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Vom Licht zur Erleuchtung:
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Sensoren und Messverfahren in der konfokalen Mikroskopie
Warum Hybrid-Detektoren auch bei hellen Proben in der Lage sind, Photonen zu zéhlen, und warum Histogramme

manchmal etwas seltsam aussehen.
Dr. Rolf T. Borlinghaus
Leica Microsystems, Mannheim

In diesem Beitrag werden die wichtigsten
Sensoren kurz vorgestellt, die in der konfo-
kalen Mikroskopie verwendet werden. Mit
konfokaler Mikroskopie ist hier ,True Confo-
cal Scanning“ gemeint, also das Verfahren,
bei dem nur ein Punkt beleuchtet und ge-
messen wird. Dabei soll es nicht um tiefgrei-
fendes Spezialwissen gehen, sondern darum,
dem Benutzer solcher Gerate eine kleine
anschauliche  Ubersicht Uber die Un-
terschiede der verschiedenen Technologien
zu geben und Hinweise zu vermitteln, fir
welche Anwendungen welcher Sensor mdg-
licherweise am besten geeignet ist.
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,Richtiges Auffassen einer Sache und Missver-
stehen der gleichen Sache schlieBen einander
nicht vollstandig aus.“

Franz Kafka: Der Prozess

Zunachst wird die Photoelektronenverviel-
facherrohre (phtoto multiplier tube, PMT) kurz
beschrieben. Mit dem Verstandnis, wie das
Licht in elektrisches Signal umgewandelt wird
schlielt sich dann ein Abschnitt (iber unter-
schiedliche Methoden an, wie dieses elektri-
sche Signal primar vom Sensor abgegriffen
werden kann. Diese Methoden treffen fiir alle
Sensoren prinzipiell in gleichem Male zu,
wobei es fir jeden Sensor besser und
schlechter geeignete Umwandlungsverfahren
gibt.

SchlieBlich werden die beiden jlingeren
Sensortechniken beschrieben, die (zumindest
teilweise) Halbleitertechnologien verwenden:
die Lawinen-Photodiode (avalanche photo
diode, APD) und der Hybrid-Detektor (hybrid
detector, HyD).

1.Die Photoelektronen-
vervielfacherrohre

Das etwas sperrige Wort wird oft auch durch
,Photovervielfacherrdhre” oder ,Sekundar-
elektronenvervielfacher” ersetzt. Tatsachlich
werden zunéchst Photoelektronen erzeugt,
die anschlielRend vervielfacht werden. Auch
die aus dem Englischen abgeleitete Abkur-
zung PMT misste ja mit ,Lichtverstérker-
rohre” (ibersetzt werden. Das trifft die Funk-
tion noch schlechter und ware irrefiihrend,
wenn nicht allgemein bekannt wére, dass mit
Lichtverstarker (blicherweise ein LASER
bezeichnet wird. Dennoch ist PMT eine ge-
brauchliche Bezeichnung und soll aus Be-
quemlichkeit natlirlich auch hier beibehalten
werden.

Diese klassische Technologie macht sich den
&uBeren Photoeffekt zu Nutze, der zunachst
kurz beschrieben wird. Damit 1&sst sich dann
verstehen, warum unterschiedliche Materia-
lien fir verschiedene Zwecke eingesetzt
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werden. Die Verstarkung wird dann durch die
Erzeugung von Sekundérelektronen bewerk-
stelligt, die dann in mehreren Stufen noch-
mals verstarkt werden. Die Verstarkung findet
an den sogenannten Dynoden statt. SchlieB-
lich mussen die entstandenen vielen Elektro-
nen irgendwo in die aulere Welt abgefihrt
werden, das Ubernimmt die Anode.

1.1. Photonen zu Elektronen (Kathode)

Der d&ulere Photoeffekt beschreibt die
Beobachtung, dass an (zunachst metalli-
schen) Oberflachen freie Elektronen erzeugt
werden, wenn man sie mit Licht bestrahlt. Die
friheste Beobachtung dieser Art war der
,Bequerel-Effekt”, wo an Elektroden in leiten-
den Flussigkeiten ein elektrisches Potential
beobachtet werden kann, wenn diese Elek-
troden mit unterschiedlicher Intensitt be-
strahlt werden (Bequerel 1839). Dieser
Effekt, der ahnlich auch bei Halbleitern ge-
funden wird, heilt heute meist ,photovolta-
ischer Effekt* und begriindet den Boom der
Solaranlagen auf Eigenheimen. Dabei wer-
den keine freien Elektronen erzeugt, weshalb
man vom ,inneren photoelektrischen Effekt"
spricht. Dieser innere Photoeffekt ist fiir die in
Kapitel 3 beschriebenen Lawinen-Photo-
dioden wichtig. Der aulere photoelektrische
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Abb. 1: AuRerer (links) und innerer (rechts) Photoeffekt. Beim &ueren Photoeffekt wird nach Absorbtion
eines Lichtquantes ein Elektron aus dem Material, etwa einem Alkalimetall, freigesetzt und kann dann,
beispielsweise im Vakuum, elektrisch beschleunigt werden. Der innere Photoeffekt liefert ein Ladungspaar
(Elektron/Loch) nach Absorption eines Photons. Auch diese Ladungen kdnnen anschlieRend im Halbleiter-

material beschleunigt werden.
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Effekt wurde von Heinrich Hertz (1887) beo-
bachtet und beschrieben. Hier stellte er eine
forderliche Wirkung von UV-Licht auf die
Erzeugung seiner Funkenstrecken (,Tele-
Funken®) fest. Wilhelm Hallwachs (1888)
setzte die Studien an lichtinduzierter Elektri-
zitat fort, weshalb der &uBere Photoeffekt
dann auch zwischendurch mal Hallwachs-
Effekt genannt wurde. Die Deutung und das
Verstandnis fiir die gemessenen Phanomene
beschrieb Albert Einstein (1905). Er konnte
durch  Wiederbelebung der Korpuskular-
theorie des Lichtes (Newton 1704) alle
Beobachtungen erklaren, die aus der Wellen-
theorie nicht abzuleiten waren.

Misst man die Anzahl der Elektronen, die bei
Bestrahlung einer Elektrode freigesetzt
werden (d.h. den Strom, den man dber die
zweite Elektrode nachweisen kann), dann ist
diese Zahl von der Intensitdt des Lichtes
abhangig. Das ist mit der Wellentheorie noch
vereinbar: je groRer die Feldstarke, desto
mehr Energie steht fur die Freisetzung zu
Verfligung. Untersucht man dagegen, mit
welcher kinetischer Energie diese Elektronen
ausgestattet sind (die ,Startgeschwindigkeit®),
dann stellt man fest, dass diese Geschwin-
digkeit nicht von der Intensitat, sondern nur
von der Wellenlange abhangt. Auerdem gibt
es eine langste Wellenlange, oberhalb derer
keine Elektronen mehr freigesetzt werden.
Diese maximale Wellenlange ist eine Eigen-
schaft des Kathodenmaterials. Das wider-
spricht der wellentheoretischen Vorstellung,
dass man nur lange genug Energie zufligen
muss — bei schwacher Intensitdt dann eben
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etwas langer — um den Empféanger zur Frei-
setzung anregen zu konnen.

