T T 6,58 T T T T T v T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Bildnummer N Bildnummer N
5x10° T T T T T T " T T T T T T T
1D} 15x10"{ ¥ e
4x10° B
Z 104 1 = 10x10" g
=2 =
£ 2x10° 1 £
g Z 50x10° 4
Z1x10° {1z
=+ =
i o
ol | 0,0 i
T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Bildnummer N Bildnummer N

Abbildung 4.29: LaVision 4x Objektiv: Die Bilder A und B zeigen die Maximumintensi-
tatsprojektionen der aufgenommenen Bildstapel. Die Diagramme C und D zeigen die Positio-
nen des Detektionsobjektivs wahrend der Messung. Die rote Linie zeigt die Positionsdnderung
wahrend der Messung bei eingeschalteter Fokusstabilisierung und die schwarze Linie ohne eine
Fokusstabilisierung. Die Diagramme E und F zeigen die symmetrischen F'4-Funktionswerte fiir
jedes aufgenommene Bild. Die rote Linie zeigt die Werte mit einer Fokusstabilisierung und die
schwarze Linie zeigt die Werte ohne Fokusstabilisierung.
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Abbildung 4.30: LaVision 12x Objektiv: Die Bilder A und B zeigen die Maximumintensin-
tatsprojektionen der aufgenommenen Bildstapel. Die Diagramme C und D zeigen die Positio-
nen des Detektionsobjektivs wihrend der Messung. Die rote Linie zeigt die Positionsénderung
wahrend der Messung bei eingeschalteter Fokusstabilisierung und die schwarze Linie ohne eine
Fokusstabilisierung. Die Diagramme E und F zeigen die symmetrischen F4-Funktionswerte fir
jedes aufgenommene Bild. Die rote Linie zeigt die Werte mit einer Fokusstabilisierung und die
schwarze Linie zeigt die Werte ohne Fokusstabilisierung.
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Objektiv Bereich n nEps  Npji
el (%] (%]
LaVision 4x  Gewebe 1050 85 62
LaVision 4x = Transplantat 1200 69 59
LaVision 12x  Gewebe 1100 75 61

LaVision 12x Transplantat 1050 55 49

Tabelle 4.5: Statistischer Vergleich der Bildstapel mit und ohne Fokusstabilisierung. n ist
die Anzahl der aufgenommenen Bilder. npg gibt den prozentualen Anteil der Bilder an, welche
bei einer Fokusstabilisierung einen héheren symmetrischen F'4-Wert haben als bei einer nicht
vorhandenen Fokusstabilisierung. nps gibt den prozentualen Anteil an z-Schritten mit einer
Positionsdnderung des Detektionsobjektivs um Afpo an.

4.6.4 Unterschiedliche Defokussierungen des Detektionsobjektivs

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Stédrke der Defokussierung auf die Fokussta-
bilisierung betrachtet. Es wird untersucht, bis zu welcher Defokussierung es noch zu
einer verhaltnisméfBig schnellen Fokussierung kommt. Dies erlaubt eine Einschétzung
der Effektivitdt der Fokusstabilisierung. Fiir das LaVision 4x Objektiv wurden vier
Bildstapel mit Defokussierungen von 0pm, 100 pm, 200 pm und 300 pm aufgenommen.
Das Diagramm B in Abbildung 4.31 zeigt die Position des Detektionsobjektivs wihrend
der einzelnen Messungen.

Mit dem LaVision 12x Objektiv wurden analog vier Bildstapel mit Defokussierungen
von Opm, 25 pm, 50 pm und 75 pm aufgenommen. Von jedem Bildstapel ist das erste
Bild abgebildet. Die Abbildung 4.32 zeigt analog wie in Abbildung 4.31 die Position
des Detektionsobjektivs wihrend der Aufnahmen. Auch hier sind die Anfangsbilder der
Bildstapel abgebildet. Es wurde fiir beide Objektive dieselbe kontrastarme Region aus-
gewdahlt. Die axiale Schrittweite der Probe Az betrégt beim 4x Objektiv 3 pm und beim
12x Objektiv 2pm. Afpg betrdgt 4 pm bzw. 1,5 nm. Die Abbildungen zeigen, dass es
auch bei einer sehr starken Defokussierung immer noch zu einer Fokussierung kommt.

Fir alle Aufnahmen wurde eine Anregungswellenlinge von 488 nm gewéhlt.
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Abbildung 4.31: Die oberen vier Bilder zeigen das erste Bild von jedem aufgenommenen
Bildstapel. Das Diagramm B zeigt die Position des Detektionsobjektivs bei jedem aufgenom-
menen Bild. Die einzelnen Defokussierungen bei den jeweiligen Messungen sind 100 pm (blaue
Linie), 200 pm (rote Linie) und 300 pm (schwarze Linie).
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Abbildung 4.32: Die oberen vier Bilder zeigen das erste Bild von jedem aufgenommenen
Bildstapel. Das Diagramm B zeigt die Position des Detektionsobjektivs bei jedem aufgenom-
menen Bild. Die einzelnen Defokussierungen bei den jeweiligen Messungen sind 25 um (blaue
Linie), 50 pm (rote Linie) und 75 pm (schwarze Linie).
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5.1 Zusammenfiigen einzelner Bildstapel

Durch die begrenzte Bildgrofie ist eine Aufnahme eines ganzen Mausgehirns mit einem
einzelnen Bildstapel nicht moglich. Somit miissen mehrere sich {iberlappende Bildsta-
pel mosaikartig aufgenommen werden. Wie in Unterabschnitt 3.1.1 besprochen, hat die
Beleuchtung mit Gauf-Strahlen den Nachteil der starken Divergenz des Strahls. Aus
diesem Grund kann beim LaVision 4x Objektiv nicht die ganze horizontale Breite des
Bildsensors verwendet werden. Bei einer Blendeneinstellung von 15° wurde standard-
mafig ein Drittel des Bildsensors verwendet. In diesem Bereich ist die axiale Halbwerts-
breite des Beleuchtungsstrahls gleich oder kleiner als 15 pm (siehe Abschnitt 4.4.2). Da
sich die axiale Auflésung in Scanrichtung nicht dramatisch verschlechtert, kann die volle
vertikale Breite des Bildsensors verwendet werden. Beim LaVision 12x Objektiv wur-
de der ganze Bildsensor verwendet. Das Zusammenfiigen einzelner Kacheln zu einem
ganzen Bild wird in Abbildung 5.1 verdeutlicht.

Abbildung 5.1: 8 x4 Kacheln, aufgenommen mit dem LaVision 4x Objektiv, werden zu einem
einzigen Bild zusammengefiigt. Fiir die Beleuchtung wurde der Laser mit einer Wellenldnge von
561 nm verwendet.

Fir die ersten Aufnahmen wurde ein Programm in C++ fiir das Zusammenfiigen ein-
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zelner Kacheln geschrieben. Fiir spéatere Aufnahmen wurde ein ImageJ Makro freund-
licherweise von Christian J. Niedworok zur Verfiigung gestellt. Mit diesem Makro ist es
moglich, per Hand die einzelnen Positionen der Kacheln vor dem Zusammenfiigen zu

andern, um evtl. Verschiebungen zu kompensieren.

5.2 Intensitatskorrektur

Geklarte Proben sind nicht vollkommen transparent. Durch Streuung und Absorption
kommt es zum einen zu einer Verringerung der Intensitdt der anregenden Lichtscheibe
und zum anderen geht ein Teil des Fluoreszenzlichts verloren [91]. Die Abschwéchung
der Intensitét einer Strahlung in einem Medium wird durch das Lambert-Beer’sche
Gesetz beschrieben [92]:

I(z) = Ipexp (—ex) (5.1)

Wobei e der materialspezifische Extinktionskoeffizient ist. ¢ kann bei geklirten Ge-
hirnen stark von der Wellenldnge abhéngen. Fiir die Intensitdtskorrektur wurde ein
Programm in C++ geschrieben. Zum einem wird mit Hilfe des Programms versucht,
die Abschwéchung der Intensitdt des Beleuchtungsstrahls zu kompensieren und zum
anderen wird versucht, die Abschwichung der Intensitdt des Fluoreszenzlichts zu kom-
pensieren. Um festzustellen, wo sich Gewebe auf dem Bild befindet, wird ein unterer
Grenzwert festgelegt. Hat der Bildpunkt einen hoheren Wert als der Grenzwert, wird
der Bildpunkt fir die Kompensation berticksichtigt und es wird angenommen, dass es
sich um Gewebe handelt.

Fiir die Korrektur der Beleuchtung wird spaltenweise vorgegangen. Bei jeder Reihe wird
vom ersten Bildpunkt gestartet. Nach Gleichung 5.1 wird der Bildpunktwert mit dem
Wert exp (ex ) multipliziert, wobei x5 die Anzahl der beriicksichtigten Bildpunkte ist.
Bei einer zweiseitigen Beleuchtung wird von der rechten bzw. der linken Seite gestartet
und es werden jeweils bis zur horizontalen Bildmitte die Bildpunktwerte korrigiert.
Fiir die Korrektur entlang der z-Richtung wird eine Matrix verwendet. Jedes Matrixele-
ment ist fiir die axiale Korrektur eines Bildpunktwertes zusténdig. Nach jedem Bild wird
dem Matrixelement, in dem sich Gewebe befindet, eine 1 hinzuaddiert. Der Wert eines
Matrixelementes repréasentiert die Anzahl der Ebenen, an denen am gleichen Punkt
Gewebe vorhanden ist. Somit kann das Gewebe oberhalb der Aufnahme mitberiick-
sichtigt werden. Besonders bei der Betrachtung von Maximumintensitétsprojektionen
kann eine Intensitdtskorrektur hilfreich sein. Der verwendete Extinktionskoeffizient e,
des bei dieser Dissertation verwendeten Gehirns, betrug 0,00025/Bildpunkt und muss

empirisch bestimmt werden.
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Abbildung 5.2: Die Abbildung zeigt die Auswirkung der Intensitétskorrektur. Bild A zeigt
eine Aufnahme ohne Intensititskorrektur und Bild B zeigt die gleiche Probe mit einer Inten-
sitdtskorrektur. Diagramm C zeigt die Auswirkung der Korrektur auf den Intensitétsverlauf.
Die schwarze Linie zeigt den Intensitatsverlauf ohne eine Korrektur und die rote Linie mit
Korrektur. Es wurde das LaVision 4x Objektiv verwendet. Die Anregungswellenldnge betragt
488 nm.

