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Allgemeines

Benutzung dieses Manuals

Zu diesem Handbuch

Dieses Handbuch wurde gleichzeitig als Tutorial wie auch als Referenzhandbuch fir das Leica TCS
SP2 konzipiert und richtet sich ebenso an den unerfahrenen wie auch an den erfahrenen Benutzer.
Falls Sie noch keine Erfahrung mit diesem Geréat haben, sollten Sie mit dem Kapitel "Arbeiten mit der
LCS-Software" beginnen, die Software einige Zeit lang verwenden und anschlieRend die Ubrigen
Kapitel des Handbuchs lesen. Erfahrene Benutzer kdnnen die Kapitel, das Inhaltsverzeichnis und den
Index durchsehen, wenn sie Erlauterungen zu einem bestimmten Thema wiinschen.

Dieses Handbuch erlautert auch, wie die Leica Confocal-Software und das Leica Mikroskop
interagieren.

Wie dieses Handbuch verwendet wird

Wir empfehlen Ihnen, dieses Handbuch nicht nur zu lesen, sondern es als Arbeitsbuch zu verwenden.
Dariiber hinaus kdnnen Sie es als Tutorial einsetzen, um sich mit der Leica Confocal-Software
vertraut zu machen. Es erlautert eine ganze Reihe von Aufgaben und ihre Ausfihrung. Gehen Sie die
Anweisungen schrittweise durch, um einen maoglichst groRen Lernerfolg zu erzielen. Anweisungen
zum Ausfiihren bestimmter Aufgaben sind in diesem Handbuch durch eine andere Uberschrift
kenntlich gemacht.

Ausfiihren von Aufgaben

Nach der einleitenden Uberschrift wird lhnen entweder die Vorgehensweise zum Ausfiihren der
gewtlnschten Aufgabe erlautert (d.h. durch schrittweise Anleitungen), oder es werden Ihnen
verschiedene Optionen aufgezeigt, unter denen Sie wéahlen kénnen:

1. Numerierte Absétze wie dieser enthalten schrittweise Anleitungen. Befolgen Sie sie, um die
Funktionsweise der Tools zu lernen.

2. Wenn mehrere Meniibefehle nacheinander auszuwéhlen sind, erscheint zwischen den einzelnen
Menubefehlen ein Pfeil: File — Save bedeutet beispielsweise, dass Sie auf File (Datei) klicken und in
dem angezeigten Pulldown-Ment die Option Save (Speichern) auswahlen sollen.

In der Regel wird eine Abfolge von Schritten angegeben. Fihren Sie den oder die angegebenen
Schritte aus, um die gewiinschte(n) Aktion(en) auszuldsen.

Wir empfehlen Ihnen, dieses Handbuch noch einmal durchzulesen, nachdem Sie bereits eine Weile
mit dem Leica TCS SP2 gearbeitet haben. Sie werden beim zweiten Lesen auf niitzliche Funktionen
stol3en, die Sie beim ersten Mal Ubersehen haben.

Online-Hilfe

Das Leica TCS SP2 ist mit einem kontextsensitiven Hilfesystem ausgestattet, das Ihnen die
verschiedenen Funktionen des Systems erlautert.

So suchen Sie uber das Inhaltsverzeichnis der Online-Hilfe nach bestimmten Hilfethemen:

Klicken Sie auf Help - Contents. Die Online-Hilfe wird aufgerufen und zeigt das Dialogfeld
CONTENTS (Inhalt) an. Dieses Dialogfeld enthalt das Inhaltsverzeichnis in Form eines
Verzeichnisbaumes, der expandiert oder reduziert werden kann. Doppelklicken Sie auf einen Eintrag
des Inhaltsverzeichnisses, um die entsprechenden Informationen anzuzeigen.

So suchen Sie mittels eines Stichworts nach bestimmten Hilfethemen:

Klicken Sie auf Help (Hilfe) - Index. Die Online-Hilfe wird aufgerufen und zeigt das Dialogfeld INDEX
(Index) an. Geben Sie den Begriff ein, nach dem Sie suchen mochten. Die Online-Hilfe zeigt Ihnen
das Stichwort an, das dem angegebenen Begriff am ahnlichsten ist.

So suchen Sie mittels der Volltextsuche nach bestimmten Hilfethemen:

Klicken Sie auf Help (Hilfe) - Search (Suchen). Die Online-Hilfe wird aufgerufen und zeigt das
Dialogfeld SEARCH (Suchen) an. Geben Sie den Begriff oder Ausdruck ein, nach dem Sie suchen
mochten, und klicken Sie auf die Schaltflache LIST TOPICS (Themen anzeigen). Es wird lhnen nun
eine hierarchisch gegliederte Liste der Themen angezeigt. Rechts neben dem Feld, in das Sie den
Begriff oder Ausdruck eingeben haben, befindet sich ein Mend, in dem Sie die Volltextsuche unter
Verwendung von booleschen Operatoren durchfiihren kénnen.
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Neu in der Beschreibung der Einzelfunktionen

3D-Projektionen und Animationen von Bildserien (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 121)
Akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) einstellen (Kapitel Datenaufnahmefunktionen, Seite 121)
Arithmetische und Boolesche Operationen (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 191)

Konvertierung der Bitauflésung von Bildern (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 196)

Verbinden oder Trenne von Bildausschnitten, Bildern und Bildserien (Kapitel Datenverarbeitung, Seite
197)

Einstellen von Helligkeit, Kontrast und Gammakorrektur (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 201)
Erweiterter Fokus durch Projektionen von Bildstapeln auf ein Einzelbild (Kapitel Datenverarbeitung,
Seite 204)

Lineare Filter und Morphologische Filter (optional) (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 206)
Nivellieren und Filtern von Oberflachenaufnahmen (optional) (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 212)
Reduzieren von optischem Ubersprechen zwischen Detektionskanélen (Kapitel Datenverarbeitung,
Seite 216)

Segmentierung von Bildstrukturen (optional) (Kapitel Datenverarbeitung, Seite 218)

Aufnahmen als Miniaturansicht im Experiment Browser anzeigen (Kapitel Datendarstellung, Seite
155)

Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Kapitel Benutzerspezifische Anpassungen, Seite 240)
XY-Objekttisch steuern (Kapitel Datenaufnahme, Seite 150)

Konfokale Bildgebung

Was ist konfokale Mikroskopie?

Bereits 1953 in der Planungsphase, hat sich die konfokale Laser Scanning Mikroskopie erst in den
vergangenen 10 Jahren zu einer in der Praxis haufig eingesetzten Technik entwickelt. Heute kommt
sie in der biologischen Forschung, chemischen Analyse und Materialpriifung bevorzugt zum Einsatz.
Ein Gerat dieser Art vereint in sich die Ergebnisse jahrelanger Forschung und Entwicklung in vielen
verschiedenen Bereichen: Mikroskopie, Lasertechnologie und Optik fiir koharentes Licht,
Videotechnologie, Elektronik und Computertechnologie.

In der konfokalen Mikroskopie werden Strukturen erkannt, indem das von einer Probe emittierte oder
reflektierte Licht aus einer einzigen Fokalebene gebiindelt und samtliches Licht, das nicht aus dieser
Ebene stammt, unterdriickt wird.

Bei einem konfokalen Punktscanner fokussieren die Linsen des Mikroskops das Laserlicht auf einen
einzelnen Punkt der Probe (der Fokalpunkt). Der Laser tastet die Probe nun Punkt fur Punkt ab und
erzeugt so das gescannte Bild. Fluoreszenzlicht und Reflexionslicht der Probe werden durch das
Objektiv zurtickgeleitet.

Das Mikroskop und das optische System des Scan-Moduls fokussieren das vom Fokalpunkt emittierte
Licht auf einen zweiten Punkt, den Konfokalpunkt. Durch die am Konfokalpunkt befindliche winzige
Offnung (sog. Pinhole), kann das Licht vom Fokalpunkt in den Detektor gelangen. AuRerfokales Licht
gelangt nicht durch die Offnung.

Das konfokale Prinzip wird fur die Epifluoreszenzmikroskopie schematisch dargestellt.

Wie bei konventionellen Epifluoreszenzmikroskopen wird eine Linse ebenso als Kondensor wie auch
als Objektiv verwendet. Der grol3e Vorteil ist, dass die Notwendigkeit, zwei Linsen exakt miteinander
abzugleichen und gemeinsam auszurichten, entfallt. Ein kollimierter und polarisierter, durch eine
Apertur geleiteter Laserstrahl wird von einem Strahlenteiler (einem dichroitischen Spiegel) in den
hinteren Teil der Objektivlinse reflektiert und auf die Probe fokussiert. Das von der Probe
zurtckreflektierte Licht wird durch dieselbe Linse zuriickgeleitet. Der Lichtstrahl wird durch das
Pinhole (d.h. die Konfokal6ffnung) fokussiert, um auf diese Weise alles aul3erfokale Licht, d.h., Licht,
das von anderen Bereichen der Probe unterhalb oder oberhalb der Fokalebene abgegeben wird, zu
unterdriicken. Das Volumen der optischen Schnitte, hédngt von verschiedenen Parametern wie dem
(variablen) Durchmesser der Offnung und der Wellenlange ab. Die innerfokalen Daten jedes Punktes
auf der Probe werden von einem lichtempfindlichen Detektor (z.B. einer Photodiode), der hinter der
Konfokal6ffnung angeordnet ist, aufgezeichnet. Das analoge Ausgangssignal wird digitalisiert und an
einen Computer weitergeleitet.

Bei dem Detektor handelt es sich um einen Punktdetektor, der nur das Licht von einem Punkt der
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Probe empféngt. Daher kann mit dem konfokalen Mikroskop - im Gegensatz zum konventionellen
Mikroskop, bei dem ein grofl3erer Bereich der Probe zu sehen ist - zu einem Zeitpunkt immer nur ein
Punkt der Probe beobachtet werden. Ein Gesamtbild der Probe ergibt sich daher erst durch das
punktweise Abtasten der Probe, wobei entweder der Lichtpunkt oder die Probe verschoben wird.
Diese beiden Mdglichkeiten haben zu der Entwicklung von zwei unterschiedlichen Typen von
konfokalen Mikroskopen gefuhrt:

Mikroskope mit beweglichem Objekttisch (Stage-scanning): Der Objekttisch mit der Probe wird nach
jeder angefertigten Aufnahme ein Stiick weitergefahren, wahrend das optische System bei diesem
Scannen stehen bleibt.

Mikroskope mit Strahlen- oder Spiegeltechnik: Der Lichtpunkt wandert Giber die feststehende Probe
und tastet sie mit Hilfe von kleinen, schnellen, mit Galvanometern betriebenen Spiegeln, wie sie von
LEICA verwendet werden, Punkt fir Punkt ab.

Das LEICA TCS SP2-System ermdglicht es, eine einzelne Fokalebene wie auch eine ganze Reihe
von Ebenen — horizontal oder vertikal — abzubilden. Ein einziger vertikaler Schnitt, oder xz-Scan,
ermd@glicht eine Seitenansicht der Probe.

Wird eine Abfolge von optischen Schnitten durch die Probe zu einem Bildstapel zusammengesetzt
und anschlieBend digital verarbeitet, hat das den Vorteil, dass aus diesem mehrdimensionalen
Datensatz entweder ein berechnetes zweidimensionales Bild (Projektion) erstellt oder eine
verkleinerte 3D-Darstellung der Probe auf einem geeigneten Computer erzeugt werden kann.
Optisches Aufldsungsvermdgen

Der Begriff Auflésung bezieht sich auf die Fahigkeit, feinste Details in einer Struktur zu unterscheiden.
Bei einem idealen Mikroskop wére das optische System vollkommen frei von jeder Art von Aberration.
In einem solchen hypothetischen Instrument wirde das Auflésungsvermégen lediglich durch die
Beugung begrenzt. Man kann dies ausdriicken als den kleinsten Abstand zwischen zwei Punkten in
einer Probe, bei dem sie noch immer als zwei getrennte Punkte gesehen werden (Rayleighkriterium).
Uber diese Grenze hinaus verschmelzen die beiden Punkte miteinander (d.h. inre
Beugungsscheibchen tberlappen ganz oder teilweise) und kénnen nicht mehr als zwei
unterschiedliche Punkte erkannt werden. Dieser Abstand |aR3t sich aus der Gréf3e Beugungsbildes
eines unendlich kleinen Punktes der Probe berechnen. Er entspricht dem Radius des ersten
Minimums in diesem Beugungsbild. Dies wiederum hangt mit den numerischen Aperturen des
Objektivs und des Kondensors zusammen. Die numerische Apertur wird durch den Brechungsindex
der Linse und die Grol3e des Lichtkegels definiert, der eindringen kann.

Analog zu der oben gefilhrten Argumentation kann die axiale Auflésung definiert werden als der
Radius des ersten Minimums entlang der Mikroskopachse des Beugungsbildes eines Punktobjekts.
Entsprechend der Theorie fur derartige 3D-Beugungsbilder, ist das optische Aufldésungsvermégen
entlang der z-Achse um den Faktor 2 geringer als das laterale optische Auflosungsvermoégen. Die
optische Auflésung entlang der z-Achse betragt damit etwa die Halfte der Auflésung innerhalb der
Fokalebene.

Bei dem LEICA TCS SP2-Mikroskop handelt es sich um ein echtes Punkt-Scanning-System mit
extrem hoher Empfindlichkeit und theoretischer x-, y- und z-Auflésung, das keine Kompromisse
eingeht.

Die Scan-Auflésung bezieht sich auf die Bildscharfe, die durch Anzahl und Grof3e der Pixel bestimmt
wird. Je gro3er die Anzahl Pixel und je gro3er das Scanformat gewahlt wird, um so leichter kénnen
zwei nah beieinander liegende Objekte unterschieden werden. Die Scan-Auflésung ist auf das
maximale optische Aufldésungsvermogen beschrankt.

