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KonfokaleKonfokale LaserLaser--Scanning MikroskopieScanning Mikroskopie
3D3D--Darstellung Darstellung dicker dicker Proben Proben mit mit SubmikrometerSubmikrometer--AuflAuflöösungsung
in in Reflektion Reflektion und und FluoreszenzFluoreszenz

PrinzipPrinzip::
LaserLaser--MikrostrahlMikrostrahl

Strahl wird beugungsbegrenzt fokussiert Strahl wird beugungsbegrenzt fokussiert ((ObjektivObjektiv))
Spotdurchmesser Spotdurchmesser 200 200 nm nm –– 500 500 nmnm

ScanningScanning--EinheitEinheit
Stage Stage scan scan –– Beam Beam scanscan
HHööchstgeschwindigkeitchstgeschwindigkeit: 3 : 3 BilderBilder/s/s
zz--Verstellung Verstellung in 40 in 40 nmnm--Schritten mSchritten mööglichglich

Konfokale DetektionKonfokale Detektion
Pinhole (Pinhole (LochblendeLochblende))
outout--ofof--focus focus Signale werden nicht detektiertSignale werden nicht detektiert



Konfokales Konfokales Scanning Scanning MikroskopMikroskop

Marvin Marvin Minsky Minsky (MIT)(MIT)
Studium Studium in Harvard und Princetonin Harvard und Princeton
((MathematikMathematik, , NeurophysiologieNeurophysiologie, , EmbryologieEmbryologie, , NeuroanatomieNeuroanatomie,,PyschologiePyschologie, , MechanikMechanik))

PostPost--Doc in Harvard:Doc in Harvard:
Studium Studium der der Hirnfunktion Hirnfunktion ((im Lymanim Lyman--PhysiklaborPhysiklabor))

ProblemProblem Keine optische Keine optische 3D3D--Darstellung von gefDarstellung von gefäärbtenrbten
Neuronen mNeuronen mööglich infolge Mehrfachglich infolge Mehrfach--StreuungStreuung

LLöösungsung Konfokale Abbildung Konfokale Abbildung ((AbrasternAbrastern der Probe)der Probe)
LichtquelleLichtquelle: : BogenlampeBogenlampe, , ObjektscanningObjektscanning: : RoboterarmRoboterarm
Brief Brief vom vom 18.11.1955 mit 18.11.1955 mit ApparaturApparatur--BeschreibungBeschreibung
an an seinen Schwager seinen Schwager ((PatentanwaltPatentanwalt))

Patentanmeldung  Patentanmeldung  7.11.1957, 7.11.1957, Erteilung Erteilung 19.12.196119.12.1961







Konfokales Konfokales Laser Scanning Laser Scanning Mikroskop Mikroskop (CLSM, LSCM)(CLSM, LSCM)

1. Laser (1. Laser (PunktquellePunktquelle))
Gaslaser Gaslaser (He(He--NeNe, , ArAr+, +, ArAr+/Kr+)+/Kr+)
FestkFestköörperlaser rperlaser ((NdNd:YAG):YAG)

2. x,y2. x,y--ScanningScanning--EinheitEinheit
BeamBeam--ScanningScanning

kHzkHz--GalvanospiegelGalvanospiegel, , RotationsspiegelRotationsspiegel
PiezoablenkerPiezoablenker, AO, AO--AblenkerAblenker

ObjektObjekt--ScanningScanning
Tischverstellung Tischverstellung ((SchrittmotorSchrittmotor))

3. Pinhole (3. Pinhole (BlendeBlende))
kreisfkreisföörmigrmig, , rechteckigrechteckig
> 50 > 50 µµm, m, variabelvariabel, , vor Detektorvor Detektor



LaserLaser--ScanningScanning--MikroskopMikroskop

GrundgerGrundgeräätt: : Aufrechtes oder umgekehrtes ForschungsmikroskopAufrechtes oder umgekehrtes Forschungsmikroskop
VerfahrenVerfahren::