5.3 Zwei-Farben-Abbildung eines Maushirn-Transplantats

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Maushirn mit einem Transplantat aus neuronalen
Stammzellen (1t-NES Zellen) mit dem entwickelten Lichtscheibenmikroskop aufgenom-
men. 1t-NES cells ist die Abkiirzung fiir ,long-term self-renewing neuroepithelial stem

cells* und wurden von der Arbeitsgruppe von Oliver Briistle entwickelt [93]. Diese Zellen
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sind von menschlichen embryonalen Stammzellen abgeleitet. Die humanen Stammzel-
len bilden ein rot fluoreszierendes Protein (mRFP1). Das Gen fiir diese Proteinsynthese
wird durch Transduktion mit einem lentiviralen Vektor in die Zellen gebracht [10]. Der
Maus wurde drei Monate nach der Geburt ein Transplantat mit den besagten Zellen
in den Hippocampus transplantiert. Nach zehn Wochen wurde das Transplantat mit
genetisch modifizierten Tollwutviren (RABV) infiziert. Diese modifizierten Viren stel-
len jedoch fiir den Menschen keine Gefahr mehr dar. Tollwutviren kénnen sich {iber
Synapsen im Nervensystem ausbreiten [94]. Mit Hilfe dieser Eigenschaft ist es moglich,
Verbindungen zwischen den transplantierten Zellen und den vorhandenen Neuronen
sichtbar zu machen [10,95]. Neuronen, die sich mit einer Stammzelle verbinden, wer-
den mit dem Virus infiziert und produzieren das griin fluoreszierende Protein EGFP.
Durch die Produktion von EGFP kann nachgewiesen werden, dass es zu einer synapti-
schen Verbindung zwischen Stammzellen und Mauszellen gekommen ist. Die genetisch
modifizierten Tollwutviren sind jedoch nicht in der Lage, dass fiir die Ausbreitung
wichtige B19 Glycoprotein zu bilden. Jedoch wird dieses in den Stammzellen durch
Transduktion mit einem lentiviralen Vektor synthetisiert. Aus diesem Grund werden
nur Neuronen, welche unmittelbar mit einer Stammzelle verkniipft sind, mit dem Virus
infiziert und somit mit EGFP markiert. Die 1t-NES Zellen sind mit EGFP und mRFP1
markiert. Auch Mausneuronen, welche relativ fern zum Transplantat liegen, kénnen mit
den transplantierten Zellen verschaltet sein. Deshalb ist eine Visualisierung des ganzen
Maushirns notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass diese besagten Projektionen re-
gionsspezifisch sind [96]. Die Behandlung mit humanen Stammzellen kénnte Patienten
mit neurologischen Erkrankungen, wie der Parkinson-Krankheit oder der Huntington-
Krankheit, helfen [11-13]. Bei der Parkinson-Krankheit kénnte die Transplantation von
Dopamin-produzierenden Zellen zu einer Besserung des Gesundheitszustandes des Pa-
tienten fiithren.

Zehn Tage nach der Infektion mit dem Tollwutvirus wurde die Maus mit 4% Par-
aformaldehyd perfusionsfixiert und das Gehirn entnommen. Das Gehirn wurde nach
dem FluoClearBABB-Protokoll geklirt. Bei der Messung wurde eine Anregungswellen-
lange von 488 nm fiir die Anregung des EGFP verwendet. Fiir die Anregung des mRFP1
wurde eine Anregungswellenldnge von 561 nm gewihlt.

Abbildung 5.3 zeigt die Maximumintensitétsprojektion eines mit dem LaVision 4x Ob-
jektiv gemessenen Transplantationsgehirns. Es ist deutlich das Transplantat (gekenn-
zeichnet mit einem roten Kasten) zu erkennen. Des Weiteren sind Projektionen des
Transplantats im Septum zu erkennen (gekennzeichnet mit einem blauen Kasten). Das
geklarte Gehirn wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Oliver Briistle zur
Verfiigung gestellt. Die Transplantation der Zellen und die Injektion des RABV-Virus

und die Kldrung des Gehirns wurden von Anke Leinhaas durchgefiihrt.

Fiir die 3D-Darstellung der Datensétze wurde das kommerzielle Programm Imaris der
Firma Bitplane verwendet. Fiir die Messung des ganzen Gehirns wurde das LaVision

4x Objektiv verwendet. Die Aufnahme besteht fiir jeden Farbkanal aus 51200 einzelnen
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Bildern und die axiale Schrittweite Az betrdgt 3 pm. Abbildung 5.4 zeigt die transver-
sale und sagittale Ansicht des gemessenen Gehirns mit jeweils einer Vergroflierung des
Transplantats.

Abbildung 5.5 zeigt transversale und sagittale Ansichten des Gehirns, aufgenommen
mit dem LaVision 12x Objektiv. Es ist zu erkennen, dass durch die grofere numeri-
sche Apertur die Bildqualitit, wie zu erwarten, besser ist als beim 4x Objektiv. Die
axiale Schrittweite Az betrdgt 2pm. Alle Aufnahmen zeigen das gleiche Gehirn. Bei
den Abbildungen wurden keine weiteren Bildverarbeitungen, wie z.B. Entfaltungen,

verwendet.
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Abbildung 5.3: Maximumintensitétsprojektion eines Maushirns. Es wurden 8x4 Kacheln
zusammengefiigt. Das Transplantat wurde mit einem roten Kasten markiert. Der blaue Kasten
verdeutlicht die Projektionen des Transplantats im Septum. Der Anschnitt zeigt eine Vergrofie-
rung der Projektionen des Transplantats. Es wurde das LaVision 4x Objektiv verwendet. Die
Messung wurde mit zwei Anregungswellenldngen (488 nm (griin) und 561 nm (rot)) durchge-
fithrt. Das griine Signal kommt von den transplantierten Stammzellen und den Neuronen, welche
mit den transplantierten Stammzellen verbunden sind. Die transplantierten Stammzellen sind
zusétzlich mit dem rot leuchtenden mRFP1 markiert.
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Abbildung 5.4: Die Abbildung zeigt die transversale A und sagittale B Maximumintensi-
tatsprojektion des Gehirns, aufgenommen mit dem LaVision 4x Objektiv. Die Bilder C und D
sind vergroferte Ausschnitte von A und B. Die Markierungen entsprechen der Abbildung 5.3.
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Abbildung 5.5: Die Abbildung zeigt die transversale A und sagittale B Maximumintensi-
tétsprojektion eines Bereichs des Gehirns mit jeweils einer Vergrofierung des Transplantats (C
und D), aufgenommen mit dem LaVision 12x Objektiv. Die Bilder C und D sind vergroferte
Ausschnitte von A und B. Die Markierungen entsprechen der Abbildung 5.3.
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5.4 Fokusstabilisierung

In diesem Abschnitt wird die Fokusstabilisierung bei Aufnahmen grofier Datenmengen
betrachtet. Hierzu wurden 8x4x1600 einzelne Bilder mit zwei Anregungswellenldngen
(488 nm und 561 nm) mit dem LaVision 4x Objektiv aufgenommen. Auflerdem wurde
eine Aufnahme mit 4x4x800 einzelnen Bildern mit dem LaVision 12x Objektiv bei den
gleichen Wellenldngen aufgenommen. Die Maximumintensitdtsprojektionen der Auf-
nahmen wurden in den Abbildungen 5.3, 5.4 und 5.5 gezeigt. Fiir jedes Bild wurde
die Position des Detektionsobjektivs in einer Textdatei gespeichert. Uber die einzelnen
Positionen des Detektionsobjektivs wurde, fiir jeden Farbkanal und jedes Objektiv, ein
Histogramm erstellt. Die beiden Farbkanéle wurden sequentiell fiir jeden z-Bildstapel
aufgenommen. Die Histogramme zeigen, ob die mittlere Fokusposition mit der manuell
eingestellten Position iibereinstimmt. Auflerdem kann abgeschétzt werden, um wie viel
sich das Objektiv wahrend einer Messung bewegt und ob die Wellenléinge einen Einfluss
auf die Bewegung des Objektivs hat.

Bei der Messung mit dem 4x Objektiv stimmt die vorgegebene Anfangsposition des
Detektionsobjektivs von 6,809 mm nicht mit der mittleren Position der Fokusstabilisie-
rung iiberein. Dies ist durch das rechte Maximum, abseits der zweiten breiten Kurve,
zu erkennen. Der Fokusbereich, welcher von der Fokusstabiliserung ausgemacht wird,
weicht klar vom eingestellten Fokus ab. Das Detektionsobjektiv bewegt sich in einem
Bereich von 50 pm bzw. 70 pm.