Detektion

Das konfokale Abbilden, genauer, das Messen der optischen Eigenschaften sehr kleiner Mengen
einer Probe, wird nicht nur durch die optische Qualitat des Mikroskops beschréankt. Andere
Beschrankungen sind:

- Kontinuierliche Proben werden (aufgrund von Probenentnahme und digitaler Verarbeitung) nur in
getrennten kleinen Probemengen gemessen.

- Die Exaktheit mit der diese kleinen Mengen definiert sind, wird durch den Scan-Mechanismus
bestimmt.

- Die Stéarke der Lichtquelle in Relation zum Reflexionsvermogen der Probe.

- Die Empfindlichkeit und das Rauschen des Detektors.

Auch der Detektor ist eine zentrale Komponente im konfokalen Mikroskop.Aufgrund ihres sehr hohen
Signal-zu-Rauschverhéltnisses, setzt LEICA Microsystems Heidelberg Photomultiplier als Detektoren
ein.

Bildbearbeitung

Bei den ersten konfokalen Mikroskopen war der Detektor an ein Oszilloskop mit nachleuchtendem
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Phosphor angeschlossen, und das Bild wurde so anzeigt, wie es gescannt wurde. In den heutigen
Geréten wird das Signal zunachst digital verarbeitet und dann von einem Computer aufgezeichnet.
Dadurch besteht nun die Méglichkeit, das angezeigte Bild auf vielfache Weise zu verandern.
Folgende Mdglichkeiten bestehen:

- Verstarken der Kontraste durch Schwellwerte, lineare Kontraststreckung und Gammakorrektur
(Kurvenverlauf des Bildintensitatswertes vs. graphische Darstellung der Quellenintensitat).

- Doppelbelichtung von Bildern in Experimenten.

- Digitales Filtern zum Vergro3ern von Kanten, zum Glatten, Entstoren etc.

- Rekonstruktion von 3D-Ansichten mit Hilfe von zu Bildstapeln zusammengesetzten optischen
Schnitten. Dies ermdglicht beispielsweise, die Rekonstruktion eines Bildes einer xz-Ebene anhand
von Bildstapeln von xy-Ebenen. Zudem kdnnen vollstandige 3D-Modelle der Probe erstellt und aus
jeder beliebigen Richtung untersucht werden.

- Zusammenstellung von digitalen Filmen anhand von mit dem Mikroskop aufgenommenen Zeitserien.
- Quantisierung und Messungen

Diese Art der Bildbearbeitung erhdht nicht die Qualitat der gesammelten Daten; sie dient jedoch dazu,
die Sicht zu verbessern und die qualitative Interpretation der Daten zu erleichtern.

Lichtquelle

Laser eignen sich in der konfokalen Mikroskopie hervorragend als Lichtquellen, da sie sehr helles
Licht abgeben und der Strahl nur eine geringe Abweichung aufweist. Dartber hinaus sind sie sehr
einfach zu fokussieren und stabil in der Intensitat. Gerade diese Stabilitat ist bei quantitativen
Messungen von Bedeutung.

Integration

Das Leica TCS SP2 wurde als ganzheitliches System konzipiert. Alle optischen und mechanischen
Elemente arbeiten nahtlos mit der Computer-Hardware und -Software zusammen. Die dazugehdrige
Leica Confocal Software unterstiitzt den gesamten Prozef3 der Bilderstellung, angefangen beim
optischen Schneiden tber die Bildverarbeitung und -analyse (die Hauptanwendung in der Software)
bis hin zum Ausdrucken des erstellten Bildes auf einem Drucker.

Hilfe liber das Internet

Bitte wenden Sie sich bei Problemen zuerst an Ihre Leica-Niederlassung oder lhren Leica-
Vertragshandler vor Ort.

Falls Sie Informationen zu Leica Microsystems Heidelberg GmbH und zur konfokalen Mikroskopie
winschen, erhalten Sie diese auf unserer Website unter

http://www.confocal -microscopy.com

Oder senden Sie uns eine E-Mail an |It.support@Ieica-microsystems.com.
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Rechtliche Hinweise

Version 2.1, 20.02.02, Hergestellt in der Bundesrepublik Deutschland.
© Copyright 2001/2002, Leica Microsystems Heidelberg GmbH. Alle Rechte vorbehalten.

Diese Publikation darf ohne die ausdriickliche Genehmigung der Leica Microsystems Heidelberg
GmbH weder ganz noch teilweise auf elektronischem oder mechanischem Weg reproduziert oder
weitergegeben werden. Dies schlie3t auch das Fotokopieren, Aufzeichnen oder Speichern auf einem
abrufbaren System sowie die Ubersetzung in eine andere Sprache ein.

EIGENTUMERRECHTE

Die in diesem Dokument enthaltenen Daten sind Eigentum der Leica Microsystems Heidelberg GmbH
und stehen ausschliel3lich den Kunden dieses Unternehmens zu ihrer Sicherheit sowie fiir einen
effizienten Betrieb und die korrekte Wartung des hierin beschriebenen Produktes zur Verfiigung. Die
Verwendung oder Weitergabe von Daten, die Eigentum der Leica Microsystems Heidelberg GmbH
sind, mit dem Zweck, sie zur Herstellung oder Reproduktion des hierin beschriebenen Produktes oder
eines ahnlichen Produktes zu verwenden, ist verboten, und die Aushéndigung dieses Dokumentes
stellt auch keinerlei Lizenz oder implizite Genehmigung dazu dar.

UBERARBEITUNGEN UND VERANDERUNGEN

Leica Microsystems Heidelberg GmbH behélt sich das Recht vor, dieses Dokument zu Uberarbeiten
und/oder die hierin beschriebenen Produkte jederzeit und ohne vorherige Ankiindigung oder sonstige
Verpflichtung weiterzuentwickeln und zu verbessern. Die Informationen und technischen
Spezifikationen in diesem Handbuch kénnen jederzeit und ohne vorherige Ankiindigung gedndert
werden.

GARANTIE

Leica Microsystems Heidelberg GmbH stellt diese Publikation ohne Mangelgewéhr und ohne Gewahr
jedwelcher Art, weder explizit noch implizit, einschlielich aber nicht beschrénkt auf die implizite
Gewahr der Handelbarkeit oder der Eignung fur einen bestimmten Zweck, zur Verfigung. Bei der
Erstellung dieses Dokumentes wurden alle angemessenen Sicherheitsmal3hahmen getroffen,
einschlieBlich der Durchfiihrung einer Uberpriifung der technischen wie nichttechnischen Aspekte.
Leica Microsystems Heidelberg GmbH tbernimmt keinerlei Gewéhr fur eventuelle Fehler oder
Auslassungen. Ebenso ist Leica Microsystems Heidelberg GmbH nicht verantwortlich fur direkte,
zufallige oder Folgeschaden, die sich aus der Verwendung des in diesem Dokument enthaltenen
Materials ergeben kénnen.

SCHUTZMARKEN UND WARENZEICHEN

In diesem Handbuch werden Warenzeichen genannt. Statt der Anbringung eines
Warenzeichensymbols (™) an jedem genannten Warenzeichen erklaren wir hiermit, dass wir diese
Namen lediglich in redaktioneller Art und Weise und - zum Nutzen des Warenzeicheninhabers - ohne
die Absicht einer Warenzeichenverletzung verwenden.

SICHERHEIT

Die verwendeten Begriffe der Lasersicherheitsklasse beziehen sich auf das
Normenwerk EN 60825-1.Fiir den Geltungsbereich der CDRH ist im Text die
Laserklasse 4 durch 1V, die Laserklasse 3B durch IlIb, die Laserklasse 3A durch Il A,

die Laserklasse 2 durch Il sowie die Laserklasse 1 durch | zu ersetzen.

Dieses Gerat wurde konzipiert und hergestellt, um die geltenden Leistungsnormen fur Laserprodukte
der Klasse 3B zu erflllen, wie sie durch die Normen und Vorschriften der USHHS CDRH/FDA, OSHA
und EN definiert werden, die zum Zeitpunkt der Herstellung als gultig bekannt waren.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 9 von 262



Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Allgemeines

Da nicht jede mdgliche Gefahrensituation vorausgesehen werden kann, obliegt es dem Anwender,
bei Installation, Betrieb und Wartung des Produktes sorgfaltig und mit gesundem Menschenverstand
vorzugehen und alle geeigneten Sicherheitsmafnahmen zu treffen, die fur Laser der Klasse 3B sowie
fur elektrische Hochspannungsgerate gelten.

Es empfiehlt sich nicht, von den verdéffentlichten Betriebs- oder Wartungsvorgangen abzuweichen.
Jegliches Abweichen von den vorgegebenen Betriebs- und Wartungsvorgéngen geschieht
ausschlieRlich auf Risiko des Benutzers.

SOFTWARELIZENZ

Die in diesem Dokument beschriebene Software unterliegt einer Lizenzvereinbarung, die im Produkt
eingeschlossen ist. Diese Vereinbarung erlautert die Bedingungen, unter denen die Verwendung des
Produktes erlaubt bzw. verboten ist.
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Sicherheitshinweise

Der folgende Abschnitt erlautert die standardmagigen SicherheitsmalZnahmen, Warnungen und
Sicherheitshinweise.

Allgemeine Sicherheitsanweisungen

Ihre Sicherheit steht an erster Stelle. Lesen und beachten Sie daher alle in diesem Handbuch sowie
die auf dem Geréat angebrachten Warnungen und Sicherheitshinweise, bevor Sie Leica-Gerate in
Betrieb nehmen. Wenn Sie die Sicherheitswarnungen und Sicherheitshinweise nicht beachten, kann
dies zu schwerer Korperverletzung sowie zu erheblichem Sachschaden am Gerét und an den Daten
fuhren.

Ubernahme des Risikos fiir den Betrieb der Gerite

Der Bediener oder Eigentimer des Produktes Ubernimmt das Risiko fur den Betrieb des Gerétes.
Der Eigentimer oder Bediener ist voll haftbar fur alle Folgen, die sich ergeben kénnen, wenn das
Gerét von anderen als autorisierten Leica-Kundendienstmitarbeitern gedffnet wird, wenn es nicht
ordnungsgemal’ gewartet oder repariert wird oder wenn es zu anderen als den in der begleitenden
Dokumentation oder der Online-Hilfe genannten Zwecken eingesetzt wird. Leica Microsystems
Heidelberg GmbH haftet fir keinerlei Schaden, die aus der Nichtbeachtung der oben genannten
Informationen resultieren. Die oben genannten Informationen modifizieren in keiner Weise, weder
implizit noch explizit, die Gewahrleistungs- und Haftungsklauseln, die in den allgemeinen
Geschaftsbedingungen der Leica Microsystems Heidelberg GmbH enthalten sind.

Warnhinweise, Sicherheitshinweise und Hinweise
Die in diesem Handbuch enthaltenen Warnhinweise, Sicherheitshinweise und Hinweise sind wie folgt
gekennzeichnet.

Eine solche Warnung macht Sie auf einen Betriebsvorgang, ein Verfahren, eine
Bedingung oder eine Anweisung aufmerksam, die strikt beachtet und eingehalten
werden muss, da andernfalls Gefahr fiir Leib und Leben der Personen besteht, die mit

dem Gerét arbeiten.

Ein solcher Sicherheitshinweis macht Sie auf einen Betriebsvorgang, ein Verfahren,

eine Bedingung oder eine Anweisung aufmerksam, die strikt beachtet und eingehalten

werden muss, da es andernfalls zu schwerem Sachschaden am Gerét oder den Daten

oder zu einem Datenverlust kommen kann.

Hinweise enthalten entweder zusétzliche Informationen zu einem bestimmten Thema
oder besondere Anweisungen zur Handhabung des Produktes unter einer bestimmten

Bedingung oder einer Kette von Umsténden.
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Besondere Bedingungen des Aufstellortes

Wenngleich die Einhaltung der Grenzwerte beziiglich der Emission elektromagnetischer Strahlung
(EMV) durch dieses Gerét getestet wurde, kann ein Restrisiko der Beeinflussung anderer Geréte nicht
ausgeschlossen werden.

‘Dieses Gerét darf nicht in einem Raum mit medizinischen Geréten, die der

‘Lebenserhaltung dienen, aufgestellt werden.

Vor jeder Ortsénderung des Konfokalsystems, sollte dieses griindlich gereinigt werden.
Gleiches gilt auch fir die Entfernung von Teilen. Dies betrifft insbesondere Systeme,

die sich in biologisch-medizinischen Forschungslabors befinden.

Dies ist nétig, um eine evtl. vorliegende Kontamination zu beseitigen und damit eine
Verschleppung geféhrlicher Substanzen und Erreger und eine damit einhergehende
Gefdhrdung von Personen zu vermeiden. Achten Sie dabei nicht nur auf Oberfldchen

sondern insbesondere auch auf Ventilatoren und Kihleinrichtungen, da sich dort

besonders haufig Staub ansammeln kann.

Die Benutzung des Gerétes zu anderen als den angegebenen Zwecken sowie das
nichtautorisierte Offnen des Gerétes kann zu einer Gefahrdung durch elektrische

Spannung sowie durch Laserstrahlung ftihren.

Die verwendeten Begriffe der Lasersicherheitsklasse beziehen sich auf das
Normenwerk EN 60825-1.Fir den Geltungsbereich der CDRH ist im Text die
Laserklasse 4 durch 1V, die Laserklasse 3B durch Illb, die Laserklasse 3A durch Il A,

die Laserklasse 2 durch Il sowie die Laserklasse 1 durch | zu ersetzen.

Laser-Klasse

Dieses Gerat wurde konzipiert und hergestellt, um die Leistungsnormen fur Laser-Einrichtungen der
Klasse 3B zu erfillen, wie sie durch die Normen und Vorschriften der USHHS, CDRH/FDA, OSHA,
EN 60825-1 und Unfallverhiitungsvorschriften VBG 93 definiert wurden, die zum Zeitpunkt der
Herstellung gultig waren.