Die Erklarung fiir dieses Verhalten lasst sich
mit den Photonen als Lichtteilchen (eben den
Photonen)  zusammenfassen:  nachdem
schon Max Planck (1900) das Wirkung-
squantum eingefiihrt hatte, um die korrekte
Beziehung zwischen Temperatur und Strah-
lungsenergie beschreiben zu kdnnen, Uber-
trug Einstein diese Quantelung auf die
Lichtenergie selbst. Das Licht wird so in
Energiepakete der GréRe E = h x ¢/ aufge-
teilt. Trifft so ein Lichtteilchen einer gewissen
Energie E auf die Metalloberflache, dann
kann diese Energie absorbiert werden, und
ein Elektron aus dem Materialverband der
Kathode I6sen. Dazu muss das Photon aber
mindestens die Energie haben, die das
Elektron an das Material bindet. Das ist die
oben erwahnte minimale Energie, die mit der
Austrittsarbeit Wa bezeichnet wird. Lichtteil-
chen geringerer Energie kdnnen gar keine
Elektronen freisetzen, egal wie viele von
ihnen pro Zeiteinheit (Intensitat) auf die
Oberflache auftreffen. Da ¢ und h physika-
lische Konstanten sind, hangt die Energie der
Photonen nur von der Wellenlénge A ab, und
zwar umgekehrt proportional. Ab einer ge-
wissen Wellenldnge Amin ist die Energie der
Photonen E =c/Amn also kleiner als die
Austrittsarbeit, und das Messgerat zeigt
keinen Strom an.

Photonen mit kiirzerer Wellenlange kénnen
Elektronen freisetzen und man findet, dass
ihre kinetische Energie linear mit der Wellen-
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Abb. 2: Kinetische Energie der Photoelektronen (rot) und reduzierte Energie der Photonen (blau) in
Abhangigkeit von der Wellenlange. Die Daten gelten fiir eine Zink-Photokathode. Wenn die Energie der
Photonen kleiner ist, als die Austrittsarbeit, werden keine Photelektronen freigesetzt (Energie bleibt Null). Ist
die Photonenenergie hoher als die Austrittsarbeit, erhalt das Photoelektron diese Uberschissige Energie als
Bewegungsenergie, und das Elektron kann im Vakuum weiter beschleunigt werden.
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lange zusammenhangt:  Exin = h x v — Wh,
aber unabhangig von der Strahlungsintensitat
(Photonendichte) ist. Bei hoherer Intensitat
werden zunachst einfach mehr freie Elektro-
nen erzeugt.

In Abbildung 2 ist diese Abhangigkeit flir Zink
dargestellt. Wie man aus der roten Kurve
erkennen kann, muss die Wellenlange des
Lichts 280 nm oder kurzer sein, um einen
Photoeffekt nachweisen zu kdnnen. Fir
sichtbares Licht sind deshalb Zink-Kathoden
nicht geeignet. Man versucht hier, Materialien
mit mdglichst geringer Austrittsarbeit zu
finden. Wie man aus dem Periodensystem
absehen kann, sind dafir Alkalimetalle
besonders gut geeignet, da deren duleres
Elektron nur ganz schwach an den Atom-
rumpf gebunden ist. Daher sind die wirk-
samen Bestandteile von Photokathoden
Ublicherweise ~ Alkalimetalle oder deren
Mischungen (z.B., Cs, Rb, K, Na). Um auch
im sichtbaren Bereich gute Ergebnisse zu
erzielen, werden heute auch oft Halbleiter-
Kristalle im Photokathodenmaterial verwen-
det (z.B. GaAsP). Viele Details kann man im
Handbuch fiir Photomultiplier von Hama-
matsu (2007) finden. Das gilt auch fiir alle
folgenden  Abschnitte, insbesondere fiir
Eigenschaften von Photomultipliern.

Ein wichtiger Parameter bei der Auswahl der
Sensoren ist die Quanteneffizienz der Photo-
kathode. Damit ist das Verhaltnis zwischen
eintreffenden  Photonen und  erzeugten
Photoelekironen  gemeint.  Alkali-Photo-
kathoden liefern zwischen 300 nm und
600 nm gute Ergebnisse und kommen dabei
auf Effizienzen bis zu etwa 30% im blauen
Bereich des Spektrums. Halbleiter-Varianten
erreichen bis zu 50% und konnen zwischen
400 nm und 700 nm (GaAsP) bzw. 900 nm
(GaAs) eingesetzt werden. Halbleiter-
Photokathoden werden deshalb zunehmend
fir Untersuchungen im biomedizinischen
Bereich eingesetzt, wo groRere Wellenlangen
erwilinscht sind, da die in dicken Praparaten
ein merkliches Problem darstellende optische
Streuung, mit der vierten Potenz der
Wellenlange abnimmt.

Fur die unterschiedlichsten Anwendungen in
den entferntesten Anwendungsgebieten gibt
es daher eine groRe Zahl von Varietaten, die
sich in ihrer spektralen Empfindlichkeit, ihrer
Quanteneffizienz und ihrer zeitlichen Auflé-
sung unterscheiden.

1.2. Die Vervielfachung (Dynoden)

In der Photokathode wird durch jedes ein-
treffende und wirksame Photon ein Elektron
freigesetzt. Dieses Photoelektron ist natiirlich
ebenso schlecht messbar, wie ein einzelnes
Photon. Im Gegensatz zu Photonen kann
man Elektronen aber sehr einfach manipu-
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lieren: durch eine elektrische Gleichspannung
l&sst sich die Energie des Elektrons erhhen.
Durchlauft das freie Elektron bis zu seiner
Ableitung eine Spannung U, dann nimmt es
die Energie e x U auf, die in einer Vakuum-
réhre als kinetische Energie dem Elektron
zugefihrt wird. Betragt die Potentialdifferenz
beispielsweise 1000 Volt, dann erhalt das
Elektron 1000 eV (Elektronenvolt) kinetische
Energie. Ein Photon von 620 nm hat etwa
2 ¢eV. Wie man sieht, kann man durch eine
Beschleunigung des Photoelektrons iber
eine hohe Spannung dem Signal ,ein Photon”
eine sehr viel groRere Energie zuordnen, als
das Photon selbst mitbringt: das ist eine
Verstérkung des Signals.

In einem klassischen PMT wird diese Ver-
starkung auf mehrere Stufen verteilt. Hinter
der Photokathode findet sich eine Elektrode,
die mit einer positiven Spannung, typischer-
weise zwischen 50 und 100 Volt belegt ist.
Das freigesetzte Photoelektron wird von
diesem positiven Potential angezogen und
beschleunigt in diese Richtung, bis es
schlieBlich dort einschlagt. Die kinetische
Energie wird hier — ganz &hnlich wie an der
Photokathode nach  Absorption  eines
Photons - in die Freisetzung mehrerer weite-
rer  Elektronen umgesetzt (,Sekundér-
Elektronen*). Typische Werte liegen bei 2 bis

Elektronenschauers von der vorhergehenden
Dynode gemittelt, und man erhélt fir jeden
Puls etwa eine 2,7-fache Verstarkung. Bei
der ersten Dynode kann aber nicht gemittelt
werden, da nur ein einziges Elektron eintrifft.
Die Verteilung in Abbildung 4 ist also auch
naherungsweise die Verteilung der Puls-
héhen am Ausgang des PMT, woraus man
erkennen kann, dass dieser Wert um einen
Faktor 4 bis 5 schwankt. Die einzelnen
Photonen werden also sehr unterschiedlich
verstarkt, was bei integrativen Mess-
methoden (siehe unten) ein signifikanter
Beitrag zum Rauschen ist. Mdchte man die
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Photonen z&hlen, dann ergeben sich aus
diesen unterschiedlichen Pulshéhen eben-
falls Schwierigkeiten bei der Diskriminierung.

