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HyVolution — Superauflosung mit einem konfokalen Mikroskop

Rolf T. Borlinghaus, Constantin Kappel
Leica Microsystems Mannheim

Mit der Erfindung des Mikroskopes stellte
sich auch die Frage, ob es mdglich sei, in
einem mikroskopischen Bild mehr Details zu
sehen, anstatt die Objekte einfach nur zu
vergroRern. Ernst Abbe war der erste, der
dieser Frage auf den Grund ging und her-
ausfand, dass es tatsachlich eine Grenze fiir
die Feinheit der Details gibt, die in gewdhn-
lichen Lichtmikroskopen sichtbar werden
kénnenl'l,

Ernst Abbe setzte den Standard

Diese “Abbe-Grenze” héngt von der Wellen-
lange des Lichtes (also seiner Farbe) und der
numerischen Apertur NA des verwendeten
Objektives ab:
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Ernst Abbe im Original: ,.... so folgt, dass, wie
auch das Mikroskop in Bezug auf die forder-
liche VergréBerung noch weiter vervoll-
kommnet werden mdéchte, die Unterschei-
dungsgrenze fiir centrale Beleuchtung doch
niemals (iber den Betrag der ganzen, und fiir
dusserste schiefe Beleuchtung niemals (iber
den der halben Wellenlénge des blauen
Lichts um ein Nennenswerthes hinausgehen
wird“. Diese ,ausserste schiefe Beleuchtung*
wird mit dem Einsatz eines Kondensors
erreicht, der wenigstens dieselbe numerische
Apertur hat, wie das Objektivid. Dabei darf
man nicht vergessen: um 1850 n.Chr. war ein
Mikroskop zumeist ein Gerét fiir Durchlicht-
anwendung im Bereich des sichtbaren
Lichtes; die Fluoreszenzmikroskopie wurde
erst 50 Jahre spater entwickelt.

Freilich 1oste so ein Statement einen Wett-
streit darliber aus, ob es nicht doch mdglich
ware, besser als diese Grenze auflosen zu
kénnen. Ultraviolett-Beleuchtung und neue
Immersionssysteme fiir hohere Aperturen
wurden entwickelt, wobei damit aber nur die
Parameter A und NA verandert werden - es
wird die Abbe-Grenze also verschoben, aber
nicht (iberschritten. Als Extremfall konnte
man hier das Elektronenmikroskop anflihren,
bei dem die de-Broglie-Wellenldnge von der

Abb 1. Optischer Schnitt durch die Oberflachen-

strukturen eines Pantoffeltierchens. Die
griinen Objekte sind Basalkdrperchen der
Zilien, mit denen sich diese Lebewesen
im Wasser fortbewegen. Da die Ober-
flache nicht glatt ist, sind nicht alle diese
Korperchen im Scharfebereich. Die ring-
formigen Strukturen haben einen Durch-
messer von etwa 200 nm. Sie werden mit
einem gewdhnlichen Mikroskop nicht
aufgelést, wie an den geschlossenen
Kreisen des konfokalen Bildes im Hinter-
grund zu sehen ist.
Wendet man HyVolution auf diese
Objekte an, kann man die Ringe hervor-
ragend auflésen, sichtbar im eingesetzten
Bild. Das Praparat wurde freundlicher-
weise von Anne Aubusson-Fleury, CNRS
Gif-sur-Yvette in Frankreich zur Verfi-
gung gestellt.

Beschleunigungsspannung abhangt. Das
ermdglicht in der Praxis Auflésungen kleiner
als 0,1 nm.

Um die Abbe-Grenze wirklich zu dberschrei-
ten, kann man zwei unterschiedliche Anséatze
verfolgen. Ein Weg ist, optische Geréte und
Methoden zu entwickeln, die inharent eine
héhere Auflésung ermdglichen, der andere
Weg fihrt Uber die Anwendung mathema-
tischer Modelle auf die gemessenen Daten
zum Ziel. Dabei wird versucht, die in den

Rohbildern  noch  versteckte Information
herauszukristallisieren. Jedes System, das in
der Lage ist, besser als die Abbe-Grenze
aufzuldsen, wird ,super-auflosend” genanntil.,
Dabei muss klar sein, dass Abbe damit nicht
widerlegt wird: seine Uberlegungen und seine
Schliisse Uber die Sichtbarkeit von linien-
formigen Objekten in klassischen Mikro-
skopen sind nach wie vor giiltig. Dasselbe gilt
auch fir die Analyse iber die Trennbarkeit
von punktférmigen Emittern durch verschie-
dene AutoreniliSlie], die zu einer Serie von
Auflésungsgrenzen fihrte, die alle nahe bei
der Abbe-Grenze liegen. Eine ausfiihrliche
Erlduterung findet sich in [2].