Da nicht alle mdglichen Gefahrensituationen vom Hersteller vorhersehbar sind, obliegt es dem
Anwender, bei Installation, Betrieb und Wartung des Produktes sorgféaltig und mit gesundem
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Menschenverstand vorzugehen und alle geeigneten SicherheitsmalRnahmen zu treffen, die fir Laser
der Klasse 3B sowie fir elektrische Hochspannungsgerate gelten. Abweichen von den vorgegebenen
Betriebs- und Wartungsvorgangen geschieht ausschlie3lich auf Risiko des Benutzers.

Das Leica TCS SP2 ist harmlos sofern es gemaf den Anweisungen verwendet wird

‘FUr die Einhaltung der geltenden Sicherheitsbestimmungen ist der Betreiber
|verantwon‘lich. Aus Sicherheitsgriinden ist der Aufenthalt im Laserbereich nur

eingewiesenem Leica Servicepersonal zuléssig.

Technische SicherheitsmaRnahmen

Gemal den Verordnungen zur Laser-Sicherheit, EN 60825 (europaische Norm) und CDRH (US-
Norm), ergreift Leica Microsystems Heidelberg GmbH verschiedene Sicherheitsmalinahmen.
Warnetiketten wurden an allen Offnungen oder entfernbaren Teilen angebracht, an denen es
moglicherweise zu einem Austritt von Laserlicht kommen kann.

Daruber hinaus wurden mehrere Laser-Sicherheitsschalter montiert.

Beachten Sie die Vorgabe der Norm EN 60825-1: "Sicherheit von Laser-Einrichtungen, Teil 1.
Gerateklassifikation, Anforderungen und Benutzerhandbuch", wonach fir Installationen, in denen
Geréte der Klasse 3B verwendet werden, ein Beauftragter fur Laser-Sicherheit (Laser Safety Officer)
oder ein Laserschutz-Berater (Laser Protection Advisor) zu ernennen ist. Es liegt in der
Verantwortung des Betreibers, geeignete Kontrollen fiir den Einsatz des Geréates festzulegen und
diese zu uberarbeiten.

Sehen Sie niemals direkt in einen Laserstrahl oder eine Reflexion des Laserstrahls.
Setzt man sich einem Laserstrahl aus, kann dies das Sehvermégen irreparabel

schédigen. Ein reflektierter Laserstrahl ist ebenso intensiv wie ein direkter Strahl.

Der Benutzer ist jederzeit fiir den sicheren Betrieb und die sichere Wartung dieses
Gerétes verantwortlich. Die Einstufung als Laser-Einrichtung der Klasse 3B und die
Erfillung der Vorschriften zur elektrischen Sicherheit ist nur dann gewéhrleistet, wenn
alle Sicherheitsvorrichtungen, -verriegelungen und -systeme zum EinschlieBen des
Lasers in betriebsbereitem Zustand sind und arbeiten. Durch deaktivierte oder
beschadigte Sicherheitsvorrichtungen oder -systeme das Personal einer Laserstrahlung
der Klasse 3B ausgesetzt werden die stark genug ist, um schwere Augenverletzungen,

Verbrennungen oder Sachschéaden zu verursachen.

Jeglicher Eingriff in eines der Sicherheitssysteme und/oder einer der
Sicherheitsverriegelungen oder jegliche Deaktivierung eines der Sicherheitssysteme
und/oder einer der Sicherheitsverriegelungen hat zur Folge, dass der Garantieanspruch
verfallt.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 13 von 262



Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Sicherheitshinweise

Anschlusskabel

Das im Lieferumfang lhres Gerétes enthaltene Set von Anschlusskabeln erfiillt die Anforderungen des
Landes, in dem Sie das Gerat erworben haben. Falls Sie das Gerat in einem anderen Land
einsetzen, missen Sie Anschlusskabel verwenden, die die Anforderungen des entsprechenden
Landes erfilllen.

Folgende Beschaltung ist vom Hersteller vorgeschrieben:

Das Anschlusskabel des Mikroskops muss in die mitgelieferte Steckerleiste eingesteckt werden. Falls
eine Hg-Hochdrucklampe verwendet wird, so sollte diese an einem separaten Netzanschluss
angeschlossen werden. Dies verhindert, dass sie standig gemeinsam mit dem Steuerrechner und der
Scanelektronik ein- und ausgeschaltet wird und erhéht somit die Lebensdauer der
Beleuchtungsquelle.

Dieses Gerét wurde fiir den Anschluss an eine geerdete Steckdose konzipiert. Der
Erdungsstecker ist eine wichtige Sicherheitsfunktion. Um Risiken wie elektrische

Schlage oder Sachschéden zu mindern, darf diese Funktion nicht deaktiviert werden.

Um Risiken wie Brandgefahr und elektrische Schldge zu mindern, darf das Gerét
niemals Regen oder Feuchtigkeit ausgesetzt werden. Offnen Sie auf keinen Fall das
Gehéuse. Die gesamte Wartung darf ausschliel3lich von einem von Leica autorisierten

Techniker ausgefihrt werden.

Es darf keinerlei Fliissigkeit in das Gerategehéuse eindringen, noch diirfen die
elektrischen Komponenten mit Fliissigkeit in Kontakt kommen. Das Geréat muss

vollsténdig trocken sein, bevor Sie es an das Stromnetz anschlieBen oder es

einschalten.

Aligemeine Sicherheitshinweise
In Ubereinstimmung mit den allgemeinen Sicherheitsverordnungen sowie den
Sicherheitsverordnungen bezuglich Lasergeréte sollten Sie folgende Anweisungen befolgen:

Beachten Sie die Anweisungen fiir den Betrieb des Gerates!

Verwenden Sie dieses Produkt nur gemal den in diesem Handbuch sowie in der Online-Hilfe der
Leica Confocal Software enthaltenen Informationen. Lesen Sie erst alle Anweisungen fiir den Betrieb
des Gerates sorgfaltig durch, bevor Sie das System starten. Als Vorbereitung auf die einzelnen von
Ihnen auszufihrenden Arbeitsschritte sollten Sie sich immer zuerst die entsprechende Beschreibung
der Funktion in der Online-Hilfe durchlesen und vor allem die Sicherheitsvorschriften beachten, die
die Handhabung des Systems betreffen. Eine Ubersicht iiber die einzelnen Funktionen finden Sie im
Inhaltsverzeichnis der Online-Hilfe.

Verwenden Sie dieses Produkt ausschlieRlich fiir die in diesem Handbuch sowie in der Online-Hilfe
der Leica Confocal Software beschriebenen Zwecke.

Das System wurde fir das Erstellen von konfokalen Laser Scan-Bildern und quantitativen Messungen
im Bereich der Werkstoffkunde ausgelegt. Jeglicher Einsatz des Leica TCS SP2 zu anderen Zwecken
oder in anderen Anwendungen gilt als unsachgemafRer und unzuléassiger Gebrauch. Der Benutzer
Ubernimmt das volle Risiko fir alle Experimente, die mit diesem System durchgefuhrt werden, sowie
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fur die Folgen, die sich aus diesen Experimenten ergeben. Dies gilt vor allem dann, wenn das Gerat
vom Benutzer geotffnet oder modifiziert wurde.

Befolgen Sie die Wartungsanweisungen.
Bitte lesen Sie hierzu das Kapitel 'Pflege und Reinigung' in diesem Handbuch durch.

Fuhren Sie an dem Gerat keine Eingriffe durch, die nicht in diesem Handbuch oder nachtréaglich
zugestellter Handbuchergdnzungen beschrieben sind.

Ausschlie3lich von Leica Microsystems Heidelberg GmbH autorisierten Kundendiensttechnikern ist es
erlaubt, Reparaturen und Serviceeingriffe auszufihren.

SchlieRen Sie an das Produkt nur solche elektrischen Gerate an, die in dieser Begleitdokumentation
genannt werden. Schliel3en Sie niemals andere, in dieser Dokumentation nicht genannte Geréte an.
Wenden Sie sich bitte, bevor Sie an das Produkt irgendeines dieser Gerate anschlie3en, an Ihre
Leica-Serviceagentur vor Ort oder direkt an Leica Microsystems Heidelberg GmbH.

Verwenden Sie keinen Mikroskopkondensor S70.

Durch den groRen Arbeitsabstand und die geringe numerische Apertur des S70-Kondensors, kénnte
es im ungunstigen Fall unter Umgehung von Sicherheitshinweisen (siehe "Besondere
Sicherheitshinweise flr Benutzer) zu einer unzulassig hohen Laserstrahlenbelastung kommen.
Verwenden Sie daher nur die Leica Kondensoren S1 und S23.

Besondere Sicherheitshinweise fir Benutzer

Leica Microsystems Heidelberg GmbH hat durch spezielle Sicherheitsmalinahmen gemaf
verschiedenen Sicherheitsverordnungen alles nur mégliche unternommen, um die Sicherheit des
Benutzers zu maximieren und Gesundheitsrisiken zu minimieren.

Der Benutzer hat das TCS SP2 gemal den Anweisungen zu betreiben, um seine eigene Sicherheit
zu gewahrleisten. Im folgenden werden verschiedene wichtige Punkte aufgefuhrt:

Objektive niemals wahrend eines Scan-Vorgangs austauschen

So tauschen Sie Objektive korrekt aus:

Vergewissern Sie sich, dass der Scan-Modus ausgeschaltet ist. Stellen Sie sicher, dass sich kein
Laserlicht in der Fokalebene befindet.

Drehen Sie den Objektivrevolver, so dass sich das auszutauschende Objektiv auRerhalb der
optischen Achse befindet und nach auf3en zeigt. Gehen Sie vorsichtig vor und tGiben Sie keine Kraft
auf den Objektivrevolver aus, da dies bei Objektivscannern dauerhaft zu einer Verminderung der
Auflésung fahren kann.

Schrauben Sie das neue Objektiv ein, und drehen Sie den Objektivrevolver, so dass es wieder
innerhalb der optischen Achse zu liegen kommt.

Alle unbenutzten Positionen auf dem Obijektivrevolver sind mit einer Abdeckung zu versehen!

Niemals wahrend des Scan-Vorgangs Objekte in den Strahlengang des Lasers halten!

Legen Sie die Probe ordnungsgemaf in den Probenhalter!

Niemals die Probe wéhrend eines Scan-Vorgangs austauschen!

So tauschen Sie die Probe korrekt aus:

Vergewissern Sie sich, dass der Scan-Modus ausgeschaltet ist. Stellen Sie sicher, dass sich kein
Laserlicht in der Fokalebene befindet. Schliel3en Sie die Sicherheitsklappe am Tubus.

Tauschen Sie nun die Probe aus.

Laser-Sicherheit

Bei dem Begriff 'LASER' handelt es sich um ein aus Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation gebildetes Kunstwort. Der erste Laser wurde 1960 vorgestellt und arbeitete mit einem
Rubin als Lasermedium. Laser werden mittlerweile in sehr vielen verschiedenen Bereichen
eingesetzt, in der Chirurgie ebenso wie bei Strichcodelesern an Supermarktkassen, in Laser Pointern,
Laserdruckern oder in CD-Spielern.

Laser kbnnen einen sehr intensiven und sehr feinen (kollimierten) Strahl elektromagnetischer
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Strahlung in einem Wellenlangenbereich von 150 nm bis 1 mm erzeugen. Diese Strahlung zeigt sich
in der Regel in Form eines sehr intensiven Lichts. Da es sich beim Laserlicht nicht um einen
ionisierenden Strahlungstyp handelt, verlauft die Interaktion mit Materie in der Regel an der
Oberflache. Das Auge und die Haut sind Organe, die sehr empfindlich reagieren, wenn sie der
Laserstrahlung ausgesetzt werden. Die Auswirkungen der Laserstrahlen auf diese beiden Organe
variieren dabei und hangen vom Typ des Lasers (Wellenldnge der Strahlung) und der Leistung des
Strahls ab. Eine Laserenergie mit entsprechender Wellenldange und Leistung kann von der Linse des
Auges auf die Retina fokussiert werden und dort zu schweren, irreparablen Verletzungen fiihren.
Wenn die Leistung der Laserstrahlung hoch genug ist, kann es, wenn Gliedmaf3en oder andere
Korperteile dem Laserstrahl ausgesetzt werden, zu Verbrennungen der Haut kommen. Die
nachfolgende Tabelle fal3t die verschiedenen Bereiche des von Lasern produzierten
elektromagnetischen Spektrums zusammen und zeigt auf, welche Organe beim Kontakt mit dem
Laserstrahl gefahrdet sind.

Spektralbereich | Wellenldange Betroffenes Organ
UV-C 100 nm bis Vollstéandig absorbiert von Kornea und Konjunktiva
280 nm
Ultraviolett UV-B 280 nm bis Fast vollstandig absorbiert von Kornea (Hornhaut) und
320 nm Konjunktiva (Bindehaut)
UV-A 320 nm bis Linse (Linsentriibung)
380 nm
Sichtbar 380 nm bis 760 nm Retina (Netzhaut)
IR-A 760 nm bis Retina, Linse, Haut
1400 nm
Infrarot IR-B 1400 nm bis Kornea und Haut
3000 nm
IR-C 3000 nm bis Kornea und Haut
10° nm

Laser werden haufig nach Art des Lasermediums gekennzeichnet. Die Unterteilung in Laser-
Gefahrenklassen richtet sich nach der/den Wellenldange(n), der maximalen Dauer der Bestrahlung
und der durchschnittlichen Leistung des Lasers.

Laser-Gefahrenklassen

‘Direktes Hineinschauen in den Laserstrahl sollte grundsétzlich vermieden werden,
|gleichgultig, um welchen Lasertyp es sich handelt und wie niedrig die Leistung des

Lasers sein mag.

Klasse 1

Ungefahrliche Laser (meist gekapselt).

Klasse 2

Sichtbare Laser mit niedriger Leistung, die aufgrund des Lidschutzreflexes normalerweise
ungeféhrlich sind, es sei denn, man blickt direkt in den Laserstrahl.