Weiter ist es durchaus mdglich, dass Elek-
tronen auch nicht auf das Ziel — die nachste
Elektrode - treffen. Je nachdem, auf welcher
Stufe das geschieht, wird die gesamt-Ladung
weiter ungenau, und die Effizienz wird
dadurch herabgesetzt. Statt von der
Quanteneffizienz der Photokathode spricht
man daher oft auch von der ,Detektions-
effizienz*, bei der auch Verluste an der
gesamten Kette beriicksichtigt werden.
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Abb. 3: Aufbau und Wirkungsweise eines Photoelektronenvervielfachers (PMT). Das Photon (griiner Pfeil)

wird an der Photokathode (gelb) absorbiert und verursacht dort die Freisetzung eines Photoelektrons (blau).
An den Dynoden der Verstéarkungskaskade (hier: 6 Dynoden) wird die kinetische Energie in mehrere freie
Elektronen umgewandelt (Verfvielfachung). Am Ende wird die so entstandene Ladung an einer Anode

4 Sekundarelektronen.

Um eine messbare Ladung zu erzeugen, wird
dieser Vorgang nun mehrmals in einer Kas-
kade wiederholt, sodass beispielsweise bei 3
Sekundarelektronen pro Elektrode (hier
Dynode genannt) insgesamt 3k Elektronen
freigesetzt werden, wobei k die Anzahl der
Dynoden bezeichnen soll. Typisch werden
PMTs mit etwa 10 Dynoden hergestellt, das
sind dann zusammen 3'0=60.000 Elek-
tronen — eine messbare Ladung von 10 fC.

Die Gesamtverstarkung des Photoelek-
tronenvervielfachers kann iber die gesamte
Hochspannung geregelt werden, die ubli-
cherweise durch Spannungsteilung gleich-
mé&Rig auf die Dynoden verteilt wird. Je hdher
die Spannung, desto groler die Verstarkung.
Die Anzahl der freigesetzten Elektronen an
jeder Dynode ist dabei ein Mittelwert, der sich
durch die Spannung kontinuierlich einstellen
l&sst. Darum kommen hier auch so etwas
merkwirdige Zahlen wie beispielsweise ,2,7
freigesetzen Elektronen® vor

In Abbildung 4 ist fir das Beispiel 2,7 Elek-
tronen die Haufigkeitsverteilung wiederge-
geben, die beschreibt, wieviel Elektronen
tats&chlich an einer Dynode aus einem
ankommenden Elektron freigesetzt werden.
Die meisten Ereignisse liefern ein, zwei, drei
oder vier Elektronen, gelegentlich aber auch
noch mehr. An den ,spéten” Dynoden werden
diese Ereignisse bei jedem Eintreffen eines

(gelb) gemessen.
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Abb 4: Wahrscheinlichkeitsverteilung fir die Freisetzung von Sekundérelektronen an den Dynoden eines
Photoelektronenvervielfachers bei einer mittleren Verstarkung von 2,7-fach. Am haufigsten werden pro
auftreffenden Elektron 2 oder 3 Elektronen freigesetzt. Es kénnen aber auch 8, oder gar keines sein. Da
solche Ereignisse an den kaskadierten Dynoden hintereinander eintreten, sind die Pulse am Ende der Kette
nicht wie die ganzen Zahlen der x-Achse verteilt, sondern es kommen fast beliebig Zwischenwerte vor (rote
Kurve), die eine quasi-Kontinuitat erzeugen. Allerdings ist diese Kurve nicht besser, sondern das Ergebnis

sehr hohen Rauschens.
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1.3. Das Signal (Anode)

Nach der Verstarkung durch die gestufte
Hochspannung erreichen die Elektronen
schliellich die Anode, an der die Ladung
gemessen werden kann. Durch die unter-
schiedlichen Wege, die die Elektronen in der
Réhre nehmen kénnen, treffen nicht alle
Elektronen gleichzeitig ein. Auch hier sind die
Ereignisse verteilt, und die zeitliche Vertei-
lung spiegelt sich in der Breite des idealen
elektrischen Pulses wieder. Tatsachlich wird
die Pulsform durch die Messanordnung stark
beeinflusst, und die gemessene Pulsbreite ist
eine Faltung der Verteilung der eintreffenden
Ladungen mit den D&mpfungseigenschaften
der nachgeschalteten Elektronik.

Zur Charakterisierung der Pulsform zieht man
die Halbwertsbreite (full width half maximum,
FWHM) heran, die fiir PMTs etwa zwischen 5
und 25 ns liegt. Der Puls ist natirlich langer
als die Halbwertsbreite an der Anode wirk-
sam, und man kann fir die Zeit zwischen
10% angestiegen und 90% abgefallen etwa
das Doppelte der FWHM annehmen. Die
Form ist aber nicht symmetrisch, vielmehr ist
der Anstieg zwei- bis dreimal schneller als die
Abklingzeit. Man kann das etwas hemds-
armelig mit den Tropfen vergleichen, die ein
Hund nach dem Bade verspritzt: zunachst
wird die Tropfenzahl stark ansteigen, dann —
weil der Vorrat immer geringer wird — lang-
sam wieder nachlassen.

Die Zeit, die zwischen Eintreffen des Photons
an der Kathode und dem Maximum des
Ausgangspulses liegt, ist die Transit-Zeit
(transit time, TT), die je nach Konstruktions-
prinzip etwa zwischen 15 und 70 ns liegt. Es
ist die Zeit, die das Signal in der Rodhre
unterwegs ist. Auch diese Zeit ist zufllig um
einen Mittelwert verteilt, und die Breite der

Verteilung (transit time spread, TTS) liegt bei
1 bis 10 ns. Fir Anwendungen im Bereich
der Fluoreszenz-Lebensdauer ist dies ein
wichtiger Parameter, da er die Genauigkeit
der Messungen begrenzt.

Auch, wenn gar keine Photonen auf die
Kathode treffen, wird man mit einer gewissen
Haufigkeit Ereignisse an der Anode messen.
Diese werden vor allem durch thermische
Elektronen ausgeldst, die von der Kathode
emittiert werden. Auch von den Dynoden
konnen thermische Elektronen zu kleineren
Ereignissen fiihren. Diese Ereignisse werden
als ,Dunkelrauschen® bezeichnet und ver-
ringern den Kontrast, was insbesondere bei
schwachen Signalen dazu fihrt, dass das
Signal nicht mehr vom Hintergrund unter-
schieden werden kann. Bei einem PMT wird
das Rauschen der Photokathode und der
frihen Dynoden durch die nachfolgenden
Stufen natlirlich weiter verstarkt. Bei einstu-
figen Systemen ist das nicht der Fall. Ein
zweistufiger Hybrid-Detektor (siehe Kapitel 4)
zeigt daher auch viel weniger dieses multipli-
kativen Rauschens.

2. Messmethoden und
Histogramme

Die an der Anode ankommende Ladungs-
wolke hat einen Spannungspuls zur Folge.
Genauer wird das angelegte positive Poten-
tial der Hochspannung pulsformig durch die
eintreffende negative Ladung etwas abge-
senkt. Die Ladung ist zwar nun messbar,
aber immer noch sehr klein. Darum muss
durch sorgféltiges Design sichergestellt
werden, dass das Ergebnis signifikant ver-
messen werden kann. Im Prinzip werden drei
verschiedene Konzepte zur Messung ver-
wendet, die hier skizziert werden sollen. Sie
sind flr alle Sensoren gilltig, also auch fir die
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und Hybrid-Detektoren, wobei sich die
Methoden nicht fiir alle Sensoren gleicher-
mafen gut eignen.

Bei dieser Gelegenheit soll auch auf die
Auswertung kurz eingegangen werden, da
der Benutzer ja nicht primér an der Funktion
des Sensors interessiert ist, sondern daran,
was diese Signale fiir seine Messungen und
seine Forschung bedeuten.