Bei der Messung mit dem 12x Objektiv befindet sich die vorgegebene Position des
Detektionsobjektivs von 6,545 mm innerhalb der Kurve. Dies ist durch ein fehlendes
zweites Maximum erkennbar. Das Detektionsobjektiv bewegt sich in einem Bereich von
25 pm.

Bei beiden Objektiven haben die Histogramme der beiden Farbkanéle eine dhnliche

Form und besitzen keine starke Abweichung beziiglich der mittleren Position des Ob-

jektivs.
80002 < 800043
7000 7000+
6000 6000+
— 5000+ 50 pm — 50001 70 pm
N 4000 - : _é 4000 A
<C 30004 <C 3000
2000 2000 1
1000 1000 -

0 LA B I L R LR T 0 —T T T T T T T LI
6,70 6,72 6,74 6,76 6,78 6,80 6,82 6,84 6,70 6,72 6,74 6,76 6,78 6,80 6,82 6,84
11)0 [mml 1|>() [mml

Abbildung 5.6: Histogramme mit der Position des LaVision 4x Detektionsobjektivs fpo bei
zwei verschiedenen Anregungswellenlingen. Das grofle einzelne Maximum ist durch die einge-
stellte Anfangsposition gegeben (rote senkrechte Linie). Die Anregungswellenlingen betragen
A 488 nm und B 561 nm. Die Klassenbreite betragt 5pm.
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Abbildung 5.7: Histogramme mit der Position des LaVision 12x Detektionsobjektivs fpo.
Die Anfangsposition des Detektionsobjektivs wird durch die senkrechte rote Linie angegeben.
Die Anregungswellenldangen betragen A 488 nm und B 561 nm. Die Klassenbreite betriagt 2 pm.



6 Diskussion

In diesem Kapitel werden im ersten Abschnitt allgemeine Aspekte des entwickelten
Lichtscheibenmikroskops diskutiert. Es wird zum einen auf die Anforderungen des Auf-
baus eingegangen, aber auch Aspekte wie Aufnahmegeschwindigkeit, Software und chro-
matische Aberration werden behandelt. In Abschnitt 6.2 wird das Auflésungsvermdgen
des Mikroskops diskutiert. Die Fokusstabilisierung wird in Abschnitt 6.3 behandelt.
Ein wichtiges Thema ist der thermische Einfluss auf die Bildgebung. Der thermische
Einfluss auf die Bildqualitdt wird in Abschnitt 6.4 besprochen. In Abschnitt 6.5 werden
die Vor- und Nachteile verschiedener Beleuchtungsarten diskutiert und verdeutlicht,
warum ein Gauf3-Strahl die beste Losung fir die vorliegende Anwendung darstellt.
Auch die Probe an sich hat einen grofien Einfluss auf die Bildqualitéit. Dieses wird im
Abschnitt 6.6 erldutert. In Abschnitt 6.7 geht es um die moégliche Verwendung von ad-
aptiven Optiken zur Verbesserung der Abbildung.

Wie in Abschnitt 2.1 erwdhnt, wurde sich bei der Entwicklung des neuen Mikroskops
an das Lichtscheibenmikroskop, das von Schwarz et al. [47] entwickelt wurde, orien-
tiert. Deshalb werden die beiden Mikroskope in Abschnitt 6.8 miteinander verglichen.
Im letzten Abschnitt werden wichtige Punkte kurz zusammengefasst und es wird ein

Ausblick auf mogliche zukiinftige Projekte gegeben.

6.1 Allgemeines iiber das entwickelte Lichtscheibenmikroskop

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Lichtscheibenmikroskop fiir die zuverlédssi-
ge Messung von kompletten gekliarten Maushirnen aufgebaut. Um eine hohe Auslas-
tung des Mikroskops zu erreichen, ist ein zuverlédssiges Funktionieren der Software und
Hardware unabdingbar. Auflerdem muss das Mikroskop robust gegeniiber Temperatur-
schwankungen sein.

Die Bedienung des Mikroskops muss benutzerfreundlich sein, da gegebenenfalls mehre-
re Personen mit diesem Mikroskop arbeiten. Aus diesem Grunde wurde auf eine klar
strukturierte Benutzeroberfliche geachtet. Auch bei der Programmierung der Softwa-
re in der LabVIEW-Umgebung wurde auf die Uberschaubarkeit des Programmcodes
geachtet, damit auch spdter von anderen Benutzern Anderungen vorgenommen wer-
den konnen. Aus diesem Grund wurde versucht, nur einfache Programmierstrukturen

zu verwenden. Die entwickelte Software erlaubt eine vollig automatische Messung der

101
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Probe. Das Starten einer Messung sollte in einer iiberschaubaren Zeit moglich sein.
Das Wechseln der einzelnen Detektionsobjektive sollte ohne groie Schwierigkeit mog-
lich sein.

Fir die Aufnahme von vielen Bildern ist auch eine solide Aufnahmegeschwindigkeit
notwendig. Bei einer Belichtungszeit von 100 ms erreicht das Mikroskop eine Aufnah-

megeschwindigkeit um die . Eine gewisse Belichtungszeit ist notwendig, damit

die Reduzierung von Streifenartefakten durch ein Schwenken des Beleuchtungsstrahls
moglich ist. Bei den benutzten Frequenzen der Galvanometer wird jeder Bereich bei ei-
ner Aufnahme 50 mal mit dem fokussierten Laserstrahl beleuchtet und die Lichtscheibe
schwenkt sich 4 mal um ihre Strahltaille. Die verwendeten Galvanometer erlauben hohe-
re Frequenzen, jedoch nimmt die Lautstirke deutlich zu. Die Aufnahmegeschwindigkeit
des Mikroskops ist geringer als theoretisch moéglich. Das kann durch zwei Tatsachen er-
klart werden. Fiir die Speicherung der Bilder werden HDD-Festplatten verwendet. Diese
haben einen groflen Kostenvorteil gegeniiber SSD-Festplatten, sind jedoch langsamer als
SSD-Festplatten. Es hat sich herausgestellt, dass bei einer Speicherplatzbelegung von
85% die Aufnahmegeschwindigkeit deutlich abnimmt. Aus diesem Grund steht nicht
der ganze Speicherplatz zur Verfiigung. Auch ist eine regelméflige Defragmentierung
der HDD-Festplatten notwendig.

Es stellte sich heraus, dass die Linearversteller der einzelnen Hersteller unterschiedlich
schnell in der Ansteuerung sind. Der Linearversteller von der Firma Physikalische In-
strumente (M-112.12S) wies eine schnellere Ansteuerung auf als die z-Linearversteller
von der Firma ASI (LS-25). Ein Grund kann die deutlich hthere Masse sein, die die
ASI-Linearversteller heben miissen. Nach jeder Bildaufnahme bewegt sich mit dem
motorisierten xy-Tisch eine relativ grofie Last in z-Richtung um Az. Evtl. kann ei-
ne ausschliefiliche Bewegung der Kiivette die Aufnahmegeschwindigkeit verkiirzen. Die
Speicherung des Bildes und die Bewegung der Probe laufen parallel zur selben Zeit ab,
um trotzdem eine hohe Aufnahmegeschwindigkeit zu erreichen.

Die maximale gemessene chromatische Verschiebung der Strahltaille in Beleuchtungs-
richtung betrigt bei diesem Mikroskop 101,2 pm. Dies entspricht beim LaVision 12x
Objektiv 9% der Bildbreite. Diese Verschiebung kann durch eine Aufteilung der bei-
den Achromate in jeweils zwei Achromate mit einer grofleren Brennweite verringert
werden [57]. Eine andere Moglichkeit stellt eine Implementierung einer chromatischen
Korrektur in der Software dar. Beim Wechseln der Anregungswellenldnge konnte die
Verschiebung der Strahltaille, durch eine passende Bewegung des Linearverstellers, auf
dem die Beleuchtungseinheit steht, korrigiert werden. Jedoch wiirde dies eine zusétzli-
che Verkomplizierung der Software bedeuten.

Fir die Bildaufnahme wird die sCMOS-Kamera Orca Flash 4.0 V2 verwendet. Ver-
gleicht man die Spezifikationen dieses Modells mit dem aktuellsten Modell dieser Kamera-
Reihe, der Orca Flash 4.0 V3, so erkennt man keine signifikanten Unterschiede. Beide
Modelle besitzen eine maximale Quantenausbeute von 82 % bei einer Wellenlénge von
560 nm. Es wére somit bei der Verwendung der neusten Kamera-Version keine Verbes-

serung der Bildqualitit zu erwarten.
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6.2 Auflosung des Mikroskops

Die kleinste axiale Halbwertsbreite konnte mit dem LaVision 12x Objektiv mit ei-
ner Anregungswellenlénge von 488 nm erreicht werden. Diese betridgt 5,6 pm bei einer
theoretischen erwarteten Halbwertsbreite von 3,7 pm. Wie zu erwarten ist die axiale
Halbwertsbreite bei den Objektiven mit einer hoheren numerischen Apertur kleiner als
bei den Objektiven mit einer niedrigen numerischen Apertur. Die gemessenen und theo-
retischen axialen Halbwertsbreiten sind der Tabelle 4.3 zu entnehmen.