Klasse 3A

Laser, die bei zufalligem, kurzzeitigem Hineinschauen in den Laserstrahl normalerweise ungeféhrlich
sind; diese Laser konnen jedoch dann eine Gefahr darstellen, wenn eine Kollektoroptik verwendet
wird.

Klasse 3B

Laser, die beim direkten Hineinschauen in den Laserstrahl oder beim Hineinschauen in den spiegelnd
reflektierten Strahl Augenverletzungen verursachen kénnen.

Klasse 4

Laser, die beim Hineinschauen in den direkten Strahl, den spiegelnd reflektierten Strahl oder in die
diffuse Reflexion (Streuung) Augenverletzungen oder Hautverbrennungen verursachen kdnnen. Es
kann Brandgefahr entstehen.
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Gekapselte Systeme

Sicherheitshinweise

Laser-Einrichtungen oder Lasersysteme der Klassen 2, 3A, 3B oder 4, die in einem Schutzgehduse
untergebracht sind und in einem niedrigeren Klassifizierungsmodus betrieben werden, kénnen in

einer niedrigeren Klasse eingestuft werden. Es kdnnen besondere KontrollmaRnahmen erforderlich
werden, um diese niedrigere Klassifizierung beizubehalten.

Von Lasern ausgehende Gefahren

Die Gefahren, die von Laser-Einrichtungen ausgehen kénnen, lassen sich in folgende Hauptgruppen

unterteilen:

1. Augenverletzungen, z.B. Verbrennungen der Retina oder Kornea.
VERLETZUNGEN DER RETINA SIND IRREPARABEL

2. Hautverletzungen, z.B. Verbrennungen.

3. Elektrische Gefahren, die von Hochspannungsgeraten ausgehen.

4, Brand- und Explosionsgefahr.

Spezifikation der verwendeten Laserstrahlung

Lasertyp | Wellenldnge Maximale Lichtleistung am Maximale Lichtleistung in Pulsdauer
[nm] Laserausgang [mW] der Fokalebene [mW]
Ar-Uv 351, 364 <50 <25 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
Diode 405 <25 <4 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
Diode 430 <10 <4 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
HeCd 442 <30 <3 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
ArKr 488, 568, 647 <125 <10 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
Ar 458, 476, 488, <200 <50 continuous wave
514 (ungepulst, Dauerstrich)
HeNe 543 <15 <05 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
Kr 568 <25 <5 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)
HeNe 633 <15 <4 continuous wave
(ungepulst, Dauerstrich)

Folgende Lasersicherheitskennzeichen werden verwendet

1. an allen Offnungen, aus denen Licht austreten kann

Fur Laser, die im sichtaren Spektralbereich
emittieren
(Ar/ ArKr/ Kr/ HeNe/ HeCd/ Diode)

Fur Laser, die im ultravioletten Spektralbereich

emittieren
(Ar-uv)

LASER RADIATION
IS EMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE

VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION

IS EMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE
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LASER RADIATION
ISEMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE

VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION
IS EMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE

Laserstrahlung austreten kann

2. an allen Gehéduseteilen, die mit Werkzeugen geéffnet werden kénnen und aus denen

Fur Laser, die im sichtaren Spektralbereich
emittieren
(Ar/ ArKr/ Kr/ HeNe/ HeCd/ Diode)

Fir Laser, die im ultravioletten Spektralbereich
emittieren
(Ar-UV)

DANGER

LASER RADIATION WHEN OPEN
AVOID EXPOSURE TO BEAM

VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION WHEN OPEN
AVOID EXPOSURE TO BEAM

DANGER ‘

3. auf dem Deckel der Versorgungseinheit

Fur Laser, die im sichtaren Spektralbereich
emittieren
(Ar/ ArKr/ Kr/ HeNe/ HeCd/ Diode)

Fir Laser, die im ultravioletten Spektralbereich
emittieren
(Ar-Uv)

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<15 mW HeNe 633 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
< 400 mW ArKr 457-675 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<400 mW ARGON 457-514 nm
CLASS Illb LASER PRODUCT
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LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM

<400 mW KRYPTON 568 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<500 mW Ar-Kr-HeNe 457-633 nm
CLASS Illlb LASER PRODUCT

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<500 mW Ar-Kr-HeNe-HeCd 442-633 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

Position der Lasersicherheitskennzeichen

1. Inverses Mikroskop

Position

fir System OHNE UV-Laser

LASER RADIATION
ISEMITTED AVOID EXPOSURE

FROM THIS APERTURE

fir Systeme MIT UV-Laser
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VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION
IS EMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE

Position 2 fur Systeme OHNE UV-Laser

LASER RADIATION
IS EMITTED AVOID EXPOSURE
FROM THIS APERTURE

fur Systeme MIT UV-Laser

VISIBLE AND INVISIBLE

LASER RADIATION
AVOID EXPOSURE

1S EMITTED
FROM THIS APERTURE

2. Aufrechtes Mikroskop

Position 1 fur Systeme OHNE UV-Laser

LASER RADIATION
IS EMITTED AVOID EXPOSURE

FROM THIS APERTURE

fur Systeme MIT UV-Laser
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VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION
1S EMITTED
FROM THIS APERTURE

AVOID EXPOSURE

Position 2 fur Systeme OHNE UV-Laser

LASER RADIATION
ISEMITTED AVOID EXPOSURE
FROM THIS APERTURE

fur Systeme MIT UV-Laser

VISIBLE AND INVISIBLE

LASER RADIATION
AVOID EXPOSURE

IS EMITTED
FROM THIS APERTURE

3. Scankopf

NI

Sl :
Position 1 und 2 fir Systeme OHNE UV-Laser

DANGER

LASER RADIATION WHEN OPEN
AVOID EXPOSURE TO BEAM

fur Systeme MIT UV-Laser

DANGER

VISIBLE AND INVISIBLE
LASER RADIATION WHEN OPEN
AVOID EXPOSURE TO BEAM

4. Versorgungseinheit (Deckel)
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Sicherheitshinweise

— R.'TH] . \ ‘
i A

Position 1

DANGER

LASER RADIATION WHEN OPEN
AVOID EXPOSURE TO BEAM

fir Systeme mit HeNe-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<15mW HeNe 633 nm
CLASS IlIb LASER PRODUCT

Fur Systeme mit ArKr-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<400 mW ArKr 457-675 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

Fir Systeme mit Ar-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<400 mW ARGON 457-514 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

Fir Systeme mit Kr-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<400 mW KRYPTON 568 nm
CLASS llIb LASER PRODUCT

Fir Systeme mit HeNe-Laser, Ar-Laser und Kr-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
< 500 mW Ar-Kr-HeNe 457-633 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT

Fir Systeme mit HeNe-Laser, HeCd-Laser, Ar-Laser und Kr-Laser

LASER RADIATION

AVOID DIRECT EXPOSURE TO BEAM
<500 mW Ar-Kr-HeNe-HeCd 442-633 nm
CLASS lllb LASER PRODUCT
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Systemiiberblick

Sicherh

eitshinweise

Aufrechtes Mikroskop

option

kgl || Ar Lasel

4881514 nm, 150 m! @ option

SP2_FDA.fh10

389 WA ¥OIFT

> || Kr Laser .
T568 nm, 25mW| @ option

qLI | @ option

MP Laser < 2000 mW
Ti:Sapphire

UV Laser, 50 mW

@ ______ A Ar-lon

1: Aufrechtes Mikroskopstativ, 2: Objektive, 3: Mikroskop-Probentisch, 4. Kondensor, 5:
Durchlichtdetektor (non-descanned), 6: UV-Modulator (nur fir UV-Systeme), 7: Lasersicherheits-
Shutter, 9: gekapselte Lichtleitfasern (alle Lichtleitfasern, die zum Scankopf fiihren), 10:
Strahlvereinigung, VIS Modulator, 11: Scankopf, 12: Laserbox, 13: Okulare
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Inverses Mikroskop

1: Inverses Mikroskopstativ, 2: Objektive, 3: Mikroskop-Probentisch, 4: Kondensor, 5:
Aluminiumscheibe als Strahlfanger, Schutzhiilse zwischen Kondensor und Durchlichtdetektor, 6:
Anschlul fiir Scankopf (Scankopf derselbe wie beim aufrechten Mikroskopstativ)
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Starten des Betriebssystems

Das Betriebssystem wird automatisch gestartet, sobald Sie lhren PC einschalten. Als erstes sehen
Sie einen BegrufRungsbildschirm.

Melden Sie sich nun bei lhrem Computer an. Wie Sie den Anweisungen in dem angezeigten
Dialogfeld enthnehmen kénnen, melden Sie sich durch gleichzeitiges Herunterdriicken der Tasten Ctrl,
Alt und Delete beim System an.

Sobald Sie die Tasten Ctrl, Alt und Delete gedrlickt haben, 6ffnet sich das Dialogfeld Login
Information.

Geben Sie hier Ihr Kennwort ein, mit dem Sie sich als gltiger Benutzer dieses Computers
identifizieren.

Der Standardbenutzername fir das Leica TCS SP2 System lautet "TCS_User".

Ein Standardkennwort ist nicht eingestellt. Es empfiehlt sich, fir jeden Benutzer eine eigene
Benutzer-1D einzurichten (Systemadministrator). Es werden dabei personliche Verzeichnisse
angelegt, die nur vom jeweiligen Benutzer gelesen werden kénnen. Da die LCS-Software auf der
Benutzerverwaltung des Betriebssystems aufbaut, werden auch fir die Verwaltung
benutzerspezifischer Profile der LCS Software eigene Dateien angelegt. Zum Einrichten von
Benutzern sei auf das Kapitel "Einrichten von Benutzern" in diesem Handbuch verwiesen,

Sobald Sie sich mit ihrer Benutzer-ID angemeldet haben, kénnen Sie Ihr Kennwort &ndern. Driicken
Sie hierzu die Tasten Ctrl, Alt und Delete gleichzeitig.

Klicken Sie anschlieBend auf Change password. Es 6ffnet sich das Dialogfeld Change password.
Geben Sie im Feld Old Password Ihr aktuell giiltiges Kennwort ein (das Feld zur Kennworteingabe ist
Grof3-/kleinschrift-empfindlich, achten Sie daher darauf, ob Sie Grof3- oder Kleinbuchstaben
verwenden). Drucken Sie anschlieBend die Tabulator-Taste. Durch Driicken der Tabulator-Taste
springt der Cursor in das nachste Feld.

Geben Sie nun lhr neues Kennwort ein, und driicken Sie anschlieBend noch einmal die Tabulator-
Taste. Geben Sie das neue Kennwort nun zur Bestéatigung ein zweites Mal ein. Auf diese Weise
werden Tippfehler ausgeschlossen. Dies ist vor allem deshalb sehr wichtig, weil die Zeichen, die Sie
eintippen, auf dem Bildschirm nur als Sternchen erscheinen.

‘Fa//s Sie das Kennwort bei der Bestétigung falsch eingegeben haben, wird nun eine

‘Warnung angezeigt. Versuchen Sie es noch einmal.

Klicken Sie anschlieRend auf OK. Wenn Sie sich das nachste Mal anmelden, ist Ihr neues Kennwort
wirksam.

Beachten Sie: Wenn Sie ein Kennwort eingegeben haben, diirfen Sie es auf keinen Fall
vergessen! Ohne das korrekte Kennwort haben Sie keinen Zugriff mehr auf lhren

Computer.

Es wird nun das Dialogfeld Welcome angezeigt. Nehmen Sie sich einen Moment Zeit, um den Tip
"Did you know..." zu lesen, und klicken Sie dann auf die Schaltflache Close, um mit der Arbeit mit
dem Betriebssystem zu beginnen.

Arbeiten mit der Maus

Um das Betriebssystem wirklich effizient verwenden zu kdénnen, benétigen Sie eine Maus. Folgende
Maus-Aktionen mussen Sie kennen:

Zeigen Sie auf bedeutet, dass Sie den Cursor (der bei Bewegungen mit der Maus die Form eines
Pfeils annimmt) auf das angegebene Objekt setzen sollen, indem Sie die Maus bewegen. Die Spitze
des Pfeils muss das Objekt beriihren.
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Klicken Sie auf bedeutet, dass Sie den Cursor wie oben beschrieben auf ein angegebenes Objekt
setzen und dann die Maustaste einmal kurz herunterdriicken und wieder loslassen sollen. Sofern
nicht anders angegeben, verwenden Sie dazu immer die linke Maustaste (andernfalls werden Sie
beispielsweise angewiesen, mit der rechten Maustaste zu klicken). Indem Sie ein Objekt anklicken,
wahlen Sie es normalerweise aus.

Doppelklicken Sie auf bedeutet, dass Sie den Cursor wie oben beschrieben auf ein angegebenes
Objekt setzen und dann zweimal kurz hintereinander die Maustaste herunterdriicken und wieder
loslassen sollen. Durch Doppelklicken wird ein Objekt in der Regel aktiviert.

Ziehen Sie bedeutet, dass Sie den Cursor auf ein Objekt setzen, die Maustaste herunterdriicken und
die Maus, wahrend Sie die Maustaste gedrickt halten, an eine andere Stelle bewegen sollen. Sofern
nicht anders angegeben, verwenden Sie dazu immer die linke Maustaste (andernfalls werden Sie
beispielsweise angewiesen, mit der rechten Maustaste zu ziehen).

Die Benutzeroberfliche des Betriebssystems

Die Basis-Benutzeroberflache des Betriebssystems wird als "Desktop" bezeichnet. Der Desktop
bildet den Hintergrund fiir die darin enthaltenen Objekte.

Die Ausgangsobjekte auf dem Desktop ermdglichen es dem Benutzer, mit dem System auf logische
Art zu interagieren und die Objekte des Systems anzuzeigen.

Der Hintergrund, vor dem alle Bilder und Dialogfelder abgebildet sind, wird als Desktop bezeichnet.