2.1. Der Ladungsverstarker

Das herkémmliche Verfahren zur Messung
des PMT-Signals ist der Einsatz eines so-
genannten Ladungsverstarkers. In einem
Rastermikroskop wird der Beleuchtungsstrahl
ja standig Uber die Probe bewegt, und man
muss jede Zeile in die gewlnschte Anzahl
von Bildelementen (Pixel) unterteilen. Eine
typische Aufnahme fiir klassische Struktur-
bilder dauert etwa eine Sekunde, bei 1000
Zeilen pro Bild und 1000 Pixeln pro Zeile. Die
Aufnahmezeit fir einen Bildpunkt dauert
dann 1 Mikrosekunde. In dieser Mikro-
sekunde wird alle vom PMT kommende
Ladung in einer Kapazitat aufsummiert, wie in
Abbildung 7 skizziert. Dabei geht ein Bruch-
teil der Gesamtzeit fur das Zurlicksetzen des
Ladungsverstarkers verloren, der ja fir das
néchste Pixel wieder bei Null beginnen muss.
Das Ergebnis ist eine Spannung, die propor-
tional zur gesamten vom PMT geflossenen
Ladung ist. Diese Spannung wird anschlie-
Rend durch einen analog-digital Wandler
(ADC) in ,Grauwerte” umgewandelt. Ublicher-
weise verwendet man dabei 8-bit Aufldsung,
das heilt die Grauwerte nehmen ganze
Zahlen zwischen 0 und 255 an. Durch Ver-
anderung der Hochspannung am PMT kann
man dafir sorgen, dass das gemessene
Signal gerade eben in diese 8 bit ,hinein-
passt’, also keine Ubersteuerung das Signal

unten beschriebenen abschneidet aber der gesamte dynamische
A u Lawinen-Photodioden Bereich ausgenutzt wird.
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hv Ladung Q. Die Summierung der Ladung wird durch einen Operationsver-

Abb. 5: Form des Ladungspulses an der Anode eines PMTs. Nach Absorp-
tion eines Photons (griiner Pfeil) wird nach einer gewissen Zeit die Ladung
schnell ansteigen um dann etwas langsamer wieder abzufallen. Die Zeit
vom Eintreffen des Photons bis zum Puls-Maximum wird als Transit-Zeit
(transit time, TT) bezeichnet. Die Pulsbreite wird als volle Halbwertsbreite
(full width half maximum, FWHM) angegeben.

starker realisiert. Der OP sorgt dafir, dass die Spannung an seinem inver-
tierenden Eingang (-) immer gleich der Spannung am nicht-invertierenden
Eingang (+) ist. Trifft also Ladung von der Anode des PMT ein, wird sie sofort
unter Aufladung des Kondensator C kompensiert (roter Kreis). Dies geschieht
so lange, bis das System auf 0 zuriickgesetzt wird. Der Kondensator ist dann
mit einer Ladung belegt, die der gesamten in der Messzeit eingetroffenen
Ladung entspricht, und die Ausgangsspannung Ua ist dann proportional zu C
und kann gemessen werden.
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Es ist offensichtlich, dass diese Grauwerte
keine absoluten Helligkeitswerte vermitteln,
sondern nur als relative Helligkeiten unter-
schiedliche Bereiche des Bildes vergleichen
kénnen — oder Helligkeiten zwischen Bildern,
die unter identischen Einstellungen des
Messverfahrens entstanden sind. Bei jedem
eintreffenden Photon ist ja wie oben be-
schrieben die Signalhhe recht unterschied-
lich. Wé&hrend in einem Bildelement die
Helligkeit gemessen wird, treffen aber haufig
mehrere bis viele Photonen wahrend der
Messzeit ein. Die mdglichen Werte sind dann
alle Kombinationen aus den ohnehin schon
quasi kontinuierlich verschiedenen Ladungs-
mengen fir ein einzelnes Photon. Deshalb
sind die Photonen-Ereignisse bei einer sum-
mierenden Messung véllig verwischt und man
findet ein Kontinuum von Signalhohen. Der
Digitalisierungsvorgang macht dann daraus
256 diskrete Helligkeiten, die Grauwerte.

Der Experimentator ist nattirlich in der Regel
nicht an der Helligkeit einzelner Bildelemente
interessiert, sondern an der Intensitat einer
Struktur, beispielsweise einer ganzen Zelle
oder eines Gewebebestandteiles. Dazu wéhlt
er aus dem Bild den Bereich aus, der ihn
interessiert (ROI, region of interest) und fragt
nach dessen Helligkeit. Je nach Bildauf-
I6sung, die meist etwa bei 1000 x 1000 Pixel,
also ,1 Megapixel* liegt, werden dabei viele
Hundert oder sogar Tausende von Bild-
elementen in einer Zahl zusammengefasst.
Dieser Mittelwert kann dann mit Werten aus
anderen Strukturen verglichen werden, oder
als zeitliche Anderung in einem Experiment
mit lebendem Material aufgezeichnet werden
und vieles mehr. Es ist aber auch maoglich,
die Verteilung der Helligkeiten in diesem
Bereich genauer zu analysieren. Dazu be-
dient man sich einer Darstellung in einem
Histogramm. Hier wird gezahlt, wie viele
Bildelemente eine bestimmte Helligkeit auf-
weisen. Da es 256 verschiedene Helligkeiten

Helligkeit

gibt, findet man auf der x-Achse eines 8-bit
Histogramms auch die Zahlen von 0 bis 255.
Durch die Digitalisierung gibt es im Gegen-
satz zum Mittelwert hier keine Zwischen-
werte; korrekterweise sollte in einem Histo-
gramm deshalb auch keine durchgezogene
Linie erscheinen. Auch die Haufigkeiten, die
auf der y-Achse aufgetragen werden, sind
zunachst sinnvollerweise nur ganze Zahlen,
weil sie ja die Anzahl der Bildelemente
wiedergeben. Ein solches Histogramm ist in
Abbildung 8 dargestellt. Man kann aus die-
sem Histogramm vielerlei Details ablesen.
Wir interessieren uns hier fiir drei Eigen-
schaften:

Falls die Helligkeiten so verteilt sind, dass die
Kurve symmetrisch ist, dann ist der Mittelwert
der Helligkeiten beim Maximum des Histo-
gramms zu finden. Haufig findet man aller-
dings eine gewisse Schiefe, dann ist der
Mittelwert etwas neben das Maximum ver-
schoben.

Wenn die Helligkeiten sehr stark streuen,
wird die Kurve sehr ,breit. Wenn es gar
keine Streuung gabe, dann kd&me nur ein
Grauwert vor, und die ,Kurve" wére dann
beliebig schmal. Aus der Breite kann man
daher auf die Streuung schlieBen. Einfluss
auf diese Streuung hat aber nicht nur die
Verteilung der Photonenanzahl, die pro
Messzeit in einem Bildelement eintreffen,
sondern auch die Rauscheigenschaften des
Messsystems, hier insbesondere des PMTs,
aber auch der zugehorigen Elektronik. Nur,
wenn diese Rauschanteile klein genug sind,
kann man die Zahl der beitragenden
Photonen abschétzen, die sich dann aus dem
Verhaltnis des Mittelwertes zur Breite ergibt.

Da der Nullpunkt durch
die  Einstellung  der
Elektronik  festgesetzt
ist, kann man aus einem
Grauwert-Histogramm
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Abb. 7: Ladungspulse (blau) und integriertes Signal (rot) (iber die Zeit eines
Pixels bei einer Messung mit einem Ladungsverstarker. Die ausgegebene
Helligkeit ist der Endwert der Integration. AnschlieRend wird der Kondensator
in einer Reset-Phase entladen, und die Messung kann fiir das nachste Pixel

von neuem beginnen.

I
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nicht ablesen, wie groB der Anteil des
Dunkelstromes des PMT an der Hintergrund-
Helligkeit ist.