Die gemessene laterale Halbwertsbreite weicht deutlich von der theoretischen latera-
len Halbwertsbreite ab. Die gemessenen und theoretischen lateralen Halbwertsbreiten
kénnen der Tabelle 4.2 entnommen werden. Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass
bei den Messungen das Nyquist-Theorem verletzt wurde. Das Nyquist-Theorem kénnte
mit Hilfe einer zusédtzlichen Zwischenvergréfferung durch eine Tubuslinse mit einer gro-
Beren Brennweite erfiillt werden. Eine Zwischenvergréflerung kénnte jedoch zusétzliche
Aberrationen verursachen. Das verwendete AF Micro-Nikkor 200 mm Makroobjektiv
ist das Objektiv in der Produktserie mit der héchsten verfiigbaren Brennweite. Durch
die hohe Auslastung des Mikroskops ist ein Umbau am Detektionspfad schwierig.

Die axiale und laterale Auflésung des entwickelten Lichtscheibenmikroskops reicht aus,
um Transplantate in ganzen Mausgehirnen aufzulésen. Auch kénnen einzelne Neuronen

und Dendriten mit dem Mikroskop aufgelést werden.

6.3 Fokusstabilisierung

Durch die Verwendung einer Fokusstabilisierung kann die Empfindlichkeit des Mikro-
skops durch duBlere Einfliisse (z. B. thermische Drift oder Temperaturdnderung der Pro-
benkammer) verringert werden. In vielen Fillen befinden sich die zu untersuchenden
Strukturen ein Stiick unterhalb der Probenoberfliche. Bei einer kleinen Defokussie-
rung reicht dieses Stiick aus, damit die Lichtscheibe wieder in dem Fokusbereich des
Detektionsobjektivs liegt. Auch konnte gezeigt werden, dass Aufnahmen mit der Fokus-
stabilisierung gleich gut oder besser sind als Aufnahmen ohne Stabilisierung, bei denen
der Fokus manuell optimiert wurde (sieche Unterabschnitt 4.6.3).

Es konnte gezeigt werden, dass die F'4-Funktion unter den getesteten Funktionen das
beste Ergebnis liefert. Die Berechnung der F'4-Funktion eines Arrays mit 2048x2048 Ele-
menten dauert weniger als 10 ms und benoétigt keine komplizierten Berechnungen. Die
Berechnung der F'4-Funktion und die dazugehorige Bewegung des Detektionsobjektivs
wird parallel zur Speicherung des Bildes und der Bewegung der Probe vorgenommen.
Aus diesem Grund kommt es durch die Fokusstabilisierung zu keiner Verlangsamung
der Messung.

Die Fokusstabilisierung wurde bei mehreren Aufnahmen erfolgreich getestet und wird

bei jetzigen Messungen mit dem Mikroskop verwendet.
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6.4 Thermische Einflusse

6.4.1 Thermische Einfliisse auf das Mikroskop

Ein Problem bei vielen optischen Aufbauten ist die thermische Drift. Das Mikro-
skop wird in einem Labor ohne Klimaanlage betrieben. Die verwendeten Spiegelhalter
(Polaris-K1F2, Thorlabs) zeichnen sich durch eine kleine thermische Drift aus. Aufler-
dem kehren diese nach einer thermischen Drift wieder in die Ausgangsstellung zuriick,
wenn die alte Temperatur wieder vorherrscht.

Es hat sich im Laufe der Zeit gezeigt, dass die vertikale Position (Detektionsrichtung)
des Strahls sehr stabil ist. Jedoch ist die horizontale Strahlposition (Scanrichtung)
deutlich instabiler. Dies ist auf die relativ hohe thermische Empfindlichkeit der Gal-
vanometer zuriickzufithren. Das erste kleine Galvanometer besitzt im Gegensatz zum
zweiten groflen Galvanometer keine eingebaute Heizung und somit keine Temperaturre-
gulierung. Die thermische Drift kann jedoch durch eine Anderung des Gleichspannungs-
anteils des Signals behoben werden. Wéahrend der Messung ist die Beleuchtungsbreite
etwas grofler als die vertikale Bildbreite, so dass es zu keiner Beeintrachtigung der
Bildaufnahme kommt. Auch scheint der Grob-Fein-Trieb, an dem die Detektionseinheit
befestigt ist, wirmeempfindlich zu sein. Die Géngigkeit muss nach einer gewissen Zeit
neu eingestellt werden. Es sei angemerkt, dass das Mikroskop urspriinglich fiir einen

temperaturregulierten Raum entworfen wurde.

6.4.2 Thermische Einfliisse auf die optischen Eigenschaften der Klarlosung

In diesem Unterabschnitt wird der Einfluss der Temperatur auf den Brechungsindex
n der BABB-Losung getestet. Der Brechungsindex wurde mit einem kommerziellen
temperaturstabilisierten Abbe-Refraktometer (AR2008, Kriiss) gemessen. Das Refrak-
tometer besitzt eine Messgenauigkeit von 0,0001 und die Temperatur kann durch einen
Durchlauferhitzer mit einer Genauigkeit von 0,1°C eingestellt werden. Es wurde in
1°C-Schritten der Brechungsindex bestimmt. Fiir die Messung wurde ein Tempera-
turintervall von 20 °C bis 35°C gewéhlt. Beim Betrachten der Abbildung 6.1 erkennt
man einen linearen Zusammenhang zwischen Brechungsindex und Temperatur. Durch
die Verwendung einer linearen Regression kann die Temperaturabhéngigkeit des Bre-
chungsindexes der BABB-Lésung bestimmt werden. Aus der linearen Regression ergibt

sich folgende lineare Abhéngigkeit:

1
n(T) =—-4,5-107*+£1,6- 10_18%T +1,5676 £4,4 10717 (6.1)

Bei organischen Fliissigkeiten nimmt der Brechungsindex bei steigender Temperatur
typischerweise um 3,5 - 10_4% bis 5,5 - 10_4% ab [97]. Die BABB-Losung verhélt sich
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damit genauso wie andere organische Losungen. Bei einer Anderung des Brechungsinde-
xes um An verschiebt sich der Brennpunkt um Ad = %d’ , wobei d’ der alte Arbeitsab-
stand ist. Bei einem Eintauchobjektiv mit einem Arbeitsabstand von 1 cm, wie es beim
LaVision 12x Objektiv der Fall ist, betrigt die Verschiebung des Brennpunktes 2,88 pm
bei einer Temperaturdnderung von 1°C. Die Schérfentiefe fiir dieses Detektionsobjek-
tiv betridgt bei einer Wellenldnge von 488 nm, nach der Gleichung 1.28, 4,3 pm. Somit
kann die Temperaturdnderung wahrend einer Messung zu einer Verschlechterung der
Aufnahme fithren. Der Fokusverschiebung durch eine Temperaturdnderung kann durch

die Fokusstabilisierung entgegengewirkt werden.
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Abbildung 6.1: Die Grafik zeigt den Brechungsindex der BABB-Losung bei verschiedenen
Temperaturen. Die rote Linie ist die Regressionsgerade beziiglich der Messwerte.

6.5 Art der Beleuchtung

Wie im Abschnitt 1.3 beschrieben, gibt es neben der Beleuchtung mit einem Gauf-
Strahl weitere Beleuchtungsmoglichkeiten. Die bekannteste Alternative zu einem Gauf3-
Strahl ist ein Bessel-Strahl. Dieser hat den Vorteil seiner selbstheilenden Eigenschaft.
Miillenbroich et al. zeigten, dass bei Untersuchungen von Blutgefédfien in gekldrten
Mausgehirnen die Beleuchtung mit Bessel-Strahlen, in Kombination mit einer konfo-
kalen Detektion, bessere Ergebnisse liefert als mit einem GaufB-Strahl [98]. Der grofie
Nachteil von Bessel-Strahlen ist das konzentrische Ringsystem um den Hauptstrahl.
Dadurch nimmt der Fluoreszenzanteil aulerhalb der Schirfeebene stark zu. Abbildung
6.3 zeigt einen stationdren Gauf-Strahl und einen stationdren Bessel-Strahl in einer
BABB-Loésung. Das Ringsystem des Hauptstrahls ist beim Bessel-Strahl deutlich sicht-
bar. Der Bessel-Strahl wurde durch eine ringférmige Blende vor dem ersten Galvano-
meter erzeugt. Es ist jedoch auch zu erkennen, dass der Gauf3-Strahl stérker divergiert
als der Bessel-Strahl. Dies ist ein weiterer Vorteil, neben der selbstheilenden Eigen-
schaft, eines Bessel-Strahls gegeniiber einem Gauf3-Strahl. Abbildung 6.3 zeigt jeweils
eine Aufnahme mit einem Gauf-Strahl (C) und einem Bessel-Strahl (D). Es ist deutlich
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zu erkennen, dass die Aufnahme mit dem Gauf3-Strahl kontrastreicher ist.

Abbildung 6.2 zeigt den simulierten transversalen Querschnitt eines Gauf-Strahls A
und eines Bessel-Strahls B. Die Unterabbildungen C und D zeigen das simulierte Inten-
sitdtsprofil in der zy-Ebene bei einem gescannten Gauf3-Strahl C und einem gescannten
Bessel-Strahl D. Ein hoher Anteil der Intensitit befindet sich um den Hauptstrahl.
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Abbildung 6.2: Gauf- versus Bessel-Strahl: Die Abbildungen A und B zeigen den simu-
lierten transversalen Querschnitt eines Gauf- bzw. eines Bessel-Strahls. Es sind deutlich beim
Bessel-Strahl die Nebenringe erkennbar. Die Unterabbildungen C und D zeigen das simulierte
yz-Intensitétsprofil eines gescannten Gaufl- bzw. eines gescannten Bessel-Strahls. Die Divergenz
der beiden Strahlen wurde nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 6.3: Autofluoreszenz eines Gauf-Strahls A bzw. eines Bessel-Strahls B in einer
BABB-Losung. Beim Bessel-Strahl ist das Ringsystem um den Hauptstrahl deutlich zu erken-
nen. Die Bilder C und D zeigen ein Transplantat in einem Mausgehirn, aufgenommen mit einem
GauB-Strahl C bzw. mit einem Bessel-Strahl D. Es ist zu erkennen, dass die Aufnahme C kon-
trastreicher ist als die Aufnahme D. Die Bilder wurden mit dem LaVision 12x Objektiv und
mit einer Anregungswellenlédnge von 488 nm aufgenommen. Die Mafistabsbalkenldnge betrigt
250 pm.