In der Task-Leiste werden alle gegenwaértig aufgerufenen Fenster und Programme angezeigt. Sie
kdnnen zwischen den einzelnen Fenstern und Programmen wechseln, indem Sie auf den
entsprechenden Namen in der Task-Leiste klicken.

Die Schaltflache Start 6ffnet ein Mend, Uber das Sie die gewiinschten Programme starten. Klicken Sie
auf die Schaltflache Start. Das sich 6ffnende Meni enthalt verschiedene Meniloptionen mit einzelnen
Untermenus. Klicken Sie auf die gewlinschte Option.

Weiterhin stehen lhnen auf dem Desktop einige Symbole zur Verfligung. Sie aktivieren ein solches
Symbol, indem Sie darauf doppelklicken.

Im folgenden werden kurz die einzelnen Objekte erlautert, die Sie auf dem Desktop sehen.

Zu den Standardobjekten auf dem Desktop gehort das Symbol My Computer. Wenn Sie auf dieses
Symbol doppelklicken, 6ffnet sich das Fenster My Computer.

Uber das Fenster 'My Computer' haben Sie leichten Zugriff auf die Hauptkomponenten Ihres
Computersystems oder Ihrer Arbeitsstation, so z.B. auf die Festplatte(n) oder die Diskettenlaufwerke.
Wenn Sie beispielsweise auf das Symbol Hard disk [C:] doppelklicken, wird IThnen der Inhalt der
Festplatte Ihres PC angezeigt. Auf diese Weise hat der Benutzer die Méglichkeit, lokale Ressourcen
als Objekte anzuzeigen. Aulzerdem kdnnen Sie vom Fenster ‘"My Computer' auch auf die
Systemsteuerung (Symbol Control Panel) und den Drucker des Steuerrechners zugreifen, falls ein
Drucker installiert wurde. Falls Sie wahrend der Installation eine der lokalen Zusatzanwendungen wie
'Dial-Up Networking' installiert haben, erscheint diese auch im Fenster '"My Computer'.

Uber das Symbol Control Panel im Fenster My Computer kénnen Sie zudem jede beliebige
Systemkomponente anzeigen und verandern. Das Fenster Control Panel enthélt seinerseits ebenfalls
zahlreiche Symbole, die es Ihnen ermdglichen, Ihr System zu steuern. Méglicherweise sehen Sie auf
Ihrem PC noch andere, hier nicht erlauterte Symbole. Der Grund dafiir kann sein, dass Sie z.B. eine
andere Hardware installiert haben oder dass Sie eventuell an ein Modem oder ein Netzwerk
angeschlossen sind. Ein weiterer Grund kann auch sein, dass Sie andere Betriebssystem-Optionen
installiert haben.

Wenn Sie auf das Symbol Network Neighborhood doppelklicken, 6ffnet sich das Dialogfeld Network
Neighborhood und zeigt Thnen an, wer und welche Geréte mit lhrer Arbeitsstation verbunden sind.
Dieses Dialogfeld stellt einen sehr einfachen Mechanismus dar, um durch die Netzwerksysteme und
Ressourcen zu blattern, zu denen Sie unabhéngig vom jeweiligen Netzwerkhersteller eine
Verbindung herstellen kdnnen. Wenn frither ein System mit verschiedenen Netzwerktypen gleichzeitig
verbunden werden sollte, musste man sich beim AnschlieRen des Systems und Anzeigen des
Netzwerks immer nach den Vorgaben des jeweiligen Herstellers richten. Das Betriebssystem
dagegen ist in der Lage, eine allgemeine Ansicht des gesamten Netzwerks zu liefern, selbst dann,
wenn das Netzwerk Ressourcen von Windows NT, Novell NetWare, Banyan Vines oder anderen
enthalt.

Das Symbol Inbox wird verwendet, wenn Microsoft Exchange auf Ihrem System aktiv ist. Das
Betriebssystem verfligt Uber einen integrierten E-Mail-Dienst, der auf Microsoft Mail (MS Mail) und
Microsoft Exchange basiert. Falls sich in dem Netzwerk, an das lhr System angeschlossen ist, bereits
ein MS Mail Postoffice befindet, kann der Mail-Client des Betriebssystems direkt eine Verbindung
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dazu aufbauen. Uber das Symbol Inbox kénnen Sie auf Ihre Nachrichten zugreifen.

Das Symbol Recycle Bin (der Papierkorb) stellt das Depot fur geléschte Objekte dar. Solange sich
eine Datei in diesem Papierkorb befindet, kann sie, falls sie versehentlich geléscht wurde, schnell und
einfach wiederhergestellt werden. Das Betriebssystem behélt Dateien solange in diesem Depot, bis
das System uber keinen freien Plattenplatz mehr verfugt. In diesem Fall beginnt das Betriebssystem
den Inhalt des Papierkorbs (Recycle Bin) zu I6schen, wobei die &ltesten Dateien nach dem FIFO-
Prinzip (First-in First-out) zuerst geléscht werden.

‘Dateien, die iberschrieben wurden, weil zwei verschiedene Anwendungen eine Datei

‘mit demselben Namen verwendet haben, werden nicht im Papierkorb gespeichert.

Durch Doppelklicken auf das Symbol Recycle Bin zeigen Sie den Inhalt des Papierkorbs an. Wenn
ein leeres Fenster angezeigt wird, ist dies die Bestéatigung, dass sich keinerlei Objekte im Papierkorb
befinden.

Das Startmend

Durch einen einzelnen Klick mit der linken Maustaste auf die Schaltflache Start wird das Startmen(
geoffnet. Darin werden lhnen sieben Hauptkategorien von Optionen angezeigt, Uber die Sie die Arbeit
mit dem System aufnehmen kdnnen.

Durch einen einzelnen Klick mit der rechten Maustaste 6ffnet sich ein kleines Steuermen, in dem die
Optionen Open, Explore und Find enthalten sind.

Die Funktionsweise wird im folgenden beschrieben.

Starten von Programmen

Das StartmenU enthélt verschiedene Kategorien, in denen lhre Anwendungen und Ihre Arbeit
gespeichert sind. Sie kdnnen sich die einzelnen Untermenls anzeigen lassen, indem Sie mit der
Maus auf die gewiinschte Option zeigen. Dadurch wird automatisch das jeweils nachste Unterment
angezeigt. Hierbei brauchen Sie nicht mit der Maus zu klicken!

Die Option Programs 6ffnet das Untermenu zu Programs. In diesem Meni sind alle installierten und
Ihnen zur Verfiigung stehenden Anwendungen aufgefiihrt. Einige Optionen sind mit einem Pfeil
markiert. Dieser Pfeil zeigt an, dass ein weiteres Untermend folgt. Zeigen Sie z.B. mit der Maus auf
die Option Accessories, um sich das dazugehdérige Untermeni anzeigen zu lassen. Im Untermenti
zu Accessories wird eine Liste der im Betriebssystem integrierten Programme angezeigt.

TIP: Wenn Sie ein Objekt entweder vom Desktop oder Windows Explorer mit der Maus auf die
Schaltflache Start ziehen (drag) und dort absetzen (drop), wird automatisch eine Verknipfung erstellt.
Dieses Objekt erscheint ab sofort im Startmeni und kann nun darliber aufgerufen werden.

Sie haben mehrere Mdglichkeiten, um ein Programm zu starten. Die im folgenden beschriebene
Methode ist die einfachste:

1. Klicken Sie auf die Schaltflache Start.

2. Klicken Sie auf Programs.

3. Klicken Sie auf die Gruppe, die das Programm enthélt, das Sie starten méchten (z.B. LCS).

4. Klicken Sie auf das Program, das Sie starten méchten (z.B. Leica LCS).

AuRRerdem kdnnen Sie ein Programm starten, indem Sie ein Dokument, das Sie mit dem betreffenden
Programm erstellt haben, 6ffnen. Das Programm wird automatisch gestartet, wenn das Dokument
geoffnet wird. Doppelklicken Sie auf eine Dokumentendatei im Fenster My Computer oder im
Windows Explorer, um sie zu 6ffnen. Statt dessen kdnnen Sie auch auf die Schaltflache Start klicken
und im Menu Documents ein kirzlich verwendetes Dokument auswahlen.

Weiterhin haben Sie die Mdglichkeit, ein Programm zu starten, indem Sie auf das Programmsymbol
(sog. Shortcut) auf dem Desktop doppelklicken. Shortcuts sind Verknipfungen zu anderen Dateien.
Wenn Sie auf einen Shortcut klicken, verfolgt Windows die Verknlpfung zurtick bis zur urspriinglichen
Datei.

Wenn Sie ein Dokument oder ein Programm sehr haufig verwenden, moéchten Sie mdglicherweise
einen entsprechenden Shortcut erstellen, der auf dem Desktop zur Verfligung steht. Dazu missen
Sie mit der Maus auf das gewiinschte Objekt zeigen, die rechte Maustaste herunterdriicken, gedriickt
halten und das Objekt aus dem Fenster Windows Explorer oder My Computer herausziehen. Wenn
Sie nun die Maustaste loslassen, erscheint ein Menl. Wéahlen Sie in diesem MenU die Option Create
Shortcut(s) Here. Einige Programme erstellen wahrend ihres Installationsvorgangs automatisch einen
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Shortcut.

Das Betriebssystem verfolgt die Verknipfung zwischen einem Shortcut und dem
Criginal nicht aktiv zurtick. Das bedeutet: Wenn Sie beispielsweise einen Shortcut fiir

ein Programm erstellen und dann das Original in einen anderen Ordner verschieben

(und nicht kopieren), kann es vorkommen, dass der Shortcut nicht mehr funktioniert.

Der Ordner Startup hat eine besondere Funktion: Alle Programme, die sich in diesem Ordner
befinden, werden automatisch gestartet, sobald Sie das Betriebssystem starten.

Im Menl Documents sind die Namen der letzten 15 von lhnen erstellten Dateien aufgefihrt. Sie
kdnnen jede dieser Dateien und gleichzeitig die damit verbundene Anwendung 6ffnen, indem Sie
einfach in diesem Menu auf den Namen der Datei klicken.

Alle Dokumentendateien, die von einer Asnwendung aus geéffnet wurden (in der Regel
werden dazu in der jeweiligen Anwendung die Meniibefehle File/Open gewéhlt), sind
hier nicht aufgefiihrt. In dieser Liste sind nur all die Dokumente enthalten, die direkt

vom Desktop aus gedffnet wurden.

Das Menii Settings enthalt drei Befehle, {iber die Sie Anderungen an den Einstellungen Ihres
Systems vornehmen kénnen. Uber dieses Menii konnen Sie direkt auf die Systemsteuerung und den
Drucker zugreifen. AuBerdem 6ffnen Sie hieriber das Fenster Task Properties.

Die Moglichkeit, auf diese Weise die wichtigsten Dienstprogramme der Systemkonfiguration aufrufen
zu konnen, ist vor allem dann sehr hilfreich, wenn eine Anwendung bereits getffnet und im
Vordergrund aktiv ist und Sie schnell eine Anderung vornehmen méchten.

Die Option Find bietet Ihnen eine sehr einfache Mdglichkeit, nach Systemressourcen zu suchen. Im
Unterment dieser Option kdnnen Sie drei Arten von Suchen durchfuhren.

Die Task-Leiste

Die Task-Leiste — die sich am unteren Bildschirmrand befindet — zeigt konstant an, welche
Anwendungen derzeit auf dem System ausgefiihrt werden. Dariliber hinaus stellt sie eine einfache
Mdglichkeit dar, um zwischen den einzelnen Anwendungen zu wechseln. Sobald Sie eine weitere
Anwendung 6ffnen, werden die minimierten Ansichten der bereits gedffneten Programme in der Task-
Leiste angepaldt, so dass auch die minimierte Ansicht der neuen Anwendung in der Task-Leiste Platz
findet. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass immer alle gedffneten Anwendungen in der Task-
Leiste sichtbar sind. Um von einem laufenden Programm zu einem anderen zu wechseln, brauchen
Sie nur in der Task-Leiste auf die minimierte Ansicht des gewunschten Programms zu klicken.
Zudem stellt Ihnen die Task-Leiste konstant Zusatzinformationen und -funktionen zur Verfigung. So
z.B. die Systemzeit und die Lautstarkeregelung, falls Sie eine Sound-Karte installiert haben. All diese
Funktionen kénnen vom Benutzer nach Belieben geédndert und angepal3t werden.

Einstellen von Datum und Uhrzeit

Sie haben die Mdglichkeit, das aktuelle Datum, die Uhrzeit und die Zeitzone tber das Symbol
Date/Time im Fenster Control Panel einzustellen. Diese Einstellung ist sehr wichtig, da das
Betriebssystem alle lhre Dateien mit einem Datum und einer Uhrzeit versieht, sobald Sie sie erstellen
oder Anderungen daran vornehmen. Sie konnen die beiden Optionen auswahlen, indem Sie auf die
entsprechende Registerkarte klicken.

So dndern Sie Datum und Uhrzeit

Klicken Sie auf das gewiinschte Datum, oder verwenden Sie die Steuerschaltflachen, um den
angezeigten Monat und das Jahr zu &ndern. Die Uhrzeit kann auRerdem auch verandert werden,
indem Sie zunachst die digitale Anzeige auswahlen und die Zeit dann mit Hilfe des nach oben und
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des nach unten zeigenden Pfeils einstellen.

So andern Sie Zeitzone

Wabhlen Sie aus der Dropdown-Liste am oberen Rand des Dialogfeldes die entsprechende Zeitzone
aus. Achten Sie darauf, ob die Option zur automatischen Umstellung der Uhr auf Sommer- bzw.
Winterzeit ausgewahlt ist. Auf einigen Systemen kdnnen Sie au3erdem den markierten Bereich auf
die Weltkarte ziehen und an der korrekten Stelle absetzen.

Wenn Sie im Betriebssystem Anderungen an den Datums- und Uhrzeiteinstellungen vornehmen, wird
dadurch die batteriebetriebene CMOS Uhr in Ihrem System aktualisiert.