Flr ein brauchbares Bild bendtigt man ein
Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR, singal to
noise ratio) von etwa 3. Das erreicht man,
wenn in einem Bildelement 10 Photonen
registriert werden. Bei einem Bild mit 1 Mpix
und einer Zeilenfrequenz von 1 kHz sind das
10 Millionen Photonen pro Sekunde. In aller
Regel bemiiht man sich aber, mit weniger
Licht auszukommen, denn hohe Beleuch-
tungsintensitaten zerstéren die Fluoreszenz-
farbstoffe und die entstehenden Bruchteile
sind oft giftige Chemikalien fiir das lebende
Material. Darum reduziert man die Beleuch-
tung so lange, bis ein guter Kompromiss
zwischen Bildqualitdt und Probenstabilitat
gefunden ist. Haufig wird man daher im Mittel
nur 1...3 Photonen und weniger per Pixel
registrieren. Ganz schwache, aber noch
auswertbare Signale haben als Mittelwert
deutlich weniger als ein Photon pro Pixel.

Wieso bekommt man nun deutlich Gber 200
verschiedene Grauwerte, wenn man doch nur
10 Photonen zur Verfligung hat? Missten da
nicht etwa 15 unterschiedliche Helligkeits-
stufen ausreichen? Tatsachlich tréfe das zu,
wenn jedes Photon das gleiche Signal im Bild
erzeugte. Wir haben aber oben festgestellt,
dass die Pulshdhen sehr stark variieren (die
Intensitdt ist verrauscht). Wenn in einem
Pixel die Pulse von mehreren Photonen
summiert werden, dann wird die mdgliche
Zahl von Helligkeitswerten nochmals verviel-
facht. Deshalb finden wir sehr viele Hellig-
keitsstufen. Und je mehr Stufen wir verwen-
den (tiefere Grau-Auflésung, etwa mit 12

NP EEEES o W PEMEE X - W
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Abb. 8: Zweikanalbild eines Rhizomquerschnittes. Die Messregion ist durch

,l, ” die gelbe Linie angegeben. Der grofte Teil der Fliche ist schwarzer Hinter-
Reset pixel T grund, der als sehr hohe Peaks im Histogramm ganz links bei kleinen Grau-
Stop werten erscheint. Um das eigentliche Signal im Histogramm sehen zu kdn-

nen, sind die hohen Zahlraten der Hintergrundspixel abgeschnitten. Das

Signal des roten Kanals erscheint als Schulter im roten Histogramm (zwi-
schen 80 und 200 Grauwertstufen). Im griinen Kanal sieht man hellere und
dunklere Bereiche, die durch die beiden Peaks zwischen 120 und 160 Grau-
stufen im Histogramm aufscheinen.
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oder 16 bit), desto héher bewerten wir das
durch Variation der Pulse erzeugte Rau-
schen. Im Ergebnis bekommen wir aber
keine bessere Information.

Die Histogramme geben auch weitere auf-
schlussreiche Information. Hat man bei der
Aufnahme nicht den ganzen Dynamik-
Bereich von 0 bis 255 ausgeschépft, sondern
beispielsweise nur das untere Zehntel zwi-
schen 0 und 25, dann erscheint das Bild auf
dem Monitor sehr dunkel. Der Monitor be-
nutzt ja dann auch nur die Grauwerte von 0
bis 25. Wir kénnen nur das Bild heller ma-
chen, indem wir das Histogramm ,spreizen®,
ein gangiges Verfahren, das sogar jede
Digitalkamera heute automatisch mit an-
bietet. Dabei wird die Helligkeit in jedem Pixel
mit jeweils der gleichen Zahl Z multipliziert.
Im angenommenen Fall wirde man alle
Werte mit 10 multiplizieren, um den Bereich
von 0 bis 255 auszuschépfen. Da urspriing-
lich aber nur 25 x-Werte vorhanden waren,
sind auch im Ergebnisbild nur 25 x-Werte zu
finden. Das Histogramm hat also Liicken, in
unserem Beispiel fehlen zwischen allen
belegten Grauwerten 9 Werte. Die Graphen
sehen deshalb etwas ,unordentlich* aus, sind
aber vollig korrekt.

Obwohl sich der Ladungsverstarker lange als
Messeinrichtung flir PMT-Signale an kon-
fokalen Mikroskopen gehalten hat, wird er
dennoch heute meist durch andere Verfahren
ersetzt (siehe unten). Der Ladungsverstarker
liefert Signale, die Uber ein ganzes Pixel
aufsummiert sind, das Ergebnis héngt also
von der Lange der Pixelzeit ab. Diese Pixel-
zeit andert sich aber, wenn beispielsweise

14%

12% +

das Rasterformat verandert wird, d.h. wenn
etwa statt 1000 nur 100 Pixel pro Zeile bei
gleicher  Scangeschwindigkeit  registriert
werden. Das Signal ist dann 10-fach hoher
und die Hochspannung am PMT muss des-
halb angepasst werden. Auch eine Anderung
der Scangeschwindigkeit hat dieselbe Aus-
wirkung. Dazu kommt, dass in jedem Pixel
etwas Messzeit verloren geht, weil die Riick-
setzung des Ladungsverstérkers auch etwas
Zeit braucht. Bei hohen Scangeschwindig-
keiten mit hoher Auflésung werden die Pixel
sehr kurz, und der Reset-Verlust wird merk-
lich. Die direkte Digitalisierung schafft hier
Abhilfe.

2.2. Direkte Digitalisierung

Moderne Digitalisierungs-Schaltkreise sind
schnell genug, um das Signal am PMT direkt
in digitale Einheiten umzusetzen. Dazu wird
die Ladung am PMT (iber einen geeignet
dimensionierten Widerstand abgeleitet und
die dabei auftretende Spannung mit hoher
Taktrate in Grauwerte umgesetzt. Wahrend
der Aufnahme eines einzigen Bildelementes
werden diese Daten dann sofort gemittelt und
das Bild enthalt folglich Grauwerte, die wirk-
lich die Intensitat der Probe reprasentieren,
unabhéngig davon, wie lange die Aufnahme
eines Bildelementes dauert. Man braucht
daher die Hochspannung am PMT nicht
nachregulieren und kann insbesondere die
Helligkeiten direkt vergleichen. AuBerdem
gibt es keine Verluste durch Reset-Zeiten.

Die Histogramme sehen bei direkter Digitali-
sierung genauso aus, wie bei Verwendung
eines Ladungsverstarkers und haben prinzi-
piell auch denselben

Informationsgehalt. Das

Mittelungsverfahren

addiert im Grunde auch

die Messwerte, skaliert

sie aber sofort auf die

korrekte Zeitachse.

Auch der Scan-Zoom
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Abb. 9: oben: Werden in einem Bild nur wenige Graustufen benutzt, zeigt das
Histogramm nur Werte in einem schmalen Bereich. Wenn anschliefend diese
Graustufen so multipliziert werden, dass der dynamische Bereich von 8 bit
ausgeschopft wird (etwa, um das Bild auf dem Monitor fir das Auge gut
wahrnehmbar zu machen), bleibt die Anzahl der Graustufen erhalten und
dazwischenliegende Stufen bleiben leer. Das Histogramm bekommt ,Liicken*.
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andert hier nicht die Helligkeit des Bildes,
aufler bei wirklichen Helligkeitsdnderungen,
etwa durch unterschiedlich starkes Aus-
bleichen des Farbstoffes — das ist aber eine
wertvolle Information und kein Messartefakt —
das Bleichen I&sst sich hier sofort quantifi-
zieren.

Daneben hat dieses Verfahren noch den
Vorteil, dass es keine Totzeiten gibt, in der
ein Speicher geleert werden muss. Bei sehr
kurzen Pixelzeiten hat das ein besseres
Signal-Rausch-Verhaltnis zur Folge.