Fir das Herausfiltern von Anteilen, welche auflerhalb des Fokusbereichs liegen, sind
zwei Moglichkeiten bekannt.

Die erste Moglichkeit ist die Verwendung einer konfokalen Detektion [22]. Silvestri et
al. benutzten eine konfokale Detektion bei der Aufnahme von ganzen Maushirnen [88].
Jedoch muss fiir den gesamten Zeitraum sichergestellt werden, dass Kamera und Strahl
sich perfekt tiberschneiden und der Strahl keine Verkippung in der xy-Ebene aufweist.
Bei einer relativ groflen Bildbreite von iiber 1 mm kann schon eine kleine Verkippung
eine grofe Auswirkung haben. Es konnte keine Publikation gefunden werden, bei der
sichergestellt wird, dass die Strahlposition und die Position der aktiven Bildpunktzeilen
immer iibereinstimmen bzw. eine Verkippung des Strahls wahrend der Messung erkannt
und behoben wird. In Abschnitt 6.4.1 wurde darauf eingegangen, dass der Strahl durch
Temperaturdnderungen die Tendenz hat, entlang der Scanrichtung zu driften. Eine Ver-
schiebung des Strahls relativ zur aktiven Bildpunktzeile wahrend der Messung hétte
eine gravierende Auswirkung auf die Bildqualitdt. Auch ist die Reduktion der Streifen-
artefakte durch die Schwenkung der Lichtscheibe nicht mehr moglich.

Die zweite Moglichkeit ist die Verwendung der im Abschnitt 1.3 erlduterten, struktu-

rierten Beleuchtung [25]. Kalchmair et al. benutzten diesen Ansatz als erste fiir geklérte
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Maushirne [99].

Mertz et al. entwickelten eine Methode, den Fluoreszenzanteil auflerhalb der Schérfee-
bene mit nur zwei Bildern herauszufiltern [100]. Diese Methode beruht auf dem Prin-
zip der strukturierten Beleuchtung. Bei der sogenannten Hil.o-Mikroskopie wird pro
Bereich eine Aufnahme mit einer strukturierten Beleuchtung und eine Aufnahme oh-
ne Modulation aufgenommen. Mit Hilfe eines Hochpassfilters und eines Tiefpassfilters
wird aus beiden Bildern ein Bild mit geringer Unschérfe gewonnen. Bei dieser Methode
spielt die genaue Phase der Modulation keine Rolle. Jedoch kann es bei dieser Methode
zur Bildung von Artefakten kommen [101]. Eine Abwandlung der HiLo-Methode ist
die 3D-HiLo-Methode [101]. Hierzu wird die Laserleistung nicht nur zweidimensional,
sondern dreidimensional moduliert. Bei der Verwendung der HiL.o-Mikroskopie kommt
es jedoch zu einer Verdopplung der Messzeit bzw. des Speicherplatzbedarfs. Aulerdem
bendtigen die Berechnungen der HiLo-Bilder eine gute IT-Infrastruktur.

Neben dem Bessel-Strahl gibt es noch den Airy-Strahl mit einer selbstheilenden Ei-
genschaft [28]. Bei diesem Strahl kénnen die einzelnen Nebenmaxima benutzt werden,
um die axiale Auflésung zu verbessern. Dabei ist jedoch eine Entfaltung der Rohdaten

notwendig.

Die Entwicklung der ASLM , Axially Swept Light Sheet Microscopy* erlaubt eine Ver-
besserung der mittleren axialen Auflosung [102]. Bei dieser Technik bewegt sich die
Lichtscheibe wihrend der Bildaufnahme in x-Richtung (Beleuchtungsrichtung), so dass
sich die x-Position der Strahltaille wahrend der Bildaufnahme &ndert. Vom Bildsensor
werden nur die Bildpunkte ausgelesen, die sich mit der Strahltaille iiberschneiden. Die
Bewegung der Strahltaille kann durch ein adaptives Element, wie z. B. eine elektrisch
fokussierbare Linse [103] oder eine TAG-Linse [104], erreicht werden. Jedoch ist diese
Technik bei der Verwendung einer statischen Lichtscheibe leichter zu realisieren als bei
einem gescannten Laserstrahl. Bei einer statischen Lichtscheibe wird die Probe ent-
lang der Scanrichtung gleichzeitig beleuchtet. Bei einem gescannten Laserstrahl muss
die Scangeschwindigkeit wesentlich héher sein als die Bewegung der Strahltaille in x-
Richtung, damit die axiale Auflésung in Scanrichtung gleich bleibt. Auflerdem kénnen

adaptive Linsen weitere Aberrationen erzeugen [105].

6.6 Einfluss der Probe auf die Bildqualitat

Nicht nur eine Grenzfliche zwischen zwei Brechungsindizes, wie im Abschnitt 1.6 be-
schrieben, kann sphérische Aberrationen erzeugen. Auch Inhomogenitéiten des Brech-
nungsindexes innerhalb der Probe fithren zu Aberrationen. Gerade Objektive mit hohen
numerischen Aperturen haben eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber diesen Inhomogeni-
taten. In Kombination mit einem groflen Bildbereich kénnen verschiedene Bereiche un-

terschiedlich stark im Fokus des Detektionsobjektivs liegen. Es hat sich herausgestellt,
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dass die Qualitit der Probenpréparation mafigeblich die Bildqualitidt beeinflusst. Streu-
zentren wie z. B. Narbengewebe am Einstichkanal, um Zellen oder Viren zu injizieren,
kénnen eine Streuung des Beleuchtungsstrahls verursachen. Durch diese Streuung kann
es zu einer Verschlechterung der axialen Auflésung hinter dem Streuzentrum kommen.
Dadurch, dass ein Gehirn kein homogenes Gebilde ist, kann die Aufnahmequalitdt von
der Region abhéngig sein. Erfahrungsgeméf ist z. B. die Bildqualitdt vor den Ventri-
keln besser als hinter den Ventrikeln. Eine Verbesserung kénnte durch die Beleuchtung
mit selbstheilenden Strahlen erreicht werden, jedoch besitzen diese wiederum andere
Nachteile (sieche Abschnitt 6.5).

6.7 Mogliche Verwendung von adaptiven Optiken

Die Verformung der Wellenfront durch die Probe bzw. durch die Probenkammer kann
durch eine adaptive Optik korrigiert werden [106]. Hierzu wird die Wellenfront des emit-
tierten Lichts nach dem Detektionsobjektiv durch ein adaptives Element wie z. B. einen
deformierbaren Spiegel raumlich moduliert. Die richtige Einstellung kann direkt mit ei-
nem Shack-Hartmann-Sensor oder iterativ per Software bestimmt werden [107]. Bei der
Benutzung eines Shack-Hartmann-Sensors ist ein Leuchtpunkt notwendig. Als Punkt-
quelle konnen fluoreszierende Partikel [106] oder ein sogenannter ,Guide Star“ [108]
verwendet werden. Bei einem ,,Guide Star® wird mit einer Zweiphotonenabsorption ein
kleiner leuchtender Bereich in der Probe erzeugt. Dieser leuchtende Bereich kann fiir
die Korrektur der Aberrationen verwendet werden. Bei der Benutzung eines Shack-
Hartmann-Sensors konnen durch eine einzige Aufnahme die vorhandenen Aberrationen
bestimmt und das adaptive Bauelement entsprechend angepasst werden. Die Verwen-
dung von fluoreszierenden Partikeln ist bei der Reduzierung von Aberrationen, welche
von der Probenkammer herriihren, interessant, da die Aberrationen bei jeder Messung
sehr dhnlich sind. Dies ist z. B. bei der Verwendung eines zylinderférmigen Rohrs als
Probenkammer der Fall [106]. Mit einem ,Guide Star“ kénnen Aberrationen, die von
der Probe selbst kommen, korrigiert werden [108]. Da bei dem hier entwickelten Mikro-
skop die Aberrationen ausschliefilich von der Probe kommen und eine Korrektur sich

als schwierig erweist, wurde auf eine adaptive Optik verzichtet.

6.8 Vergleich mit dem Heidelberger Lichtscheibenmikroskop

Wie im Abschnitt 2.1 beschrieben, wurde das von Schwarz et al. [47] entwickelte
Lichtscheibenmikroskop als Ansatzpunkt gewahlt. Das Mikroskop befand sich im Max-
Planck-Institut fiir medizinische Forschung in Heidelberg. Jedoch wurde das Mikroskop

schon vor der Entwicklung des neuen Mikroskops abgebaut und es standen keine wei-
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teren Informationen, aufler der Publikation [47], zur Verfiigung. Wahrend der Entwick-
lung des Mikroskops fand keine Kommunikation mit den Entwicklern des Heidelberger
Lichtscheibenmikroskops statt. Deshalb ist es schwierig, beide Mikroskope miteinander
zu vergleichen.