Je nach Konfiguration kann es vorkommen, dass Systeme, die an ein Netzwerk
angeschlossen sind, bei jedem Anmelden eine Datums- und Uhrzeitaktualisierung vom
Netzwerk-Server erhalten. Wenn die Uhrzeit im Server falsch ist, dann ist auch die

Uhrzeit Ihrer Arbeitsstationen inkorrekt. Bitte informieren Sie in diesem Fall lhren

Netzwerk-Administrator

Aufrufen der Hilfe

Das Betriebssystem enthélt ein umfangreiches und leistungsstarkes Hilfesystem. Zuséatzlich zu den
Hilfemends, die Ihnen in jedem Fenster zur Verfligung stehen, gibt es fir das Startmeni noch eine
eigenstandige und in sich abgeschlossene Hilfe. Um sie aufzurufen, missen Sie mit der Maus auf die
Schaltflache Start und anschlieBend auf Help klicken.

In diesem Dialogfeld stehen lhnen drei Registerkarten zur Verfugung: Contents, Index und Find. Die
Registerkarte Contents (Inhalt) liegt zuoberst auf. Die anderen Registerkarten kdnnen Sie aufrufen,
indem Sie einfach darauf klicken.

Contents

Die Registerkarte Contents zeigt die einzelnen Hilfethemen an. Die Hilfethemen sind in Kategorien
unterteilt und werden durch kleine Buchsymbole dargestellt. Doppelklicken Sie auf eines der Blicher,
um es zu 6ffnen. Es werden nun die darin befindlichen Blicher und Dokumente angezeigt.
Doppelklicken Sie auf eines der Blcher oder Dokumente, um es zu 6ffnen.

Index

Die Registerkarte Index enthélt einen Index mit allen zur Verfigung stehenden Themen. Geben Sie
den Begriff ein, den Sie nachschlagen méchten. Wahrend Sie die ersten Buchstaben eingeben, wird
in der Liste geblattert und der entsprechende Teil in der alphabetisch aufgebauten Index-Liste
angezeigt. Doppelklicken Sie, wenn Sie das gewiinschte Hilfethema in der Liste gefunden haben, auf
das Thema, um es anzuzeigen.

Find

Die Registerkarte Find bietet Ihnen statt der Suche nach Kategorien die Mdglichkeit der
Volltextsuche. Geben Sie den Begriff oder Ausdruck, zu dem Sie ein Thema in der Hilfe suchen
mochten, in das Textfeld ein. Das Textfeld ist mit einer Worterliste in lhren Hilfedateien verknipft. Alle
Begriffe oder Ausdriicke, die den von Ihnen eingegebenen Begriffen oder Ausdriicken entsprechen,
werden angezeigt. Sie kdnnen mehr als einen Begriff eingeben, indem Sie die einzelnen Begriffe
durch ein Leerzeichen voneinander trennen. Falls Sie die Suchoption andern mdchten, rufen Sie dazu
die Meniioption Options auf. Wenn Sie das erste Mal auf diese Registerkarte klicken, gibt Windows
die Meldung aus, dass Sie zunachst eine Liste erstellen miussen. Klicken Sie auf Next und
anschlieBend auf Finish, um die Liste zu erstellen. Sie sehen nun die Hauptregisterkarte Find. Geben
Sie den gesuchten Begriff in das obere Textfeld ein. Klicken Sie dann im mittleren Feld auf ein Wort,
um die Suche einzugrenzen. Sehen Sie sich zuletzt die am unteren Rand angezeigte Liste mit
Hilfethemen durch, und doppelklicken Sie auf das Thema, das Sie lesen mdchten.

Wenn Sie sich das Thema durchgelesen haben, kénnen Sie entweder auf Help Topics klicken, um
zum Hauptbildschirm der Hilfe zurtickzukehren, oder auf Back, um zum vorhergehenden Hilfethema
zuriickzukehren. Klicken Sie auf die Schaltflache Close, um die Hilfe zu verlassen.

Verlassen des Betriebssystems (Shutdown)

Klicken Sie grundsatzlich immer erst auf den Befehl Shut Down, bevor Sie Ihren PC ausschalten.
Uber den Befehl Shut Down wird das Betriebssystem korrekt beendet (heruntergefahren). Gleichzeitig
stellen Sie damit sicher, dass auch alle tibrigen noch laufenden Prozesse ordnungsgeman
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angehalten und Daten, die sich gegebenenfalls im Cache befinden, vom Cache auf die Festplatte
Ubertragen werden. Es stehen Ihnen verschiedene Optionen zur Verfigung, wenn Sie das System
herunterfahren.

‘Wenn Sie den Computer ausschalten, ohne ihn vorher ordnungsgemaf

‘herunterzufahren, kann dies zu erheblichen Datenverlusten fiihren.

Einrichten von Benutzern

1. Einloggen als Administrator

Melden Sie sich an als Administrator. Verwenden Sie dazu die ID: "Administrator" und das
Passwort:"Admin"

2. Offnen Sie den User-Manager

Waéhlen Sie Start— Programs — Administrative Tools - User Manager

3. Definieren Sie einen neuen Benutzer

Geben Sie dazu in dem gedffneten Dialogfenster mindestens folgende Angaben ein:

1. Username

2. Password (muss in der folgenden Zeile zur Bestatigung noch einmal eingegeben werden)
Wahlen Sie von den Checkboxen folgende beiden aus:

a.) "User must change password at next logon" (Damit kann der neu angelegte Benutzer sein eigenes
Passwort beim Einloggen definieren)

b.) "Password never expires" (Damit hat ein einmal definiertes Passwort solange Glltigkeit, bis es
entweder im User Manager gedndert oder der Benutzer geldscht wird)

Waébhlen Sie in der Fusszeile des Dialogs die Option "Profiles" aus. Hier geben Sie im Feld "Local
path" nun den folgenden Pfad zum Ablegen der benutzerspezifischen Datein an:
d:\users\username ("username" ist ein Platzhalter. An seiner Stelle muss der tatsachlich definiertes
Benutzername angegeben werden.]

‘Werksseitig eingebaute Festplatten werden mit 2 Partitionen (C:\ und D:\) geliefert. Das

Benutzerverzeichnis soll auf der Partition D:\ angelegt werden.
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Inbetriebnahme des Konfokalsystems

1. Priifen Sie, ob der Software-Kopierschutzstecker auf der parallelen Druckerschnittstelle
ihres Rechners vorhanden ist.
Ohne den Kopierschutzstecker kénnen Sie die LCS Software NICHT starten.

2, Schalten Sie das oder die Mikroskop(e) und die Lichtquellen ein.

Alle manuellen Leica Mikroskopstative (DM-LM, DM-IRB, DM-R, DM-LFSE) lassen sich an den
seitlich am Stativ angebrachten Schaltern ein- und ausschalten.

Alle automatisierten Leica Mikroskopstative (DM- LFSA, DM-RXA, DM-RXA2, DM-RE, DM-IRBE)
lassen sich an den seitlich am Stativ angebrachten Schaltern ein- und ausschalten.

Die Leica Mikroskopstative DM-LFSA, DM-IRE2 und DM-RXAZ2 lassen sich an der separaten
Elektronikeinheit (LEICA CTR MIC Electronics box) ein- und ausschalten.

Alle Fluoreszenzlampen sind mit einem eigenen Netzteil ausgertstet. Sie lassen sich

deshalb auch nur an diesem Netzteil ein- und ausschalten.

3. Schalten Sie nun am Bedienpult die Schalter fiir den Steuerrechner (PC), den
Konfokalscanner (Scanner) und die Laser (Lasers) ein

4. Melden Sie sich am Rechner an

Wenn flr Sie bereits eine eigene Benutzer ID erzeugt wurde, verwenden Sie bitte diese. Damit ist
sichergestellt, dass benutzerspezifische Einstellungen auch tatsachlich nur fir Sie abgespeichert und
bereitgehalten werde. Falls der Systemadministrator fiir Sie noch keine eigene Benutzer-ID angelegt
hat, melden Sie sich an als "TCS_User". Ein Passwort ist keines einzugeben.

5. Starten Sie das LCS-Programm

Klicken Sie dazu auf das Programmsymbol auf dem Desktop des Rechners.
L|C
S

Seica

6. Wahlen Sie nun ein Softwareprofil aus

Fur jeden Benutzer Iass sich ein eigenes Profil erstellen, das sowohl den Aufbau der graphischen
Benutzeroberflache als auch die Definition benutzerspezifischer Einstellungen des Konfokalsystems
beinhaltet.
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Warten Sie mit dem nachsten Schritt, bis die Initialisierung der Hardwarekomponenten

komplett abgeschlossen ist.

7. Legen Sie eine Probe auf und richten Sie die Probe im konventionellen Mikroskopiermodus
ein.

Fokussieren Sie zunachst auf eine Stelle in lhrer Probe die Sie beobachten wollen. Stellen Sie
danach die Kdhlerbeleuchtung ein (siehe Kapitel "Kéhlerbeleuchtung" Seite 40)).

a.) Einstellen auf konventionelle Beobachtung bei den aufrechten Mikroskopen der Baureihe DM-
Rxxx, DM-LFxx

DM_'Rxx Mikroskopreihe: DM-LFSx Mikroskopreihe:
Schaltstange auf "VIS" stellen und FluoreszenZzfilterrad auf entsprechenden Filterwiirfel drehen
Pos.: 1 DAPI (optional), Pos2: TRITC, Pos3: FITC, Pos4: Leerposition (Scan)

b.) Einstellen auf konventionelle Beobachtung bei den inversen Mikroskopen der Baureihe DM-IRxx
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DM_IRxx Mikroskopreihe:
Linksseitige Schaltstange vollstandig herausziehen (entfernt und Fluoreszenzfilterrad auf
entsprechenden Filterwtirfel drehen

Pos.: 1 DAPI (optional), Pos2: TRITC, Pos3: FITC, Pos4: Leerposition (Scan) Rechtsseitige
Schaltstange vollstandig einschieben

Im Falle eines UV-Systems: Drehen Sie die Tubuslinse in die Position "Scan"

DM_IRxx Mikroskopreihe:
Rechtsseitiges Tubuslinsenrad auf "Scan" stellen.

8. Wechseln Sie nun in den Konfokalbetrieb

a.) Umstellen auf Konfokalbeobachtung bei den aufrechten Mikroskopen der Baureihe DM-Rxxx, DM-
LFxx

. ( : ) s
DMRxx Mikroskopreihe: DM-LFSx Mikroskopreihe:
Schaltstange und Fluoreszenzfilterrad auf "Scan” stellen

9. Auswahl eines spezifischen Satzes von Aufnahmeparametern (Applikation)
Driicken Sie die Taste "Beam" im Arbeitsschritt "Acquisition”
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Wabhlen Sie in dem gedffneten Dialogfenster "Beam Path Setting" eine Methode aus (rechtes oberes
Fenster)

Inbetriebnahme

FITC-TRITC-CyE glowas
FITCTRTC.OE
FITC-TRTC

FITC

FITCrade

GFP_852

Unter Methode wird ein Satz von Hardwareeinstellungen (IPS: Instrument Parameter
Setting) verstanden, der spezifisch fiir eine bestimmte Ausnahmetechnik und ein
spezielle Art der Probenpréparation ist. Die Bezeichung FITC/TRITC bezeichnet
beispielsweise die Einstellungen fiir ein Zweikanalaufnahme (simultan) fiir die beiden
Fluoreszenzfarbstoffe FITC und TRITC). Neben den firmenseitig vorgegebenen
Methoden kénnen selbstverstéandlich auch eigene Methoden definiert und

abgespeichert werden. Siehe hierzu das Kapitel "Benutzeranpassungen Software".

10. Auswahl des Mikroskopobjektivs

Driicken Sie die Taste "Obj." im Arbeitsschritt "Acquisition”

Waébhlen Sie aus dem gedtffneten Dialogfenster das Objektiv, das Sie verwenden wollen.
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Bei automatisierten Mikroskopstativen, wird das ausgewéhlte Mikroskopobjektiv

automatisch in den Strahlengang gebracht.
Fir andere Stative muss dies manual erfolgen.

11. Auswahl des Scanverfahrens

Dricken Sie die Taste "Mode" zur Auswahl des Scanverfahrens
XyZ

XZY

xt

xyt

xzt

: ‘
=

Mit dem Scanverfahren stellen Sie ein, welche Art von Datenstapel aufgenommen

werden soll. Sie kbnnen wéhlen zwischen
a.) rdumlichen Scanverfahren (xyz, xzy)
b.) zeitlichen Scanverfahren (xt, xyt, xzt, xyzt)

c.) spektralen Scanverfahren (xyA, xzA)

12. Auswahl des Scanformats

Driicken Sie die Taste "Format" zur Auswahl des Scanformats
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32 *32
64 * 64
128 * 128
256 ™ 256
512 * 32
512 * 64
512 * 128
512 * 256
512 * 512
640 * 512
1024 * 128
1024 * 256
1024 * 512
1024 * 1024
I%I—'

Format

‘Mit dem Scanformat legen Sie die Anzahl von Rasterpunkten fest, mit der Scanner das
‘Scanfeld abtastet.

13. Optimierung der Aufnahmeparameter im Endlosscan

Driicken Sie die Taste "Continuous." zum Starten des Endlosscans

Continuous

Sobald der Endlosscan lauft, kbnnen Sie mit der Bedienkonsole und den darauf definierten
Aufnahmeparametern die Bildqualitat optimieren.