2.3. Photonenzéhlung

Nun haben wir sehr schone, klare und ein-
fache Histogramme, um die Intensitaten zu
beschreiben. Interessanterweise ist die Welt
aber gar nicht so glatt und kontinuierlich. Wie
Max Planck (1900) gegen seinen Wunsch
herausgefunden hat, kommt Licht nicht in
kontinuierlicher Intensitat vor. Deshalb mes-
sen wir mit unseren Detektoren auch keine
kontinuierliche Intensitaten, sondern einzelne
Ereignisse, das Eintreffen von Photonen. Das
scheinbare Kontinuum entsteht aus der
messtechnischen  Unscharfe: die Histo-
gramme bei analogen Messverfahren mit
einem PMT zeigen die Verschmelzung un-
scharfer Messungen. Ein Photon am PMT
erzeugt einen mehr oder weniger breiten
Puls, zunéchst ansteigend in seiner Intensitat
und dann wieder abfallend. Aus der Integra-
tion oder Mittelung vieler solcher unter-
schiedlich breiter und unterschiedlich hoher
Pulse entsteht dann ein scheinbar kontinuier-
liches Histogramm von Helligkeiten, in dem
beliebige Werte fiir die Intensitat vorkommen
konnen, deren Zahl zudem von der willkir-
lichen Entscheidung abhéngt, mit welcher
,Grautiefe” die Daten aufgezeichnet werden.
Die Wirklichkeit verhalt sich aber keineswegs
so. Die Helligkeit in einem Bildpunkt ist genau
besehen nicht durch eine rationale Zahl
darstellbar, sondern kann nur eine ganze
Zahl sein, und zwar genau die Zahl der Pho-
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Abb. 10: Dieselben Photonen-Ereignisse wie in Abb. 7. So, wie man das aus
der Hi-Fi-Technik kennt, werden hier die Signale am Ausgang des PMT mit
hoher Frequenz direkt digitalisiert (rote Sternchen). Die Digitalisierungs-
frequenz (Mess-Takt) wird dabei so hoch angesetzt, dass sie schneller ist, als
die elektronische Bandbreite des Messsystems (,oversampling®). Dadurch
wird sichergestellt, dass das Signal liickenlos erfasst wird.
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tonen, die wahrend der Messzeit in diesem
Pixel am Detektor eingetroffen sind.! Statt die
Ladung (z.B. die Flache unter der Pulskurve)
der einzelnen Pulse zu integrieren oder zu
mitteln, ware es also wlinschenswert, die an
der Anode eintreffenden Ladungspulse zu
zéhlen, ohne die Grofe der Pulse aus-
zuwerten. Damit hatte man einen groRen Teil
der Rauschproblematik geldst.

Solche Zahlwerke sind elektronisch mittler-
weile Standard. Man nutzt die Hohe oder
eine Flanke der Pulse, um einen Trigger
auszuldsen, der das Zahlwerk jeweils um 1
erhoht. Am Ende des Pixels wird das Zahl-
werk auf 0 gesetzt (das braucht hier ungefahr
keine Zeit), und der Zahler beginnt von
neuem. Man kann aus Abbildung 11 aber
auch sofort sehen, wo dieses Verfahren
seine Grenzen hat: die Pulse miissen natiir-
lich getrennt wahrgenommen werden. Kommt
wahrend eines Pulses noch ein zweiter hinzu,
wird nur ein Puls erkannt, und die schlieflich
gemessene Helligkeit ist zu gering. Ob die
Pulse getrennt werden, hangt vom Abstand
der Pulse und von der Pulsbreite ab. Breite
Pulse erlauben nur geringe Helligkeiten fiir
das Photonenzahlverfahren, da sonst die
Pulse zu schnell aufeinander folgen und sich
maglicherweise (iberlagern. Schmale Pulse
konnen auch bei groferen Intensitaten, d.h.
bei geringeren Pulsabstanden, noch gute
Zahlergebnisse liefern.

Ein typischer PMT liefert Pulse mit einer
separierbaren Breite von etwa 20 ns. Wirden
Photonen immer mit gleichen zeitlichen
Abstanden eintreffen, dann lieBen sich damit
Zahlraten bis 50 Millionen pro Sekunde
(50 Mcps) realisieren. Da die Photonen aber
stochastisch eintreffen, ist eine Uberlappung
viel wahrscheinlicher und die hdochste Z&hl-
rate verringert sich. Mit der hchsten Zahlrate
ist gemeint, dass die Abhangigkeit zwischen
der Anzahl der tatsachlich ausgeldsten
Photoelekironen und der gemessenen
Anzahl der Pulse oberhalb dieser Zahirate
nicht mehr linear ist. Das ist freilich eine
willkirliche Festlegung, die vom tolerierten
Fehler abhangt. Erlaubt man nur 1% Abwei-
chung, dann endet die Linearitdt bei
0,5 Mcps, bei 10% sind es noch 5 Mpcs. Ein
Prozent Genauigkeit ist in der taglichen
Praxis ohnehin nicht zu erreichen, 10 Prozent
schon Uber der Grenze, die man noch ertrag-
lich findet. So kann man die Grenze bei-
spielsweise bei 6% ansetzen und erreicht

dann eine brauchbare Messung bis zu Zahl-
raten von etwas iber 10 Mcps.

Wenn wir fiir einen Moment davon ausgehen,
dass die Helligkeit nicht schwankt (z.B. durch
Beleuchtung eines festen Punktes, ohne
Rasterbewegung), dann treffen die Photonen
im Mittel gleichmaRig, aber stochastisch am
Detektor ein. Die Zeitabstande zwischen zwei
Photonen lassen sich bei einem solchen
Poisson-Prozess durch eine Exponential-

=
ey

Publikationsdatum: 08.10.2015

verteilung beschreiben. Wir brauchen hier auf
die Details nicht einzugehen, wichtig ist nur,
dass sich ein solcher Prozess exakt mathe-
matisch beschreiben I&sst. Wir kénnen damit
in gewissem Umfange den Fehler ausrech-
nen, der durch die Uberlagerung von Pulsen
entsteht und die Abweichung von der Linea-
ritdt verursacht. Wenn der Fehler aber be-
kannt, ist, dann I&sst sich aus der gemesse-
nen Zahl der Pulse zurlickrechnen, wie grof3
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Abb. 11: Abzéhlen der durch einzelne Photonen erzeugten Ladungspulse wird ,Photonenzéhlen*
genannt. Das Verfahren ist wesentlich rauscharmer als die Ladungsverstéarkung, setzt aber voraus, dass
die Pulse gleichmaRig hoch sind und nicht miteinander verschmelzen.
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Abb. 12: Linearisierung der Zahlraten durch Korrektur der statistischen Wahrscheinlichkeiten. Man beachte

die logarithmische x-Achse. (Nach Hamamatsu 2007)

'Tatséchlich ist die Intensitat des Lichtes auch von der Farbe der Photonen abhangig, und die Pulshéhen werden auch hierdurch etwas variieren. Fir den
gesamten Bereich macht diese Energiedifferenz aber nur etwa 2 eV aus, verglichen mit etwa 80 V an der ersten Dynode ist das vernachlassigbar. Bei den

unten besprochenen Hybrid-Detektoren (HyD), ist diese Variation nochmals etwa 100-fach unbedeutender.

Dasselbe trifft auch fiir die Anfangsgeschwindigkeit der Photoelektronen zu, die ja in beliebiger Richtung aus der Kathode austreten kénnen, weshalb manche
schon in die gewlinschte Richtung fliegen, andere aber erst durch einen Richtungswechsel beschleunigt werden missen, der die kinetische Energie beim
Auftreffen auf die Dynode reduziert. Auch hier sind die Variationen nur im Bereich von £2 eV.

.7-



www.analytik-news.de

die Zahl der eingetroffenen Pulse tatsachlich
war. Das funktioniert etwa bis zum Fnf-
fachen der Pulsrate, bei der ohne Korrektur
der Fehler signifikant wurde. Man nennt diese
Korrektur darum eine Linearisierung und sie
ist ein wohlbekanntes und gut beschriebenes
Verfahren zur Erweiterung des Messbe-
reiches (Hamamatsu, 2007).