Optische Super-Auflosung

Ein optisches Gerat, das besser als die
Abbe-Grenze auflosen kann, ist das kon-
fokale Mikroskopl™. Ublicherweise wird die
konfokale Mikroskopie als Gold-Standard fir
die Aufnahme optischer Schnitte betrachtet.

Das ist auch richtig, und wie es scheint, wird
dieses Verfahren auch seine Rolle als unver-
zichtbares  Arbeitspferd flir Fluoreszenz-
mikroskopie in der modernen Forschung in
Biologie und Medizin beibehalten. Daneben
bietet es auch eine ganze Serie verschie-
dener Anwendungen in der Materialwissen-
schaft, in der Halbleiterforschung, in der
Qualitatssicherung und in weiteren Gebieten.

Neben der Fahigkeit damit optische Schnitte
zu erzeugen — hier wird der Kontrast in der
Tiefe ausgenutzt —, kann ein konfokales
Mikroskop auch eine hdhere laterale Auf-
l6sung bieten. Ebenso, wie die Dicke des
optischen Schnittes, hangt auch die laterale
Auflésung hier vom Durchmesser der Loch-
blende (Pinhole) im Detektionspfad abl®l. Das
konfokale Mikroskop erzeugt im Zwischenbild
ein Beugungsmuster des leuchtenden Punk-
tes im Praparat. Dieses Muster zeichnet sich
durch einen hellen zentralen Kreis (,Airy-
Scheibchen®) aus, der von hellen und dunk-
len Ringen umgeben ist. Normalerweise soll
die Lochblende gerade so groR wie dieses
Airy-Scheibchen sein (1 Airy-Unit, AU).
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Fur diesen Fall, und alle gréReren Durch-
messer ist die laterale Auflésung mehr oder
weniger konstant und entspricht der lateralen
Auflosung eines gewohnlichen Mikroskopes,
eben der Abbe-Grenze. Das ist die gestri-
chelte Kurve in Abbildung 2. Der Lochblen-
dendurchmesser 1 AU wird durch die graue
senkrechte Linie angegeben.

Wird die Lochblende kleiner als 1 AU, dann
wird die laterale Auflésung besser, bis sie bei
einem Durchmesser von 0 einen beugungs-
begrenzten Wert einnimmt, der etwa 30%
kleiner ist als die Abbe-Grenze. Natirlich
bleibt dieser Wert theoretisch, da nun gar
kein Licht mehr auf den Detektor fallt.

Bei einem Durchmesser von beispielsweise
0,6 AU, im Bild gekennzeichnet durch die
rote senkrechte Linie, wird diese Verbesse-
rung schon um mehr als die Hélfte aus-
genutzt, wobei der Lichtverlust im Vergleich
zu 1 AU nur etwa 10% betragt. Die Helligkeit
ist im Bild durch die grine Kurve wieder-
gegeben. Hier wurde der gesamte Lichtfluss
durch die Lochblende aufintegriert, der aus
einem punktformigen Objekt stammt. Diese
Kurve enthélt also keine Betrdge von Objek-
ten oberhalb oder unterhalb der Fokusebene,
deshalb strebt sie einem festen Grenzwert
zu, der hier zu 1 skaliert wurde. Man erkennt
aus der Kurve auch, dass die Helligkeit um
1 AU herum recht konstant ist. Das liegt
daran, dass das Beugungsmuster hier einen
dunklen Ring, also eine Nullstelle, aufweist
und deshalb die Intensitdt nicht zu- oder
abnehmen kann. Bei diesem Blendendurch-
messer werden aber ohnehin schon fast 90%
des gesamten Lichtes aufgesammelt, und
eine weitere Offnung wirkt sich nur marginal
auf die Helligkeit aus. Fiir eine Offnung auf
beispielsweise 1,25 AU, angezeigt durch die
blaue senkrechte Linie, erhdht sich die Hellig-
keit um weniger als 2%. Wenn das Bild gro-
Rerer Blenden deutlich heller wird, liegt das
daran, dass man nun unscharfe Bildbeitrage
mit aufnimmt. Das ist nun aber genau das,
was man durch die vergleichsweise hohe
Investition in ein konfokales Mikroskop ver-
meiden wollte — deshalb sollte die Blende
nicht iber 1 AU gedffnet werden.