Zu den Optimierungsparametern gehéren:

a.) die genaue Z-Position innerhalb der Probe

b.) der Verstarkungsfaktor des ausgewahlten Detektors

c.) den Durchmesser der Detektionslochblende

d.) den Zoomfaktor

14. Aufnahme eines dreidimensionalen, rdumlichen Datensatzes (3D-Serie)

14.1. Suchen Sie sich die obere Begrenzung des Datensatzes den Sie aufnehmen wollen.
Benutzen Sie dazu den entsprechenden Knopf zur Z-Positionseinstellung der Bedienkonsole.
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Standardmassig befindet sich die Einstellung der Z-Position auf Position 7 der

Bedienkonsole

fefs

View
iﬂ IB %= » LN |$ 1E |7 |8 el Itf
Beam E&| .Mode Gpeed Pl Zoom “'I|'§' i o ey Begin| Series ‘
[ = - = ]
|'0tu Exjian Th b =] & [&Tw ‘5 1 ‘Il' | Singh Scan ﬁ’q klww _Lml .int Sesine ’L'- T I
(FFatese]| ‘OainPMT 1 ‘Csin PMT 2 Guin PMT 3 SEan Gain Pirkala Zoom I Positian I F-r-l

T BakanHT i 17

= .
Standardbelegung der Bedienkonsole (unterer Bildrand)

14.2. Driicken Sie die Taste "Begin" zur Definition des Startpunktes der 3D-Serie

14.3. Suchen Sie sich die untere Begrenzung des Datensatzes den Sie aufnehmen wollen.
Benutzen Sie dazu den entsprechenden Knopf zur Z-Positionseinstellung der Bedienkonsole.

14.4. Dricken Sie die Taste "End" zur Definition des Endpunktes der 3D-Serie

1

End

-

4.5. Stoppen Sie nun den Endlosscan indem Sie die Taste "Cont.” noch einmal driicken.

[En

4.6. Dricken Sie die Taste "Sect.” zur Definition der Anzahl optischer Schnitte.

o "_.II
- '
-
=

‘Weitere Details zu dieser Funktion kénnen Sie der Onlinehilfe entnehmen

14.7. Dricken Sie die Taste "Aver." zur Definition der Anzahl von Mittelungsvorgangen (Frame-

- %g
b=

< o

2=} «Q

=t D

N

Genmittelt werden bei diesem Verfahren immer Aufnahmen eines einzelnen optischen

Schnittes

14.8. Driicken Sie nun die Taste "Series" zur Aufnahme der 3D-Serie
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Series

15. Abspeichern der Bilddaten

Wabhlen Sie aus der Meniizeile File->Save as zum Abspeichern des Datensatzes

Weitere Details zum Thema Abspeichern von Datenséatzen und zu Speicherformaten,

siehe Kapitel ,,
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‘Offnen und Speichern von Datensétzen

‘ “ Seite 46
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Einstellen der Kdhlerbeleuchtung

Was ist die Kbhlerbeleuchtung?

In einem mikroskopischen Bild kann immer nur ein bestimmter Bereich einer Probe abgebildet
(Bildfeld). Die Kéhlerbeleuchtung erlaubt es, genau diesen Bereich zu beleuchten. Der Hintergrund
fur die genaue Ausleuchtung des Bildefeldes ist folgender:

Wenn der ausgeleuchtete Bereich kleiner ist als das Bildfeld, wird der vom Objektiv wahrgenommene
Lichtkegel und damit die numerische Apertur kleiner. Da das optische Auflésungsvermogen direkt von
der numerischen Apertur abhangt, wird bei geringerer Ausleuchtung auch das optische
Aufldsungsvermdgen verringert - was in den meisten Fallen nicht gewollt ist.

Wenn der ausgeleuchtete Bereich groR3er ist als das Bildfeld, fuhrt dies zu vermehrtem Streulicht.
Dies fuhrt wiederrum zu einer Verringerung des Bildkontrastes. Dies kann zu Folge haben, dass
optisch aufgeldste Strukturen des mikroskopischen Bildes nicht mehr beobachtet werden kénnen.
Die Kohlerbeleuchtung stellt einen Kompromiss zwischen maxinmalem Kontrast und maximalem
Aufldsungsvermdgen dar. Die leistungsféhigsten Mikroskopobijektive erreichen oft nur bei exakt
eingestellter Kohlerbeleuchtung ihr bestes optisches Verhalten.

Einstellen der Kéhlerbeleuchtung
1. Fokussieren

Stellen Sie einen Bereich lhres Praparates scharf ein, der fir Sie von Interesse ist. Achten Sie dabei
noch nicht auf die Bildqualitét.

2. Offnen der Aperturblende
Offnen Sie die Aperturblende vollsténdig. Diese wird spater wieder soweit geschlossen werden, bis
der gewilinschte Kontrast erreicht ist.

NN =

DM-LSFxx

A: Aperturblende, F: Feldblende
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3.SchlieBen der Feldblende

Das Bildfeld wird dadurch in den meisten Bereichen dunkel werden. Sie werden einen unscharfen,
unfokussierten Lichtfleck sehen. Falls dieser Lichtfleck beim schlieBen der Feldblende aus dem
Gesichtsbereich verschwindet, ist die Feldblende zu zentrieren. In diesem Fall sollten Sie die
Feldblende soweit zu 6ffnen, bis der Lichtfleck am Rand des Gesichtsfeldes zu sehen ist.

‘Falls kein Lichtfleck zu sehen ist, ist der Kondensor méglicherweise auf die falsche
|H0'he eingestellt. Verstellen Sie deshalb die Héhe des Kondensors, bis Sie die

Feldblende sehen kénnen.

4. Fokussieren
Stellen Sie den Rand des Lichtflecks nun scharf ein, in dem Sie die Hohe des Kondensors verandern.

5. Zentrieren

Drehen Sie die Zentrierschrauben des Kondensors solange, bis der Lichtfleck in der Mitte des
Gesichtsfeldes zentriert ist. Das Zentrieren geht etwas einfacher, wenn Sie die Feldblende etwas
offnen um den Lichtfleck zu vergréRRern.

6. Offnen der Feldblende
Offnen Sie die Feldblende nun so weit, bis der Lichtfleck gerade am Rand des Bildfeldes
verschwindet.

7. SchlieRen der Aperturblende
Schliel3en Sie die Aperturblende so weit, bis Sie den gewiinschten Bildkontrast erreicht haben
(Offnen auf ca. 70% des maximalen Durchmessers).

8. Wenn Sie das Objektiv wechseln
Es kann vorkommen, dass Sie nach Objektivwechsel die Kohlerbeleuchtung nachjustieren missen.
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Pflege und Reinigung

Informationen zu Wartung und Pflege des konventionellen Leica Forschungsmikroskopsfinden Sie in
den entsprechenden Handbuichern.

Anweisungen und Zusatzinformationen, die die Komponenten des konfokalen Systems TCS SP2
betreffen, sind im folgenden zusammengefalit.

Standortwahl

Setzen Sie das System niemals Zugluft aus. Es sollte dafiir gesorgt werden, dass das TCS SP2
niemals in der Ndhe von Aufziigen, Klimaanlagen oder anderen Ein- und Auslassen aufgestellt wird.
Planen Sie deshalb den Aufstellungsort genau.

Mikroskop vor Staub und Fett schitzen

Wenn Sie das System nicht verwenden, sollten Sie es immer mit einer Kunststofffolie (im
Lieferumfang enthalten) oder einem sauberen Baumwolltuch abdecken. Das System sollte in einer so
weit wie moglich staub- und fettfreien Umgebung betrieben werden. Befinden sich keine Objektive im
Objektivrevolver, sollten die freien Positionen immer mit Staubschutzkappen versehen werden.
Aggressive Chemikalien unter grof3er Vorsicht verwenden

Gehen Sie auf3erst Vorsichtig vor, wenn Sie bei Ihrer Arbeit mit S&uren, Laugen oder anderen
aggressiven Chemikalien zu tun haben. Achten Sie darauf, diese Substanzen von den optischen und
mechanischen Komponenten des Systems fernzuhalten.

Reinigen des optischen Systems

Das optische System des Mikroskops muss sich stets in gereinigtem Zustand befinden. Auf keinen
Fall sollten Sie die optischen Komponenten mit den Fingern oder etwas Staubigem oder Fettigem
berthren.

Entfernen Sie Staub mit einem feinen, trockenen Haarpinsel. Falls dies nicht ausreicht, kénnen Sie
ein sauberes, mit destilliertem Wasser angefeuchtetes Tuch verwenden. Hartnéckige
Verunreinigungen lassen sich mit reinem Alkohol, Chloroform oder Naphtha von den Glasoberflachen
entfernen.

Falls eine Objektivlinse zufallig durch ungeeignetes Immersionsél oder durch die Probe kontaminiert
wird, wenden Sie sich bitte an Ihre néachste Leica-Vertretung. Dort berat man Sie gern Uber die
Verwendung bestimmter Lésungsmittel zur Reinigung. Lassen Sie sich unbedingt bei der Wahl der
geeigneten Losungsmittel beraten, da einige Losungsmittel den Klebstoff, mit dem die Linse
angebracht wurde, I6sen kdnnen.

Niemals die Objektive zum Reinigen 6ffnen!

Die Immersionslinsen sollten direkt nach der Verwendung vom Immersionsél befreit werden.
Entfernen Sie das Immersionsél zunéachst mit einem sauberen Tuch. Legen Sie, nachdem Sie den
groldten Teil des Immersionsdls entfernt haben, ein feines fir Linsen geeignetes Tuch Uber die
Immersionsseite der Linse. Bringen Sie nun eine Tropfen des Lésungsmittels auf, das man lhnen
hierfir empfohlen hat, und wischen Sie sanft mit dem Tuch Uber die Linsenoberflache. Wiederholen
Sie diesen Vorgang, bis die Linse vollstéandig gereinigt ist. Verwenden Sie dazu jedes mal ein neues,
sauberes Linsentuch.

Reinigen der Mikroskopoberflache

Verwenden Sie ein Baumwoll- oder ein Ledertuch (mit Naphtha oder Alkohol angefeuchtet), um die
Oberflache des Mikroskopgehéauses oder des Scanners (lackierte Teile) zu reinigen.

Niemals Aceton, Xylol oder Nitro-Verdinner verwenden, da sie den Lack angreifen!

Alle LEICA-Komponenten und -Systeme wurden sorgféltig und mit den modernsten
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Produktionsmethoden hergestellt. Falls Sie trotzdem mit Ihrem Gerat Probleme haben sollten,
versuchen Sie bitte nicht, die Gerate oder Zubehorteile selbst zu reparieren, sondern wenden Sie sich
bitte an lhre Leica-Vertretung.

Vor jeder Ortsénderung des Konfokalsystems, sollte dieses grindlich gereinigt werden.
Dies betrifft insbesondere Systeme, die sich in biologisch-medizinischen

Forschungslabors befinden.

Dies ist nétig, um eine evtl. vorliegende Kontamination zu beseitigen und damit eine
Verschleppung und eine Gefdhrdung anderer Personen zu vermeiden. Achten Sie

dabei nicht nur auf Oberflachen sondern insbesondere auch auf Ventilatoren und

Ktihleinrichtungen, da sich dort besonders haufig Staub ansammeln kann.
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Die Leica Confocal Software: Ein Uberblick

Starten der Software

Voraussetzungen zum Starten der Software

Die LCS Software verflgt tber ein Schutzsystem, das es gewahrleistet, dass jede verkaufter
Softwarelizenz nicht auf zwei Computern gleichzeitig lauft. Des weiteren werden tber dieses
Schutzsystem auch séamtliche zusétzlich gekaufte Applikationspakete freigeschaltet. Das
Schutzsystem besteht aus einem Hardwarestecker (ein sog. Dongle), der auf die parallele
Schnittstelle des Steuerrechners aufgesteckt wird. Die Funktionalitat der parallelen Schnittstelle (z.B.
Druckeransteuerung o0.4.) wird dadurch nicht beeintrachtigt. Sollten Sie einen separaten Rechner mit
einer Zweitinstallation betreiben wollen, so ist der Schutzstecker auf die parallele Schnittstelle des
Zweitrechners aufzustecken.

‘Sobald Sie den Schutzstecker vom Steuerrechner des Konfokalsystems abgezogen
|haben, kann die Software nicht mehr gestartet werden. Das bedeutet, dass das

‘Konfokalsystem nicht mehr zu betreiben ist.

Die LCS Software kann in zwei Modi gestartet werden, dem Hardwaremode und dem
Simulationsmode. Im Hardwaremode werden samtliche Hardwarekomponenten von der Software
angesprochen und initialisiert. Aus diesem Grund sollten Sie beim Start im Hardwaremode die
Hardware zuerst und nach ca. 20 Sekunden die Software starten.

Im Simulationsmode lauft die Software komplett ohne Hardware. Diese Betriebsart empfiehlt sich bei
Zweitinstallationen auf einem weiteren Rechner und ist z.B. fir Schulungen oder Offline-Analyse von
bereits aufgenommenen Datenséatzen geeignet.

Vorgehensweise beim Start der Software

Waéhlen Sie Start|ProgramsjLeica Confocal Software.. Es 6ffnet sich der Startbildschirm der Leica
Confocal Software. In diesem Fenster kdnnen Sie nun aus drei Profilen wéhlen.

Company

Mit dieser Option wird die Leica Confocal Software mit werksseitig vorgegebenen Einstellungen
gestartet. Das bedeutet, dass die Konfiguration und die Position der Toolbars fest vorgegeben ist.
Diese Einstellungen kénnen nicht geandert werden.

Personal

Mit dieser Option wird ein benutzerspezifisches Einstellungsprofil verwendet. Der Benutzername
wiederum hangt davon ab, unter welchem Account sich eine Person am Betriebssystem anmeldet.
Wenn beim ersten Start durch einen Benutzer noch kein personliches Einstellungsprofil vorliegt, wird
automatisch die werksseitige Standardeinstellung als personliches Profil verwendet.

Last Exit

Mit dieser Option wird das zuletzt verwendete Einstellungsprofil verwendet.

Fiir Fortgeschrittene:

Wenn Sie Uber mehrere Einstellungsprofile verfiigen, konnen Sie diese beim Start laden, wenn Sie
mit dem Mauszeiger auf die Schaltflache mit den drei kleinen schwarzen Punkten driicken (befindet
sich am rechten unteren Rand der Profiloptionen). Hier kbénnen Sie auch Ihr aktuell eingestelltes
personliches Einstellungsprofil wieder auf das werksseitige Standardprofil zurlicksetzen.