Bei dieser Linearisierung werden nun -
ebenso wie bei der Spreizung - statt der
urspriinglich gezahlten Pulse (den Photonen
entsprechend) — statt ganzer Zahlen auch
Briiche bei der Berechnung auftreten. Das
hat wiederum Auswirkungen auf die Histo-
gramm-Darstellung, bei der naturgemaf nur
ganze Zahlen, beispielsweise Grauwerte,
auftreten. Jedenfalls sind fir gewdhnlich die
Breiten dieser Energiekanéle immer konstant,
und man kann eventuell gebrochene Werte
immer in ganzzahlige umwandeln, etwa
indem man bei 0 beginnt und dann einfach
weiterzahlt. Durch die Linearisierung treten
daher in den Histogrammen Schwebungs-
effekte auf, sodass einzelne Energiewerte
deutlich Uber die Einhillende des Histo-
gramms hinausragen. Dies wird zun&chst
intuitiv als stérend empfunden, aber es spie-
gelt exakt den Sachverhalt der statistisch
korrigierten Photonenzahlen wieder.

3. Die Lawinen-Photodiode

Natirlich gibt es mittlerweile auch in der
Halbleitertechnik lichtempfindliche Bauteile,
die zur Messung von Intensitaten eingesetzt
werden konnen. Am ehesten mit einem
Photonenvervielfacher vergleichbar ist die
Lawinen-Photodiode (Avalanche Photodiode,
APD.

3.1. Photonen zu Ladungspaaren

Fur die Lichtmessung mit Halbleitern macht
man sich den inneren Photoeffekt zu nutze.
Hierbei wird in einem sehr schwach dotierten
Halbleitermaterial nach Absorption eines
Photons ein Ladungspaar erzeugt (freies
Elektron und diffusibles ,Loch®). Die absor-
bierende Schicht ist zwischen einer p- und
einer n- dotierten Schicht eingebettet, und
wirkt daher wie eine Vergroferung der
Raumladungszone, die an einer direkten pn-
Grenze entstinde. Die Schicht wird als ,i*-
Schicht gekennzeichnet, weil sie nur Eigen-
leitung zeigt (intrinsic conductivity). Der
Schichtfolge wegen, bezeichnet man solche
Halbleitersysteme als pin-Dioden. Liegt an
den Elektroden einer solchen Photodiode
eine Spannung in Sperr-Richtung an, wird ein
Strom flieRen, der (ber einen grofen Bereich
proportional zur Intensitdt des einfallenden
Lichtes ist. Allerdings ist fiir schwache Sig-
nale eine solche Diode nicht empfindlich
genug und zeigt zu hohe Rauschanteile.
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Abb. 13: Die Lawinen-Photodiode enthélt zwi-
schen den &ufleren p- und n-dotierten Schichten
noch eine intrinsische (i-) Schicht. Hier werden die
Photonen absorbiert und verursachen die Entste-
hung eines Ladungspaares. Der Einfachheit
halber ist nur eine Ladung dargestellt. Ein ange-
legtes Feld bewegt diese Ladung zur Multiplika-
tionszone (rechter pn Ubergang). Hier werden
sehr viele neue Ladungspaare erzeugt, die einen
messbaren Puls am Ausgang erméglichen.

3.2. Der Lawineneffekt

Um auch schwache Signale messen zu
konnen, wird die pin-Anordnung durch eine
weitere Schicht erganzt: zwischen die i- und
n-Schicht wird nochmals eine hoch dotierte p-
Schicht eingesetzt. Die hier sich ausbilden-
den sehr hohen Feldstarken haben zur Folge,
dass die Ladungen stark beschleunigt wer-
den, und ihre Energie bei StéBen mit den
Gitterelementen abgeben, wobei weitere
Ladungen erzeugt werden (daher der Ver-
gleich mit dem PMT). Auch diese Ladungen
werden beschleunigt, wodurch der Prozess
lawinenartig anschwillt und zu einem Puls im
Messkreis fihrt. Bei mafigen Spannungen
bricht die Lawine von alleine wider ab, und es
lassen sich Verstarkungen bis zu etwa 102
fach erreichen. Bei sehr hohen Sperrspan-
nungen wird die Verstarkung extrem (bis zu
108-fach), aber der Strom muss aktiv unter-
brochen werden, um das Bauteil nicht zu
zerstoren. Dieser letztere Fall wird als
,Geiger-Modus" bezeichnet, da er geeignet
ist, einzelne Photonen ohne zusatzliche
Verstarkung nachzuweisen. Der Nachteil im
Geiger-Modus ist die lange Totzeit nach
einem gemessenen Ereignis, daher ist dieser
Modus zur Aufzeichnung von Bildern in der
Regel ungeeignet.

3.3. Unterschiede zum PMT

Im Gegensatz zu Photoelektronenverviel-
facherrohren haben Lawinen-Photodioden
nur einen geringen dynamischen Bereich,
man muss daher stets daflir sorgen, dass die
Intensitat des zu messenden Lichtes nicht zu
groft wird. Die Verstérkung im nicht-Geiger
Modus liegt bei 100x bis 1000x, je nach
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angelegter Spannung. Dafiir zeigen solche
Sensoren einen sehr geringen Dunkelstrom,
sind also gut fiir schwache Signale geeignet,
die bei zu hohem Dunkelstrom im Hinter-
grundrauschen untergehen wirden. Die
spektrale Empfindlichkeit Uberstreicht einen
groBen Bereich von 300 nm bis (ber
1000 nm, weshalb insbesondere fiir rote
Fluoreszenzemissionen APDs auch zur
Aufzeichnung von Bildern benutzt werden.
Obwohl die Empfindlichkeit im Roten Bereich
sehr hoch ist, ist das thermische Rauschen
dennoch vergleichsweise klein. Dieses Rau-
schen hangt von der Sensorflache ab, die bei
APDs 0,1 mm2 nicht (bersteigt, wahrend
PMTs Sensorflachen bis zu 10 mm2 auf-
weisen.

Die Pulse bei APDs sind sehr schmal, was
fir Photonenzahlung ja eine wichtige Eigen-
schaft ist. Allerdings lasst sich dies nur im
nicht-Geiger Modus nutzen, da andernfalls
der Vorteil durch die sehr langen Totzeiten
(einige 10 ns) wieder zunichte gemacht wird.

4. Der Hybrid-Detektor

Es ware doch schdon, wenn man die hohe
Dynamik eines PMT mit der Geschwindigkeit
und Rauscharmut einer APD verbinden
konnte. Eben dies wurde mit einer chiméaren
Technologie aus Vakuum-Réhre und Halb-
leiter-Baustein realisiert. Das Ergebnis ist ein
Hybrid-Detektor (HyD; auch HPD: Hybrid
Photo Detector oder HPMT: Hybrid Photo
Multiplier Tube).

In diesem Baustein werden tatsachlich die
beiden Technologien so miteinander kombi-
niert, dass im Ergebnis ein Sensor zur Verfi-
gung steht, der die positiven Eigenschaften
von PMT und APD miteinander verbindet.

4.1. Aufbau

Der ,Eingang“ eines HyD ist identisch mit
dem eines PMT: eine Photokathode in einer
evakuierten Réhre kann durch Absorption ein
Photoelekiron freisetzen. In der Regel wer-
den GaAsP-Kathoden eingesetzt, die auch
bei PMTs fir die biomedizinische Fluores-
zenzanwendung am geeignetsten ist. Im
Gegensatz zum PMT wird dieses Photo-
elektron aber nicht stufenweise, sondern in
einem einzigen Schritt sehr stark beschleu-
nigt. Dabei wird eine Potentialdifferenz von
tiber 8000 Volt durchschritten.