Wie oben angemerkt, wird in der konfokalen
Mikroskopie ein Durchmesser der Loch-
blende von 1 AU empfohlen. Weniger effi-
zient arbeitende Gerate mogen es erforder-
lich machen, die Blende etwas weiter zu
offnen, damit man (iberhaupt ein brauchbares
Bild aufnehmen kann. Fir einen guten
Betrieb des Gerédtes muss ein konfokales
Mikroskop eine hohe Transmission auf-
weisen. Das wird in der Leica SP-Serie durch
die Verwendung eines spektrometrischen
Detektors erreicht. Statt optischer Filter
kommt hier ein (ber den ganzen Wellen-
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Abb.2:  Optisches Verhalten eines konfokalen Mikroskopes in Abhéngigkeit vom Durchmesser der
Lochblende.
Griin: Lichtmenge aus der Fokusebene.
Schwarz (gestrichelt): Auflésung in xy.
Schwarz (durchgezogen): Schichtdicke.
Die Intensitat ist auf den maximalen Fluss normiert, die Halbwertsbreiten in optischen Einheiten.
Die absoluten Werte sind fiir die Betrachtung hier nicht relevant. Einzelheiten im Text.
Halbwertsbreiten nach [8].
langenbereich  gleichmalig  hochtrans- Wenn wir etwas sehen, endet die Objektivitat
parentes und polarisationsunabhéngiges hinter der Augenlinse. Die Retina, Teil des

Glasprisma zum Einsatz. Ein Spektrometer-
spalt hat tatséchlich 100% Transmission, da
er ja nur aus ,Randern* besteht und kein
Glas enthélt. Fur simultane Aufnahme von
mehreren Kanélen dienen Spiegelschichten,
deren Reflexionsgiite bei 98% oder besser
liegt. Auch der Hauptstrahlteiler kann in der
Leica SP-Serie durch ein akustooptisches
Element ersetzt werden, den akustooptischen
Strahlteiler (AOBS)®l. Die fir die Anregung
ausgesparten Béndchen sind hier sehr
schmal (2-4 nm) und kdénnen sehr schnell
beliebig umgeschaltet werden. Die wertvollen
Photonen aus der Fluoreszenzemission
gehen deshalb nicht am Strahlteiler verloren.
Dazu kommt die Verwendung von moderns-
ten Hybrid-Detektoren (HyD)!"0, das sind
Sensoren, die beziiglich der Kombination aus
Photonenausbeute, Rauscharmut  und
Geschwindigkeit allen klassischen Photo-
elektronenvervielfachern (berlegen sind und
das Photonenzéhlverfahren auch bei ge-
wohnlich hellen Proben méglich machen. Das
sorgt flir brillante Bilder — auch bei Loch-
blendendurchmessern unterhalb 1 AU:

Rechnerischen Superauflésung

,oehen  heilt glauben® (Seeing s
believing!'"l) scheint ein selbstverstandlicher
Imperativ fir wissenschaftliche Experimente
zu sein. Allerdings ist das Gegenteil der Fall!

komplexen und unberechenbaren Computers
namens ,Gehirn“, macht schon raumliche
und zeitliche Verrechnungen des eintreffen-
den Lichtsignals, bevor ein Impuls in den
Sehnerv abgeschickt wird. Das ,Bild“, das in
unserem Bewusstsein entsteht ist demnach
etwas, das wir allenfalls glauben kénnen.
Wenn wir etwas wirklich wissen wollen, mus-
sen wir Messungen anstellen. Deshalb sind
alte Stiche in antiken Mikroskopieblchern
zwar sehr schon und kunstvoll, aber der
dargestellte Inhalt ist durch die Wahrneh-
mung des Mikroskopikers — und durch die
Fertigkeit des Kinstlers — stark entstellt.
Realistischere Bilder konnte man nach der
Erfindung der Fotographie erzeugen. Aber
auch in der ,nassen Fototechnik® wurden
Verfahren ausgekligelt, die es erlauben,
bestimmte Details besser zu sehen und
andere zu verdecken. Mit elektronischen
Aufnahmerdhren und der diese ersetzenden
Chip-Technologie, lassen sich erstmalig
aufgenommene Bilder direkt manipulieren.
Das sollte man wissen, wenn man seine
digitale Kamera verwendet: so gut wie kein
Gerét liefert heute noch Rohdaten - die
,Retina“ hat auch hier schon Einzug gehal-
ten. Solche Bildmanipulationen bieten nam-
lich auch neue Lésungen. Die elektronischen
Verfahren erlauben Objekte sichtbar zu
machen, die vorher unsichtbar waren. Dabei
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wird dennoch nicht die Auflésung verbessert,
sondern der Kontrast kinstlich gesteigert.
Wenn Objekte sehr klein sind, erzeugen sie
in einem Durchlichtmikroskop nur eine win-
zige Storung in einem ansonsten sehr hellen
Hintergrund. Durch Erhdhen der Verstarkung
und gleichzeitigem Verschieben der Nulllinie
konnen diese Stérungen sichtbar gemacht
werden. Was man dann sieht ist ein
Beugungsmuster, dessen Form und GroRe
durch die Gesetze der Beugung bestimmt
sind.