Ein zentraler Unterschied ist, dass beim Mikroskop in Heidelberg die Probe nur von ei-
ner Seite beleuchtet werden konnte, so dass die beiden einzelnen Datensétze von beiden
Gehirnhalften nachtraglich zusammengefiigt werden mussten. Fiir die komplette Mes-
sung eines Mausgehirns musste die Probe nach der Messung der ersten Gehirnhélfte
um 180° gedreht werden.

Fiir die Detektion wurde dieselbe Tubuslinse (AF Micro-Nikkor 200 mm 1:4D IF-ED ,
Nikon) verwendet. Zu Beginn wurden auch die gleichen Detektionsobjektive (Planapo
0.8x und Planapo 2.0x) von Leica verwendet. Jedoch wurden ab 2016 von der Firma
LaVision BioTec Eintauchobjektive fiir organische Klarlosungen entwickelt und fiir das
neue Mikroskop verwendet.

Fiir das neue Mikroskop wurde die im Jahr 2015 neueste Version der Orca Flash CMOS
Kamera von Hamamatsu verwendet. Die Kamera (Orca Flash 4.0 V2) hat einen grofie-
ren Bildsensor als die Kamera in Heidelberg (Sensicam QE, PCO). Die Orca Flash 4.0
V2 hat eine Sensorgréfie von 13,312x 13,312 mm? mit einer ZellengréBe von 6,5 pm. Die
ZellengroBe der Sensicam QE betrigt nur 8,875x 6,708 mm?. Damit kann beim neuen
Mikroskop eine hohere Bildbreite in Scanrichtung erreicht werden. Die Zellengrofie bei
dieser Kamera betragt 6,45 pm.

Fiir die Galvanometer wurden die Galvanometer der Firma Scanlab (dynAXIS XS und
dynAXIS L) verwendet. In Heidelberg wurden Galvanometer der Firma Cambridge
Technology (Modelle: 6215HSM und 6240HM) verwendet. Die Entscheidung fiel auf
die Galvanometer der Firma Scanlab, da der deutsche Vertriebspartner von Cambridge
Technology zum Zeitpunkt der Entwicklung des Mikroskops gewechselt wurde und die
Kommunikation mit der Firma Scanlab einfacher war. Die technischen Daten zwischen
den Galvanometern der beiden Firmen sind jedoch sehr dhnlich.

In Heidelberg wurden beide Galvanometer mit einer Sdgezahnspannung angesteuert. Im
neuen Aufbau wird anstatt einer Sdgezahnspannung eine Dreieckspannung verwendet.
Das hat den Vorteil, dass das Galvanometer sich mit einer gleichméfiigen Geschwin-
digkeit bewegt und nicht wie bei einer Sdgezahnspannung eine steile Flanke besitzt,
bei der sich das Galvanometer schnell zuriickbewegt. Das erste Galvanometer wurde in
Heidelberg mit einer Frequenz von 501 Hz betrieben. Beim zweiten Galvanometer wur-
de eine Frequenz von 52 Hz verwendet. Im Vergleich hat sich in Bonn eine Frequenz von
270 Hz fiir das erste Galvanometer als ausreichend erwiesen. Das zweite Galvanometer
wird mit einer Frequenz von 40 Hz betrieben. Eine gewisse Scanfrequenz ist notwen-
dig, damit der Beleuchtungsstrahl innerhalb einer Bildaufnahme mehrmals geschwenkt
wird. Durch die Verwendung einer Dreieckspannung anstatt einer Ségezahnspannung
sind kleinere Scanfrequenzen ausreichend, was evtl. die Lebensdauer des Galvanometers
verlangert.

Tabelle 6.1 zeigt die verwendeten Brennweiten der benutzten Achromate und des ver-
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wendeten Beleuchtungsobjektivs bei beiden Aufbauten. In der Publikation [47] ist nicht
klar erkennbar, welche Achromate genau verwendet wurden, da der Hersteller (Linos)
Linsen mit gleichen Brennwerten, aber unterschiedlichen Durchmessern hergestellt hat
bzw. ob genau diese Achromate noch hergestellt werden. Die Artikelnummern der be-
nutzten Linsen sind leider unbekannt. Somit ist es nicht moglich, mit dem Computer-
programm Zemax beide Mikroskope qualitativ miteinander zu vergleichen. Bei beiden

Mikroskopen wurde dasselbe Beleuchtungsobjektiv (Planapo 2.0x, Leica) verwendet.

Linse JHeidelberg  fBonn
[mm] [mm]
Linse 1 100 100
Linse 2 150 80
Beleuchtungsobjektiv 50 50

Tabelle 6.1: Brennweiten der einzelnen Linsen beim Heidelberger bzw. beim Bonner Licht-
scheibenmikroskop.

Nach Formel 3.9 kann der Strahltaillenradius ws in Abhéngigkeit von dem Anfangs-
strahlradius wg abgeschéitzt werden. Bei gleicher Blendeneinstellung ist der Strahltail-
lenradius beim Bonner Aufbau ca. um den Faktor 1,875 groflier als beim Heidelberger
Aufbau.

Beim Heidelberger Lichtscheibenmikroskop wurde der Strahl vor dem ersten Galvano-
meter um den Faktor 33 aufgeweitet. Im Bonner Aufbau wird der Strahl nur um den
Faktor 20 aufgeweitet. Die Laserausgangsleistung ist mit 100 mW in Bonn doppelt so
grof} wie in Heidelberg.

6.9 AbschlieBende Zusammenfassung und Ausblick

6.9.1 AbschlieBende Zusammenfassung

Das entwickelte und aufgebaute Lichtscheibenmikroskop erlaubt die Messung von groflen
Proben. In den letzten 3 Jahren wurden verschiedene komplette geklirte Organe (Ge-
hirn, Lunge, Niere, Pankreas) untersucht. Bis zum 27.08.2019 wurden insgesamt 146
Proben von unterschiedlichen Arbeitsgruppen abgebildet, dabei konnten die Messun-
gen von mehreren Personen durchgefiihrt werden. Durch eine permanente Verbesserung
der Software konnte die Anzahl von Softwareproblemen stark reduziert werden. Diese
Anpassungen ermdglichten erst die Benutzung des Mikroskops durch mehrere Nutzer.

Die Auflésung des Mikroskops betriagt bei der lateralen Ebene bis zu 0,94 + 0,07 pm
und in der axialen Richtung bis zu 5,8 + 0, 3 pm.

Dank der beidseitigen Beleuchtung muss die Probe wahrend der Messung nicht gedreht
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werden und die beiden Abbildungen der jeweiligen Gehirnhélften nicht miihselig per
Bildverarbeitung zusammengefiigt werden.

Spezielle Eintauchobjektive erlauben die Bildgebung bei grofien Probentiefen. Gerade
bei Objektiven mit hohen numerischen Aperturen ist eine Korrektur von sphérischen
Aperturen unabdingbar.

Die softwarebasierte Fokusstabilisierung erlaubt die Messung von groflen Proben, wie
z. B. Rattengehirnen, auch ohne eine Temperaturregulierung des Raumes.

Dank diesem Lichtscheibenmikroskop konnten neue wissenschaftliche Erkenntnisse ge-

wonnen werden [10].

6.9.2 Ausblick

Um eine hohere Auslastung des Mikroskops zu erreichen, kénnten die aufgenommenen
Daten automatisch nach einer Messung per 10-Gbit-Ethernet-Verbindung zu einem wei-
teren Rechner transferiert werden. An diesem Rechner kénnte das Zusammenfiigen der
einzelnen aufgenommenen Kacheln (im engl. Stitching) realisiert werden. Im Moment
wird fiir die Aufnahme und das Zusammenfiigen der Kacheln und der Bildaufnahme
ein Rechner verwendet. Fiir eine gleichzeitige Aufnahme wiirde die Prozessorleistung
ausreichen, jedoch sind die verwendeten Festplatten fiir diese Anforderungen nicht aus-
gelegt. Fin NAS-System und eine Automatisierung der Dateniibertragung kénnten eine
Losung fiir das Problem darstellen.

Fir die Aufnahmen von beiden Seiten wird ein optischer Chopper verwendet, um aus
beiden aufgenommenen Bildern nachtréglich ein einzelnes Bild zu erhalten. Ohne einen
optischen Chopper im Mikroskop wird bei der beidseitigen Beleuchtung die Probe von
beiden Seiten gleichzeitig beleuchtet. Somit entspricht die Aufnahme dem Mittelwert
von beiden Beleuchtungsseiten. Mit dem Chopper kann von jeder Beleuchtungsseite ei-
ne Aufnahme gemacht werden. Somit kénnen andere Arten der Bildzusammensetzung
realisiert werden. Eine Alternative zu einem optischen Chopper wére die Verwendung ei-
ner Pockels-Zelle. In Kombination mit einem polarisationsabhéngigen Strahlteiler kann
die Beleuchtungsrichtung gesteuert werden. Die Beleuchtungsintensitit kénnte somit
theoretisch bis zu einem Faktor 2 erhéht werden im Vergleich zu einem polarisationsu-
nabhingigen Strahlteiler und einem optischen Chopper.

Wie im Abschnitt 6.5 beschrieben, fithrt ein ASLM-Lichtscheibenmikroskop zu einer
homogenen axialen Auflésung. Das Umbauen zu einem ASLM-Lichtscheibenmikroskop
wére somit eine Option fiir die Zukunft.