-- konventionell konventionell (mit (mit OkularbeobachtungOkularbeobachtung))
TransmissionTransmission
ReflektionReflektion
FluoreszenzFluoreszenz
üübliche Kontrastverfahrenbliche Kontrastverfahren: : PhakoPhako, DIC, DIC

-- LSMLSM--ModusModus
TransmissionTransmission
ReflektionReflektion//FluoreszenzFluoreszenz
confocal confocal (mit pinhole)(mit pinhole)



Kosten Kosten ffüür ein r ein solchessolches
System:System:

ca. 150000 ca. 150000 ��











3D3D-- MikroskopieMikroskopie
mechanical sectioningmechanical sectioning

ZerschneidenZerschneiden der Probe in der Probe in DDüünnschnittennschnitte
UltradUltradüünnschnittnnschnitt:              25 :              25 nm nm < d < 100 < d < 100 nmnm
SemiSemi--DDüünnschnitt nnschnitt 0.1 0.1 µµm < d < 1 m < d < 1 µµmm
NormalschnittNormalschnitt:                    1 :                    1 µµm < d < 100 m < d < 100 µµmm

MikrotomMikrotom:               1 :               1 µµm < d < 30 m < d < 30 µµm  x nm  x n
VibratomVibratom:              10 :              10 µµm < d < 2 mmm < d < 2 mm
KryostatKryostat:                  1 :                  1 µµm < d < 210 m < d < 210 µµmm

optical sectioningoptical sectioning
Abbilden von Abbilden von zz--Ebenen Ebenen der der intaktenintakten ProbeProbe

SchnittdickeSchnittdicke:                      40 :                      40 nm nm < d < < d < ProbendickeProbendicke
BegrenzungBegrenzung: : Lichteindringtiefe Lichteindringtiefe –– SignalaustrittstiefeSignalaustrittstiefe
zz--VerstellungVerstellung: : Probentisch oder ObjektivProbentisch oder Objektiv



Neue EntwicklungenNeue Entwicklungen undund AusblickAusblick

-- SNOM (Scanning NearSNOM (Scanning Near--field Optical Microscopefield Optical Microscope
Abstand Abstand d << d << WellenlWellenläänge nge ((nmnm--BereichBereich))
Glasfaser als SondeGlasfaser als Sonde, , Analogie zu Analogie zu RasterRaster--TunnelTunnel--MikroskopieMikroskopie

-- MultiphotonenmikroskopieMultiphotonenmikroskopie
besbes. 2 . 2 --Photonenanregung im Photonenanregung im NIRNIR
Fluoreszenz im SichtbarenFluoreszenz im Sichtbaren

-- 4D4D--MikroskopieMikroskopie
zeitliche Auflzeitliche Auflöösung im sung im 3 D3 D-- RaumRaum



LSM LSM BilddarstellungBilddarstellung
EinzelbildEinzelbild

einkanalig einkanalig T, R, FlT, R, Fl
mehrkanaligmehrkanalig: : ÜÜberlagerung berlagerung T, R, Fl (bis 5 T, R, Fl (bis 5 KanKanäälele))

Bildsequenzen Bildsequenzen ((SchnittstapelSchnittstapel) und ) und deren Darstellung alsderen Darstellung als
GalleryGallery

3D3D--BilderBilder
FarbFarb--HHööhenkarte henkarte ((FalschfarbenzuordnungFalschfarbenzuordnung))
Schnitte Schnitte xx--y (z = y (z = constconst.).)

xx--z (y = z (y = constconst.).)
yy--z (x = z (x = constconst.).)