Man kann schon hier erkennen, dass die
Unterschiede in der relativen Pulshéhe viel
geringer sind, als bei einem PMT, bei dem
die Beschleunigungsspannung zur ersten
Dynode etwa 100 Volt betragt. Wie im ersten
Kapitel beschrieben, werden an der ersten
Dynode zwischen 2 und 4 Elektronen frei-
gesetzt, wobei eine Streuung von 1 bis 2
Elektronen zu erwarten ist. Deshalb schwan-

.8-
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ken die Pulshdhen dort Ublicherweise um
einen Faktor 3 bis 5. Im Gegensatz dazu
werden in einem Hybrid-Detektor die Photo-
elektronen um 8 kV beschleunigt. Man erhélt
aus der kinetischen Energie etwa 1500
Sekundarelektronen. Die  Schwankungen
liegen demnach bei 40 Elektronen (V1500).
Das ist absolut zwar mehr als 2 bis 4 Elek-
tronen, aber relativ zu 1500 sind es nur 3%.
Die am Ausgang entstehenden Pulse sind
also sehr homogen und spiegeln viel genauer
die Energieverhdltnisse der Beleuchtung
wieder.

pI'l

N e l
—— >

| —1

8kv 100V

Abb. 14: Aufbau eines Hybrid-Detektors (HyD).
Wie bei einer Photoelektronenvervielfacherrdhre
wird an einer Photokathode ein Photon (hv)
absorbiert und ein freies Elektron (e-) erzeugt.
Dieses wird im Vakuum bei einer sehr hohen
Spannung (ca 8 kV) beschleunigt. Die Energie
wird im Halbleitermaterial in Ladungspaare
umgesetzt und in der Multiplikationsschicht (pn)
nochmals verstarkt.

Das hoch beschleunigte Photoelektron trifft
nun nicht auf eine Dynode (die mit solchen
Energien nicht zurechtkdme), sondern auf
einen Halbleiter. Hier wird die Energie in sehr
viele Ladungspaare umgesetzt (wie oben
erwéhnt, ca. 1500). Durch eine angelegte
Spannung bewegt sich diese Ladung in
Richtung einer Multiplikationsschicht, wie sie
fur die APD beschrieben wurde (Lawinen-
effekt). Hier wird das Signal nochmals etwa
100-fach verstérkt und so zu einem mess-
baren Puls.

Pixel
Start

Abb. 15: Derselbe Ereignisverlauf wie in Abb. 11, aber mit einem Sensor von
deutlich héherer Bandbreite und gleichméaRiger Pulshdhe, wie sie ein Hybrid-

4.2, Datenaufzeichnung mit einem HyD

Durch die einstufige Beschleunigung und der
anschlieBend direkten Verstarkung gibt es
viel weniger Streuung bei den Trajektorien
der Ladungen, was zur Folge hat, dass die
Pulse viel scharfer sind, als bei einem PMT:
die Pulsbreite fallt etwa 20x geringer aus und
unterschreitet 1 ns (aktuell, d.h. September
2015, bei 0,5 ns).

Hinzu kommt, dass durch den Wegfall der
Dynoden und einer viel kleineren Photo-
kathode auch deutlich weniger Dunkel-
ereignisse  eintreten. Das  Hintergrund-
rauschen ist daher im Vergleich zu einer
Photoelektronenvervielfacherrohre  ebenfalls
deutlich geringer. Das fihrt nicht nur zu
einem besseren Kontrast bei der Bildauf-
nahme selbst, sondern erlaubt auch, Bilder in
groRerer Zahl zu mitteln oder zu akkumu-
lieren. Da der Hintergrund fast véllig schwarz
ist, bleibt er auch dann noch schwarz, wenn
viele Bilder in einem zusammengefasst wer-
den, womit man bei hohem Kontrast das
Signalrauschen deutlich verringern kann.

Der Hybrid-Detektor hat also sehr viele Vor-
teile. Durch die homogenen und schmalen
Pulse kann man mit einem HyD auch bei
Lichtstrdmen Photonen zahlen, bei denen ein
PMT schon langst Uberséttigt ist. Deshalb ist
es sinnvoll, Hybrid-Detektoren im Photonen-
zahlmodus auch fiir ,gewohnliche” Bildauf-
zeichnung zu verwenden. Wie in Kapitel 2.3.
erlautert, hat das Photonenzahlen ja viele
Vorteile gegeniiber den analogen Nachweis-
verfahren.

Bei der Auswertung bekommt man konse-
quenter Weise keine durch Rauschen ,ver-
schmierten® und quasi-kontinuierlichen Histo-
gramme, sondern erwartungsgemal gut
getrennte Haufigkeiten von wenigen Photo-
nen. Abbildung 9 zeigt tatsachlich so ein
Histogramm. Oben sieht man die Poisson-
Verteilung fir einen Mittelwert von 10 Photo-
nen pro Pixel, unten
dieselbe Information auf
256 Grauwerte (fir die
Darstellung auf einem
Monitor) aufgespreizt.
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Das Leica TCS SP8 System bietet mit
Hybrid-Detektoren  drei  unterschiedliche
Datenaufnahmeverfahren zur freien Auswahl.
Zum einen kann man die Rohdaten der Phot-
onenzahlung als Bildinformation verwenden
(Modus: ,Photon Counting®). Da hier auf
Linearisierungsverfahren verzichtet wird, ist
die Hochstzahlrate kleiner als fiir den Fall der
linearisierten Daten, aber immer noch deut-
lich héher als fir herkdmmliche Photomulti-
plier. Man erreicht etwa 60 Mcps (vgl. Kapitel
2.3: Photonenzahlung zur Erlauterung).

Werden die gezahlten Ereignisse durch die
oben beschriebene mathematische Lineari-
sierung korrigiert, wird die Hochstzéhlrate um
einen Faktor 5 verbessert und man kann
Helligkeiten bis zu 300 Mcps aufzeichnen. Da
hier die Photonen in Werte umgerechnet
werden, die nicht mehr notwendig ganze
Zahlen darstellen, ist es sinnvoll, auch gleich
eine Skalierung vorzunehmen, sodass die
Helligkeiten vergleichbar mit herkdmmlichen
Sensoren werden, und fir eine ausgewogene
Darstellung auf einem Monitor taugen. Die-
ses Verfahren wird als ,Standard® gefiihrt.
Man beachte, dass die Histogramme durch
Spreizung und Rundungseffekte ,seltsam*
aussehen konnen. Die gemessenen Zahlen
bei der Auswertung von Helligkeiten in
Bildern sind dennoch korrekt.

Fir eine bessere Wahrnehmbarkeit des
gesamten  ausgeschopften  dynamischen
Bereiches kann man die Werte auch so
verandern, dass helle Bildpunkte weniger,
dunkle Bildpunkte aber starker betont wer-
den. Das entspricht im Ergebnis den Verfah-
ren, die mit HDR erreicht werden. Dieser
Modus ist mit ,Bright R* bezeichnet. Er dient
dazu, Proben mit stark unterschiedlicher
Helligkeit so darzustellen, dass die hellen
Bildbereiche nicht uberstrahlen, die dunklen
aber immer sichtbar bleiben. Ein Beispiel
dafiir waren Neuronen mit sehr viel Farbstoff
im Zellsoma und sehr diinnen Dendriten.

Tabelle 01:
pixel Modus Skalierung | Linearisierung | Erhéhte Dynamik
S
P Photon counting | nein nein nein
Standard ja ja nein
Bright R ja nein ja

Detektor im Vergleich zum normalen PMT bietet. Durch die signifikant
bessere Pulsauflésung kdnnen dichtere Pulse aufgeldst werden (d.h. auch
hohere Lichtintensitdten kdnnen noch im Zahlverfahren aufgenommen
werden). Aulerdem werden kleine Pulse nicht Uibersehen.
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