Das Emissionsspektrum von der Autofluoreszenz scheint breiter zu sein als das Emis-
sionsspektrum des EGFP-Proteins. Dies erschwert die Benutzung von Multi-Notch-
Filtern oder Multi-Bandpass-Filtern, da die nichste Anregungswellenldnge schon bei
561 nm liegt. Aus diesem Grund werden die Farbkanile fiir jeden Bildstapel sequenzi-
ell aufgenommen. Diese sequenzielle Aufnahme der Farbkanéle wird durch die RMS-

Wiederholgenauigkeit des z-Linearverstellers von < 0,7 pm ermoglicht. Dies ist weit
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kleiner als die maximale axiale Halbwertsbreite von 5,8 + 0,3 pm. Durch die Verwen-
dung von zwei Tubuslinsen und zwei Kameras in Kombination mit einem dichroitischen
Spiegel konnten zwei Farbkanéle parallel aufgenommen werden. Dies wiirde die Messzeit

bei Zwei-Farben-Aufnahmen halbieren.
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A.1 Materialliste

In folgenden Tabellen sind alle Komponenten aufgelistet, die in dem entwickelten Licht-
scheibenmikroskop verbaut sind. In Tabelle A.1 sind die zur Verfiigung stehenden Laser
zu finden. Die Tabelle A.2 zeigt die verwendeten optischen Bauelemente im Beleuch-
tungspfad. Der Tabelle A.3 sind die zur Verfiigung stehenden Detektionsobjektive zu
entnehmen. Die zur Verfiigung stehenden Tubuslinsen sind in Tabelle A.4 aufgelistet.
Die vorhandenen Emissionsfilter sind in Tabelle A.5 zu finden. Die Tabelle A.6 bein-
haltet alle benutzten Optikmechaniken. In Tabelle A.7 sind alle elektronischen Kom-
ponenten aufgelistet und zuletzt sind der Tabelle A.8 die einzelnen Komponenten im

Ansteuerungscomputer zu entnehmen.

Bezeichnung Firma Wellenlédnge Laserart

LuxXplus 488-100 Omicron 488 Diodenlaser

DPSS 561-100 Coherent 561 diodengepumpter Festkorperlaser
LuxXplus 633-100 Omicron 633 Diodenlaser

Tabelle A.1: Auflistung der Laser, die sich in der Laserbox befinden.

Bezeichnung Firma Produktname
20x Strahlaufweiter Thorlabs  GBE20-A
Strahlteiler Throlabs CCMb5-BS016/M
Achromat mit f = 100 mm Thorlabs

Achromat mit f = 80 mm Thorlabs

Makroskopobjektiv mit f =50 mm Leica

Tabelle A.2: Auflistung der verwendeten Achromate und Objektive fiir die Beleuchtungsein-
heit.
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Bezeichnung Firma NA VergroBerung®  Medium
Leica Planapo 1x Leica 0,1 1x Luft
Leica Planapo 2x Leica 0,234 4x Luft
Leica Planapo 5x Leica 0,234 4x Luft
LaVision LVMI-Fluor 4x  LaVision BioTec 0,3 4,44x Eintauch
LaVision 12x NA 0,53 MI LaVision BioTec 0,53  12x Eintauch

Tabelle A.3: Auflistung der verwendeten Detektionsmethode. *Bezogen auf eine Tubuslinse
mit einer Brennweite von 200 mm.

Objektivbezeichnung Brennweite
[mm]
AF Micro-Nikkor 200 mm 1:4D IF-ED 200

AF-S VR Micro-Nikkor 105 mm 1:2,8G IF-ED 105
AF-S DX Micro-Nikkor 85 mm 1:3,5G ED VR 85

Tabelle A.4: Auflistung der zur Verfiigung stehenden Tubuslinsen.

Bezeichnung Firma Produktname
Bandpasstfilter Semrock 525/39 BrightLine HC

Multibandpassfilter = Chroma ZET 488/561m
Multinotchfilter Chroma Z'T405/488/561/640rpc

Tabelle A.5: Auflistung der zur Verfiigung stehenden Emissionsfilter.

Bezeichnung Firma Produktname Anzahl
optischer Tisch Newport M-VIS3648-PG2-325A 1
Spiegel Thorlabs BB1-E02 8
Spiegelhalter Thorlabs Polaris-K1F2 8
Kollimatorhalter ~ Thorlabs Polaris-K1T1 1
Aluminiumsockel Thorlabs RS150/M 8
Sockelhalter Thorlabs RSHT4/M 8
Klemmgabel Thorlabs PF175 8
Aluminiumsockel Thorlabs RS150/M 8
Sockelhalter Thorlabs UPH150/M 8
Grob-Fein-Trieb  Zeiss . 1
Grof3-Kiivette Hellma 04-033-50-10 1

Tabelle A.6: Auflistung der verwendeten Optikmechaniken und Spiegel.
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Bezeichnung Firma Produktname Anzahl
motorisierte Iris Owis IBM 65-D0-35-HiDS 1
optischer Chopper Thorlabs MC2000B-EC 1
Galvanometer mit 7mm Spiegel Scanlab dynAXIS XS 2
Galvanometer mit 20 mm Spiegel Scanlab dynAXIS L 2
USB Datenerfassungsgeréat NI USB-6353 2
USB-Hub Manhattan 13 Port USB 2.0-Hub 1
motorisierter Linearversteller Owis LTM 80-100-HSM 2
Kontroller fiir LTM 80-100-HSM Owis LTM 80-100-HSM 2
Kontroller fiir IBM 65-D0-35-HiDS  Owis PS 10-DC 1
motorisierter Linearversteller PI M-112.12S 1
Kontroller fiir M-112.12S PI C-663.11 1
motorisierte Rotationseinheit Thorlabs PRM1/MZSE 1
Kontroller fir PRM1/MZ8E Thorlabs 1
Cmos Kamera Hamamatsu Orca-flash 4.0 v2 1
motorisierter xy-Tisch ASI MS-2000 1
motorisierte z-Versteller ASI LS-25 2
Kontroller fiir die ASI Kmponenten ASI MS-2000-WK 1

Tabelle A.7: Auflistung der motorisierten Komponenten und deren Kontroller.
Bezeichnung Firma Artikelbezeichnung Anzahl
Betriebssystem Windows Windows 10 Professional 1
Programmierumgebung NI LabView 2015 Bascic 1
Tower Workstation Supermicro 743TQ-865B-5Q 1
Mainboard Supermicro X10SRI-F 1
DDRA4 Arbeitsspeicher Samsung ECC Registered DDR4 2133
Prozessor Intel Xeon E5-1630 V3 1
SSD-Festplatte (240 GB) Samsung PM843T 2
Raid-Karte LSI 9271-8i 1
HDD-Festplatte (4TB) WD WD4003FZE 8
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A.2 Verschiedene Fokusfunktionen

Es wurden jeweils fiir das LaVision 4x und fiir das LaVision 12x Objektiv zwei Bild-
stapel aufgenommen, wobei die Position der Probe wahrend der Aufnahme sich nicht
anderte. Wahrend der Aufnahme wurde das Detektionsobjektiv nach jedem Bild um die
Schrittweite Afpo bewegt. Am Anfang befindet sich die Lichtscheibe nicht im Fokus des
Detektionsobjektivs. Etwa in der Mitte des Bildstapels befindet sich die Lichtscheibe im
Fokus. Danach kommt es wieder zu einer Defokussierung. Jeder Bildstapel beinhaltet
400 Bilder. Mit diesem Bildstapel ist es moglich, Fokusfunktionen qualitativ miteinan-
der zu vergleichen.

Fir das 4x Objektiv wurde eine Schrittweite Afpo von 1pm verwendet. Bei den Mes-
sungen mit dem 12x Objektiv wurde eine Schrittweite Afpgp von 0,5 pm gewéhlt. Alle
Aufnahmen wurden mit einer Anregungswellenlénge von 488 nm durchgefiihrt. Die ver-
schiedenen Bereiche sind in den Abbildungen A.1 und A.2 abgebildet. Es wurde zum
einen ein kontrastarmer Bereich und zum anderen ein kontrastreicher Bereich gewéhlt.
Es ist wichtig, dass die Fokusfunktionen fiir beide Bereiche ein deutliches Maximum

besitzen.

Es wurden insgesamt sechs Fokusfunktionen miteinander verglichen. Jede einzelne Kur-
ve wurde in OriginPro mit einer Gau3-Kurve angepasst. Fiir jede Kurve wurden die
Halbwertsbreite und die normierte Hohe h bestimmt. Ein Bindestrich bedeutet ein
Nichtvorhandensein einer Fokusfunktionskurve. In den Tabellen A.9, A.10, A.11 und
A.12 sind die Werte eingetragen.
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Abbildung A.1: Die Abbildung zeigt die beiden Bereiche, in denen die verschiedenen Fo-
kusfunktionen fiir das 4x Objektiv getestet wurden.

Abbildung A.2: Die Abbildung zeigt die beiden Bereiche, in denen die verschiedenen Fo-
kusfunktionen fiir das 12x Objektiv getestet wurden.
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Fokusfunktion

F4 (horizontal)

F4 (vertikal)

F4 (symmetrisch)
F5

Brenner

Squared Gradient
Tenengrad
Intensitatsmittelwert
Varianz

hochster Wert

FWHM
[hm]
24,49
24,65
24,58
25,56
24,15
22,88
31,59
26,02
50,38

normierte Hohe h

0,94
0,97
0,96
0,072
0,72
0,42
0,53
0,066
0,61

Tabelle A.9: In der Tabelle sind die Halbwertsbreite und die normierte Hohe fiir verschiedene
Fokusfunktionen fiir einen kontrastreichen Bereich mit dem LaVision 12x Objektiv aufgenom-
men, aufgelistet. Bild B in Abbildung A.2 zeigt den Bereich.

