Grundlagen der konfokalen
Laserscanning Mikroskopie

Prof. Dr. Axel Donges/Isny im Allgau

B Damals —der Laser war noch nicht erfunden - fehlte
es allerdings an den notwendigen starken Lichtquellen,
sodass es noch zehn Jahre dauerte, bis Aufnahmen aus-
reichender Bildqualitat verdffentlicht wurden.2 In den
7o0er-Jahren wurde die Entwicklung des konfokalen
Mikroskops stark vorangetrieben, sodass seit Mitte der
8oer-Jahre ausgereifte Systeme zur Verfligung stehen.
Die Anwendungen der konfokalen Mikroskopie sind sehr
vielfaltig. Die konfokale Mikroskopie hat sich vornehm-
lich in der Biologie und der medizinischen Forschung
durchgesetzt. Aber auch im industriellen Anwendungs-
bereich — z.B. Rauigkeitsmessung, Vermessung dreidi-
mensionaler Mikroharteeindriicke, Schichtdickenmes-
sung — hat die konfokale Mikroskopie grof3e Bedeutung
gewonnen.DiezahlenmaRiggrofSte Anwendunghatdas
Prinzip der konfokalen Mikroskopie bei den CD-Playern
bzw.CD-ROM-Laufwerken erfahren.3

Geometrisch-optische Betrachtung

Das Grundprinzip der konfokalen Mikroskopie zeigt Ab-
bildung 1: Eine Punktlichtquelle P wird mit einem Objek-
tivabgebildet.Die Punktlichtquellewirddurcheinekleine
Lochblende, auf die ein Laserstrahl fokussiert wird, reali-
siert. Meist wird ein Argon-lonen- oder HeNe-Laser ein-
gesetzt. Liegt der Bildpunkt Q — wie in Abbildung 1 links
dargestellt — auf dem zunachst unendlich diinn ange-
nommenen Objekt, so wird der Punkt Q umgekehrt wie-
derin P bzw. wegen des Strahlteilers in P’ abgebildet. Im
Punkt P’befindet sich ein Punktdetektor,der das vom Ob-
jekt diffus reflektierte Licht oder das vom Objekt emit-
tierte Fluoreszenzlicht nachweist. Der Punktdetektor
wird praktisch durcheinekleine Lochblenderealisiert, die
die aktive Flache des Detektors verringert. Durch Ver-
schiebendesObjektssenkrechtzuroptischenAchsekann
die Oberflache Punkt fir Punkt abgetastet werden. Auf
diese Weise lasst sich ein zweidimensionales Bild gewin-
nen.Betrachten wir nun den Fall,dass das Objekt in Rich-
tung der optischen Achse verschoben wurde, das Objekt
sichalsoin Abbildung1in Position b) oder c) befindet. Die
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Punktlichtquelle Pwird nun unscharfaufdas Objekt ,ab-
gebildet”. Anschliellend wird der Beleuchtungsfleck Q
nochmals unscharfin die Ebene des Punktdetektors ,ab-
gebildet”. Als Folge sinkt die vom Punktdetektor nachge-
wiesene Lichtleistung drastisch ab. Licht, das von auRer-
halb der Bildebene der Lichtquelle stammt, wird somit
praktisch nichtregistriert.Vondreidimensionalen Objek-
tenlassensich miteinem konfokalen Mikroskop optische
Schnitte anfertigen. Objektteile, die auBerhalb der Bild-
ebene der Lichtquelle liegen, werden ausgeblendet und
nicht — wie bei der konventionellen Mikroskopie — un-
scharf abgebildet. Es kdnnen optische Schnitte in ver-
schiedenen Tiefen durchgeflihrt und so dreidimensio-
nale Datensatze des Objekts gewonnen werden.

Auflésungsvermogen

Wie beim konventionellen Mikroskop wird auch beim
konfokalen Mikroskop das Auflésungsvermogen durch
die Beugungbegrenzt.Unterdem Auflésungsvermogen
Ar wird der kleinstmogliche Abstand zweier Objekt-
punkte verstanden, bei dem die beiden Punkte gerade
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Abb.1: Prinzip der konfokalen Mikroskopie.
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