Heift das nun, dass es ganzlich aussichtslos
ist, die Aufldsung in bereits aufgezeichneten
Bilddaten zu verbessern? Einfache Kontrast-
und Helligkeitsdnderungen, oder etwa Mittel-
verfahren und Schonung kdnnen das nicht
leisten. Aber es gibt ausgeklligelte Opera-
tionen, die genau dieses leisten. Die Idee
hinter den ,Bild-Rekonstruktionsverfahren’l'2
ist klar und im Prinzip einfach. Das Licht, das
vom Objekt ausgeht, erfahrt durch die opti-
schen Elemente des Mikroskopes eine kom-
plexe ,Faltung® (engl. convolution). Diese
Faltung kann man durch eine mathematische
Operation beschreiben. Wenn wir also die
dazugehérige inverse Operation auf die
Bilddaten anwenden, kénnen wir hoffen, dass
das Ergebnis naher an der urspriinglichen
Helligkeitsverteilung im Objektraum liegt.
Solche Verfahren der ,Deconvolution” bieten
eine Erhdhung der Aufldsung sowohl lateral
als auch axial um etwa ein zweifachesl'sl.
Dabei wird durch solche Entfaltung nicht nur
die Auflésung verbessert, sondern auch das
Rauschen vermindert, das Signal-Rausch-
Verhéltnis (SNR) also erhdht.  Solche
Rechenoperationen brauchen freilich etwas
Zeit, aber man kann heute durch den Einsatz
von vielen parallel arbeitenden Hoch-
geschwindigkeitsprozessoren diese Zeit auf
einen Wimpernschlag reduzieren. Dazu wird
entsprechende Software zur mathematischen
Berechnung groRer Datenmengen einge-
setzt, etwa CUDA (Compute Unified Device
Architecture).

Das Zusammenspiel

Beliebig hohe Super-Auflésung ist nur mog-
lich, wenn Molekiile eingesetzt werden, die
nichtlineares Verhalten zeigen. Beispiels-
weise solche, die zwischen zwei Zustanden
umschalten kénnen - im einfachsten Fall
,Ldunkel* und ,helll"4. Solche unbegrenzt
superaufldsende  Verfahren sind STED
(Stimulated Emission Depletion) und die
Lokalisierungsmikroskopiel'sl.

Wahrend STED eine Methode ist, die priméar
keiner rechnerischen Verfahren bedarf, sind
die Lokalisierungsmethoden in hohem MaRe
rechnerische Verfahren. Das Ergebnis bei
letzteren ist auch keine Intensitétsverteilung

Abb. 3: Perfekt  aufgeloste ~ DNA-Origamis
(Gattaquant DNA Technologies) mit Leica
TCS SP8 HyVolution. Sogenannte “Nano-
rulers” mit einem Abstand der Emitter von
140 nm. Im Hintergrund gewdhnliche
konfokale Aufnahme, im vergroBerten
Kastchen zwei solcher Origamis bei Ein-
satz von HyVolution.

mehr, wie man das von einem gewdhnlichen
Bild erwartet, sondern eine raumliche
Koordinatenkarte einzelner Emitter.

Techniken, die begrenzte Superauflésung
bieten, beispielsweise strukturierte Beleuch-
tung oder optische Pixel-Neuordnung (image
scanning), verwenden Serien von Bildern, die
durch Berechnungen ein verbessertes Bild
ergeben. Eine Kombination von optischen
und rechnerischen Methoden ist also nicht
die Ausnahme, sondern eher der Regelfall.

Leica HyVolution verbindet diese Optionen in
einem hocheffizienten konfokalen Mikroskop
(Leica TCS SP) und einer professionellen
und bewahrten Dekonvolutions-Software SVI
Huygens. Auflésungsverbesserung  durch
reduzierte Pinhole-Durchmesser mit anschlie-
Render Entfaltung wurde fiir streuende
Objektel'd! und fir fluoreszierende Objektel'7]
beschrieben. Die HyVolution Losung inte-
griert nicht nur die verbesserte Auflésung
durch sub-Airy konfokale Mikroskopie und
rechnerische  Entfaltung, sondern bietet
zudem schnelle Berechnung durch CUDA
programmierte grafische CPU-Arrays und
eine bequeme und schnelle Ubertragung der
Daten in die verschiedenen Module. Das
Leica TCS SP8 liefert durch die hohen
Transmissionen  und  hochempfindlichen
Sensoren dabei sehr rauscharme Bilder, so
dass die Entfaltung mit groRem Gewinn und
sogar fur simultan aufgenommene Mehr-
kanal-Bilder einfach und schnell mdglich ist.
Abbildung 1 zeigt hervorragend aufgeldste
Basalkdrperchen der Zilien von Pantoffel-
tierchen, die etwa 200 nm Durchmesser
haben. In Abbildung 3 ist eine gute Trennung
von Emittern in 140 nm auf einem DNA-
Origami nachgewiesen.
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