Fokusfunktion

F4 (horizontal)

F4 (vertikal)

F4 (symmetrisch)
F5

Brenner

Squared Gradient
Tenengrad
Intensitdtsmittelwert
Varianz

hochster Wert

FWHM
[hm]
19,76
19,28
19,52
39,00
18,02
18,32
22,61
38,47
33,2

normierte Hohe h

1,06
0,7751
0,8975
0,12
0,25
0,082
0,15
0,11
0,57

Tabelle A.10: In der Tabelle sind die Halbwertsbreite und die normierte Hohe fiir ver-
schiedene Fokusfunktionen fiir einen kontrastarmen Bereich mit dem LaVision 12x Objektiv
aufgenommen, aufgelistet. Bild A in Abbildung A.2 zeigt den Bereich.
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Fokusfunktion

F4 (horizontal)
F4 (vertikal)

F4 (symmetrisch)
F5

Brenner

Squared Gradient

Tenengrad

Intensitatsmittelwert

Varianz
hochster Wert

FWHM
[hm]
88,00
84,74
86,16

84,10
81,08
86,81

102,22

normierte Hohe h

0,91
0,90
0,91
0,79
0,65
0,29

0,39

Tabelle A.11: In der Tabelle sind die Halbwertsbreite und die normierte Hohe fir ver-
schiedene Fokusfunktionen fiir einen kontrastreichen Bereich mit dem LaVision 4x Objektiv
aufgenommen, aufgelistet. Bild B in Abbildung A.1 zeigt den Bereich.

Fokusfunktion

F4 (horizontal)
F4 (vertikal)

F4 (symmetrisch)
F5

Brenner

Squared Gradient

Tenengrad

Intensitatsmittelwert

Varianz
hochster Wert

FWHM
[hm]
64,27
59,26
61,55

105,60

67,48

52,38

normierte Hohe h

0,89
0,36
0,51
0,046
0,10

0,20

Tabelle A.12: In der Tabelle sind die Halbwertsbreite und die normierte Hohe fiir ver-
schiedene Fokusfunktionen fiir einen kontrastarmen Bereich mit dem LaVision 4x Objektiv
aufgenommen, aufgelistet. Bild A in Abbildung A.2 zeigt den Bereich.
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A.3 Zemax

A.3.1 Linsendaten-Editor fiir die Simulation des Beleuchtungsstrahls

Oberfl: TIvp Kommentar Radius Dicke Glas Halber Durchm..
CBJ Standard| Unendlich Unendlich 0.00000
5TIC Standard Unendlich 10.00000 0.35000
2 Standard| First mechani.. Unendlich 3.00000 12.40000| 0
3 Standard| Input mountin.. Unendlich 10.16000 15.25000( 0
4 Standard, Unendlich -0.26752 0.35000
5 Standard Unendlich 0.00000 0.35000
6%| Black Box.. BE20-Al1.ZBB <1.60000> 4.00000|U
T Standard Unendlich 0.26752| P 4.00000| U ) Strahlaufweiter
8 Standard| Nominal dista.. Unendlich 239.73764|V 0.37146
9¥| Black Box.. BE20-A2.ZBB <10.00000> 23.25000|0
1o0% Standard Unendlich -0.60000 23.25000|0
11 Standard| Cutput mounti.. Unendlich 3.10000 27.95000|0
12 Standard| Last mechanic.. Unendlich 50.00000 25.40000|0
13% Standard Unendlich 50.00000 25.00000| U } [pis
14| Foordinat. . 0.00000 =) 0.00000
15| Koordinat..| Elementkippung| 0.00000 = 0.00000
1le* Standard Unendlich 0.00000 MIRRCR 10.00000| 0 (*H]Vﬂl“)“l@t?r 1
17| Koordinat..| Elementkippung) 0.00000 — 0.00000
18| Foordinat. . 0.00000 =) 0.00000
139 Standard, Unendlich —-97.06800 7.12450
20% Standard AC254-100-A] —-62.75000 -4.00000 N-BE7 12.70000|0 .
21=|  Standard 45.71000 —2.50000 SFS 2. 70000] 0 (Linse 1
22% Standard 128.23000 -97.06801 12.70000( 0
23 Standard Unendlich -0.06112 2.45136
24| Foordinat. . 0.00000 =) 0.00000
25% Standard Unendlich 0.00000 MIRROR 10.00000| v ¢ Galvanometer 2
26| Eoordinat. . 0.00000 =) 0.00000
27 Standard, Unendlich €9.632350 2.45574
28% Standard 247.20000 2.00000 N-SF6HT 25.40000|0
ED Standard 46.40000 16.00000 N-BAF10 25.40000( 0T lJiHSP 2
30% Standard| -54.80000 639.32530 25.40000|0
31 Paraxial 34.00000 5.00000| v ¢ Beleuchtungsobjektiv
32*| Gradient 1 Unendlich 24.89535 5.00000|0 } [(ﬁ\%#tellﬁt
IMA| Gradient 1 Unendlich = 1.528603

BABB- Losung

Abbildung A.3: Die Abbildung zeigt die ersten 6 Spalten des Linsendaten-Editors fiir die
Berechnung der optischen Eigenschaften des Beleuchtungsstrahls.

A.3.2 Linsendaten-Editor fiir die Simulation von spharischen Aberrationen

A —
"
i
J—
i
—
—
_—
I
i
—
T

B

Oberfl: Typ Kommentax Radius Dicke Glas Halber Durchm..| Hegelschnitt |Par O(nicht b..|Par 1(nicht b..|Par 2 (nicht b.
089]  standard] Unendlich] 1.0000E-006) 0.00000 0.00000 i

Babb- Lisung mit
sT0| Graaient 1 Unendlich| 1.00000] 2.4068E-007 0.00000 1.00000 1.se000] |} iner Sohichtdicko von 1 mm
ciner $ on

2|  Standard Unendlich| 49.50000 0.15172 0.00000

3| paraxiay 100.00000] 12.06548 50.00000 1 enste Lins

4| Pazaxial 49.86613 12.00273 50.00000 1 ]L“v“v|J"~
M| Standard Unendlich| -] &.4503E-004 0.00000

Abbildung A.4: Linsendaten-Editor und das zugehorige Linsen-Layout fiir die Simulationen
in Zemax.
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CUBIC clear, unobstructed brain imaging cocktails and computational analysis
DAQ data acquisition

diSPIM  dual-view inverted selective plane illumination microscope

GFP green fluorescent protein
NA numerische Apertur
NAS network attached storage
NFP nominale Fokusposition

OPFOS  orthogonal-plane fluorescence optical sectioning
PACT passive clarity technique

PSF Punktspreizfunktion

RITC Rhodaminisothiocyana

sCMOS  scientific Complementary metal-oxide-semiconductor

SPIM selective plane illumination microscopy

Symbole

e} halber Offnungswinkel des Detektionsobjektivs

a1, a9 Einfallswinkel und Winkel des gebrochenen Strahls
v Korrektur um die Verschiebung Ad zu kompensieren
n Brechungsindex des Mediums

A Wellenlange

o Standardabweichung

[0) Schwenkung der Lichtscheiben um den Winkel ¢

U (p, NFP) Aberrationfunktion

%) Divergenzwinkel

w, Wy, Wi, wy, wy Taillenradien
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Wlris
WZemax
An,o

B, («)
b1, by und b3
Ad

D [mm]
dFPWHM,xy
do
drwHM,z
dm
dRayleigh
dst

dyyG
dye

dxy theo

@

f

f17 f25 f3
F4

fpo
Afpo

I app.
Ipe.

I’I"@S

Itotal

Igo, 11200 und Ig4oo

Jo(z)
Ji(x)

L

{1 und I
M

M2
P(p,NFP)
r

SN

U

v

Vi bzw. Vs,
ATKivette
x,y und z
Axpo
Zy(p, ¢)

2R
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Strahlradius nach der Iris

Strahltaille von Zemaz-Berechnungen

Vorfaktor des Zernike-Polynoms

Faktor zum Berechnen von A4, o

Auslenkungen des Strahls durch den Galvanometer 1
verschiebung des Brennpunktes

Iris6ffnung in mm angegeben

laterale Halbwertsbreite

Auslenkung des Strahls durch den Galvanometer 2
axiale Halbwertsbreite

Bildpunktgrofie

laterale Auflésung unter dem Rayleigh-Kriterium

Scharfentiefe

theoretische laterale Halbwertsbreite mit Berticksichtigung von djs

gemessene laterale Halbwertsbreite

theoretische laterale Halbwertsbreite

Zellengrofle des Bildsensors

Brennweite

Brennweiten einzelner Bauelemente im Mikroskop
F4-Fokusfunktionswert

Position des Detektionsobjektivs

Schrittweite bei der Fokusstabilisierung
Abbildungspunktspreizfunktion
Beleuchtungspunktspreizfunktion

resultierendes Bild bei einer strukturierten Beleuchtung
totale Punktspreizfunktion

Bild mit einer sinusféormigen Intensitdtsmodulation
Bessel-Funktion erster Gattung, 0. Ordnung
Bessel-Funktion erster Gattung, 1. Ordnung
optische Weglénge

Wegstrecken

optische Vergroflerung

Beugungsmafzahl

Pupillenfunktion

Radialkoordinate

Summe der einzelnen Bildpunktwerte von Bild
axiale optische Einheit

laterale optische Einheit

angelegte Spannungen an Galvanometer 1 bzw. Galvanometer 2
Verschiebung der Kiivette

Raumkoordinaten

notwendige Verschiebung des Beleuchtungsobjektivs
Zernike-Polynom

Rayleighldnge
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