ZeitfunktionenZeitfunktionen
ZeitserienZeitserien

Time Time scan scan ((entlang einer Linie entlang einer Linie --FluoreszenzabklingzeitFluoreszenzabklingzeit
Time spot (zTime spot (z--Richtung Richtung bei bei PunktanregungPunktanregung))



LSM  LSM  BildverarbeitungBildverarbeitung, , BildbearbeitungBildbearbeitung

MessfunktionenMessfunktionen

AbstAbstäändende, , FlFläächenchen, , WinkelWinkel
FalschfarbendarstellungFalschfarbendarstellung
HistogrammauswertungHistogrammauswertung
Messungen Messungen in ROIin ROI

Speichern Speichern und Laden und Laden von Bildern oder Serienvon Bildern oder Serien
(PC(PC--SchnittstelleSchnittstelle))

Bildbearbeitung Bildbearbeitung ist ist ääusserst usserst wichtigeswichtiges Hilfsmittel Hilfsmittel ffüür die LSCMr die LSCM--
UntersuchungenUntersuchungen..

Problem: Problem: DatensDatensäätze sind recht tze sind recht gross!gross!



Was Was kann kann man mit man mit konfokaler konfokaler Mikroskopie Mikroskopie messenmessen??

BeispieleBeispiele::
Identifizierung von StoffwechselmetabolitenIdentifizierung von Stoffwechselmetaboliten
Nachweis von Nachweis von ProteinProtein--ProteinProtein--Interaktionen Interaktionen (FRET)(FRET)
Visualisierung subzellulVisualisierung subzelluläärer Proteinverteilungrer Proteinverteilung
Beobachtung von Zellteilungszyklen oderBeobachtung von Zellteilungszyklen oder

cytoplasmotischer Ionenverteilungen cytoplasmotischer Ionenverteilungen (lifetime)(lifetime)
IntrazellulIntrazellulääre Messung physiologischer re Messung physiologischer Parameter (pH, Parameter (pH, pCapCa, pO, pO22,etc.),etc.)

Beispiele Beispiele ffüür r EinsatzgebieteEinsatzgebiete::
BiopharmazieBiopharmazie

BakterienBakterien inin GesteinGestein
QualitQualitäätssicherung von Druckpapiertssicherung von Druckpapier

HalbleiterforschungHalbleiterforschung



LSCM LSCM –– Menschliche ArterieMenschliche Arterie

Bilder bestehen aus Bilder bestehen aus 81 81 individuellen Schnittenindividuellen Schnitten, , jeder Schnitt jeder Schnitt 1 MB1 MB
Gesamter DatensatzGesamter Datensatz: 81 MB: 81 MB
Probleme Probleme bei der bei der Bildbearbeitungin EchtzeitBildbearbeitungin Echtzeit



LSCMLSCM--Abbildung Abbildung derder Arterie einer RatteArterie einer Ratte
in in drei unterschiedlichen Abbildungsmodendrei unterschiedlichen Abbildungsmoden
a.) a.) maximale Intensitmaximale Intensitäätt
b.) rendering, b.) rendering, Aufsicht im hohen WinkelAufsicht im hohen Winkel
c.)c.) nur Oberflnur Oberflääche betontche betont
d.) d.) Blick innerhalb Blick innerhalb der der OberflOberflääche che in den in den DatensatzDatensatz

von von c.)c.)



Zeitaufgelöste Beobachtung einer 
Tetrahymena-Zelle

Zeitabstand: 125 ms
Laserlicht 488 nm

grüne und rote Fluoreszenz in der Zelle
kann beobachtet werden



Saccharomyces cervisiaeSaccharomyces cervisiae
im Hopfenim Hopfen

Auge Auge des des WasserflohsWasserflohs

a.) a.) ideale konfokale Konfideale konfokale Konf..
b/c/d.) b/c/d.) Bildbearbeitung Bildbearbeitung undund
ÖÖffnen ffnen der der IrisblendeIrisblende





Z = 568 Z = 568 µµmm







unbehandeltunbehandelt min3 min3 modifiziertmodifiziert

Netzartiges ImplantatNetzartiges Implantat