Nach Driicken der Start-Schaltflache wird die Leica Confocal Software mit dem entsprechenden
Einstellungsprofil gestartet.

‘Die Software startet nach einer gewissen Zeit unter Benutzung des ausgewahlten

‘Einstellungsprofils auch selbst.
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Das experimentelle Konzept der Software

Die Leica Confocal Software erlaubt es, Bilddaten oder Ergebnisse von Bildverarbeitungsschritten zu
Gruppen zusammenzufassen. Je eine Gruppe wird "Experiment" genannt und in einem speziellen
Datenformat (*.lei) abgespeichert. So kénnen originale experimentelle Bilddaten gemeinsam mit
Bilddarstellungsdaten abgelegt werden. Weitere Details enthehmen Sie bitte dem Kapitel
"Datenorganisation durch Gruppieren von Experimenten"”

Prinzipieller Aufbau der Benutzeroberflache

Das Aussehen der graphischen Benutzeroberflache - im Folgenden kurz GUI (Graphical User
Interface) genannt - héngt sehr stark vom verwendeten Einstellungsprofil ab. Dennoch verfugt das
GUI Uber eine Reihe von Standardelementen.

Das GUI verfugt tber folgende Standardelemente:

Die Meniizeile

In ihr befinden sich die Kategorien File, View, Macro, Tools, Window sowie Help. Innerhalb dieser
Kategorien finden Sie Befehle und Informationen zur allgemeinen Darstellung, Einstellung sowie zur
Anpassung an den Benutzer. Sie enthalt keine Funktionen zur direkten Steuerung von
Scanfunktionen. Diese befinden sich im TCS-Meni (View - Menu - TCS-Menu). Die Menizeile
selbst kann nicht konfiguriert werden.

Das Ansichtsfenster (TCS_Viewer)

In ihm werden Bilddaten, experimentelle Bedingungen sowie Angaben zum Benutzer angezeigt. Das
Bildfenster kann konfiguriert werden (siehe Kapitel "Modifikation der Benutzeroberflache und
Definition benutzerspezifischer Einstellungen™). Das Bildfenster zeigt nicht nur konfokale
Bilddatensatze, sondern auch experimentelle Daten wie Systemeinstellungen. Ein Bildfenster fir ein
neues Experiment kann getffnet werden tber File — New.

TCS-Menii (TCS_Menu)

Das TCS Menu enthalt die Schaltflachen zu den einzelnen Funktionen des Gerates. Es ist unterteilt in
einzelne Arbeitsschritte. Je nach Softwareausstattung kann die Anzahl der Arbeitsschritte
unterschiedlich sein. Der Standardsatz von Arbeitsschritten besteht aus der Datenaufnahme
(Acquire), der Bilddarstellung (View), der Oberflachenrekonstruktion (3 D), den Messfunktionen
(Quantify), den Bildverarbeitungs- und Analysefunktionen (Process) sowie den
Dokumentationsfunktionen (Annotate). Falls das TCS Menu im aktuellen Einstellungsprofil nicht
angezeigt wird, kbnnen Sie es Uber View . Menu - TCS Menu ein- und ausschalten.
Schaltflichenbereich (Toolbar)

In diesem Bereich kénnen einzelne Tasten (Funktionsbuttons) eingefligt und benutzerspezifisch
eingerichtet werden. Der Vorteil des Schaltflachenbereichs liegt vor allem darin, dass er sich mit dem
gesamten Inhalt an Schaltflachen ein- und ausschalten lasst. Gehen Sie hierfir wie folgt vor: View -
Menu - Container.

Ansichtsfenster fiir Dokumente (Experiment Overview)

In ihm werden die aufgenommenen Experimente sowie deren Inhalte in einem Verzeichnisbaum
dargestellt. Das Ansichtsfenster kann gedffnet werden Uber View - Experiment Overview.
Statusleiste (Statusbar)

Die Statusleiste befindet sich am unteren Rand der Benutzeroberflache der Leica Confocal Software.
In ihr werden angezeigt:

- Der Fortschritt beim Laden von Bilddaten (Progressbar)

- Die Versionsnummer der Software

- Die Bezeichnung der Maschinenkonfiguration (Systemtyp).

Details tber Einzelfunktionen kdnnen Sie dem Kapitel "Die LCS Softwarefunktionen" entnehmen.
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Offnen und Speichern von Datensitzen

Lesbare Dateiformate

Folgende Dateiformate lassen sich in der Leica Confocal Software 6ffnen und darstellen
Experimente (*.lei):

Es handelt sich hierbei um ein Leica-spezifisches, bindres Datenformat. Dieses Format ist fir Daten
von kompletten Experimenten vorgesehen.

TIFE-Dateien (*.tif):

Es handelt sich dabei um Leica Bilddateien im Single- und Multi-TIFF-Format. Es kénnen sowohl
Bilddateien in friher verwendeten TCS Formaten als auch externe Dateien im RGB-TIFF-Format
eingelesen werden.

Annotation (*.ano):

Es handelt sich hierbei ebenfalls um ein Leica-spezifisches, bindres Datenformat. In ihm werden
Prasentationsseiten (Annotations) abgespeichert. Die auf den Prasentationsseiten vorhandenen
Elemente wie Bilder, Texte und Grafiken liegen jeweils als einzelne Objekte vor.

Beim Lesen der Dateien werden nicht nur die Bilddaten sondern auch die experimentellen
Einstellungen geladen.

Automatische Ubernahme von Aufnahmeparametern

Mit der Leica Confocal Software kbnnen die Hardwareeinstellungen, die mit Experimenten oder
Einzelbildern abgespeichert wurden, fir ein neues Experiment ibernommen werden. So kann die
Aufnahme von verschiedenen Experimenten unter gleichbleibenden Einstellungen vorgenommen
werden. Zur Ubernahme aktivieren Sie das Ansichtsfenster des Datensatzes, dessen Einstellungen
Sie Ubernehmen wollen. Driicken Sie danach die Schaltflache "Apply" (befindet sich bei dem
werksseitigen Einstellungsprofil im Schaltflachenbereich [Toolbar]).

Falls Sie die Schaltfléche "Apply” nicht in einem der angezeigten Fenster vorfinden,
kénnen Sie die Taste in ein beliebiges Fenster laden mit Tools - Customize. Wéhlen
Sie in dem angezeigten Dialogfenster das Register "Commands”, Kategorie: File.
Klicken Sie mit der linken Maustaste auf die Taste "Apply", halten die linke Maustaste
gedriickt und ziehen Sie diese in das Fenster Ihrer Wahl. Lassen Sie die linke

Maustaste los um die Taste an der aktuellen Position einzufiigen.

Speichern von Bildern

Einzelbilder und Experimente lassen sich in denselben Datenformaten abspeichern wie sie bereits im
Abschnitt " Lesbare Dateiformate " beschrieben sind.

Speichern kdnnen Sie lhre Bilder und Experimente mit File — Save. Beim erstmaligen Speichern
eines Experimentes, wird automatisch die "Save as"-Funktion verwendet, die Sie zur Eingabe eines
Dateinamens auffordert. Neben der Definition eines geeigneten Dateinamens kénnen Sie hier auch
das Dateiformat wahlen. Experimente konnen nur im Leicaspezifischen *.lei-Format. Beim Speichern
von Experimenten kdnnen sie evtl. vorhandene Einzelbilder im *.tif oder *.raw-Format abspeichern.

Hatten Sie das Experiment oder das Bild bereits einmal abgespeichert, werden bei
jedem weiteren Speichervorgang die alten Daten (berschrieben. Wenn Sie dies nicht
wollen, und die neuen Daten unter einem anderen Namen abspeichern wollen, sollten

Sie File - Save as wéhlen.

Datenorganisation durch Gruppieren von Experimenten
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Das Konzept der Leica Confocal Software erlaubt es, Einzelbilder, Bildserien sowie Ergebnisse von
Bildverarbeitungsschritten zu einer Gruppe - einem Experiment - zusammenzufassen. Sie erhalten
einen Uberblick uber die geladenen Experimente im Experimentenansichtsfenster (Experiment
Overview). Falls das Experimentenansichtsfenster geschlossen ist, konnen Sie es mit View -
Experiment Overview 6ffnen. Mit File - New und File - New(Template) wird ein neues
Experiment angelegt. Ebenso werden bereits abgespeicherte Dateien, die Sie 6ffnen, als separate
Experimente verwaltet.

Zusammenstellen von Experimenten

Nachdem Sie mit File — New oder File - New(Template) ein neues Experiment definiert haben,
konnen Sie dieses sukzessive mit Daten fillen.

Bilder, die mit der Endlos-Scan-Funktion (Continuous scan) aufgenommen wurden,
werden beim nédchsten Scanstart automatisch iberschrieben. Wollen Sie eine
Einzelaufnahme dauerhaft als Teil eines Experimentes behalten, sollten Sie die Einmal-

Scan-Funktion wéahlen.

Teil eines Experiments sind Daten, die mit der "Einmal-Scan-" bzw. mit der "Serien-Scan"-Funktion
aufgenommen wurden. Flhren Sie an einem Datensatz Bildverarbeitungsfunktionen durch, kénnen
Sie die Ergebnisse ebenfalls als Bestandteil des Experimentes abspeichern. Wahlen Sie sich dazu
durch einen Doppelklick das gewlnschte Einzelbild bzw. die Serie aus dem
Experimentenansichtsfenster. Fiihren Sie nun die Bildverarbeitungsfunktionen durch (z.B.
Maximumsprojektion oder Topologiebild 0.4.). Markieren Sie den Bereich innerhalb des
Ansichtsfensters (Viewer), den Sie als Teil des Experimentes aufbewahren wollen. Uber die rechte
Maustaste (Kontextmeni) wahlen Sie Send to - Experiment. Die Option Selection (raw) legt eine
Kopie der Rohdaten des ausgewahlten Objektes als neuen, separaten Bestandteil des Experimentes
an. Die Option Selection (snapshot) legt ein RGB-Bild (keine 3D-Daten, reines Photo) des
ausgewahlten Objektes als neuen Bestandteil des Experimentes an.

Meniifunktionen

Folgende Funktionen stehen Uber die Menizeile zur Verfligung:

File-Menii

New:

Diese Option 6ffnet ein neues Experiment in einem neuen Ansichtsfenster. Fur die Darstellung des
Ansichtsfensters wird die aktive Voreinstellung verwendet (siehe dazu Kapitel " Voreinstellungen und
Vorlagen").

New (Template):

Diese Option 6ffnet ein neues Experiment in einem neuen Ansichtsfenster. Die Art der Darstellung
des Ansichtsfensters kann aus einem Satz von Vorlagen gewahlt werden.

Open:

Diese Option 6ffnet ein bereits abgespeichertes Experiment oder einen einzelnen Datensatz
(Bilddaten oder Annotation). Fir die Darstellung des Ansichtsfensters wird die aktive Voreinstellung
verwendet (siehe dazu Kapitel " Voreinstellungen und Vorlagen™).

Open (Template):

Diese Option 6ffnet ein bereits abgespeichertes Experiment, einen einzelnen Datensatz oder
Dokumentationsdateien Prasentationsdateien. Die Art der Darstellung des Ansichtsfensters kann aus
einem Satz von Vorlagen gewéhlt werden.

Close:

Diese Option schlie3t das aktuell aktive Experiment. Dabei wird das Experiment nicht automatisch
vorher gespeichert.
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Es wird nicht nachgefragt, ob das Experiment vor dem SchlieSen gespeichert werden

soll.

Close all:
Diese Option schlief3t alle Experimente. Dabei wird das Experiment nicht automatisch vorher
gespeichert.

‘Es wird nicht nachgefragt, ob das Experiment vor dem schlieRen gespeichert werden

soll.
Save:
Speichert das aktuelle Experiment.
Save as:
Speichert das aktuelle Experiment unter einem anderen Namen.
Recent files:
Offnet eine der zuletzt gedffneten Dateien.
Print:
Offnet einen Dialog zum Drucken des Inhaltes des aktuell aktiven Fensters.
Exit:

Beendet das Programm.

View-Menii

Menus:

Mit dieser Option kénnen das TCS-Menu und der Schaltflachenbereich (Toolbar) ein- oder
ausgeschaltet werden.

Statusbar:

Diese Option schaltet die Darstellung der Statuszeile am unteren Rand der Benutzeroberflache der
LCS Software ein bzw. aus.

Experiment Overview:

Diese Option 6ffnet ein Fenster, in dem die einzelnen Experimente und deren Bestandteile
(Datensatze, Graphen etc.) baumartig dargestellt werden. Durch Doppelklick auf den gewiinschten
Experimentbestandteil innerhalb des Experiment-Overview-Fensters, wird das entsprechende
Ansichtsfenster in den Vordergrund gestellt.

Viewer Options:

Mit dieser Option kénnen verschiedene Einstellungen fir die Darstellung von Datensatzen im
Ansichtsfenster vorgenommen werden (z.B. Darstellungswinkel und Berechnungsmethoden zur
Darstellung der Bilddaten u.a.).

Macro-Menii

Macros:
In Abhangigkeit von der installierten Software kdnnen mit dieser Option entweder Makros direkt
editiert oder nur aufgezeichnet und gestartet werden.

‘Nur wenn die komplette integrierte VBA- Entwicklungsumgebung (IDE) installiert wurde,
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kénnen Makros auch editiert und modifiziert werden.

Record a New Macro:

Startet den Makrorecorder zur automatischen Aufzeichnung eines Makros.

(Weitere Details entnehmen sie bitte der zur optionalen Makroentwicklungsumgebung mitgelieferten
Dokumentation.)

Pause Recording:

Unterbricht die automatische Aufzeichnung eines Makros.

Stop Recording:

Stoppt die automatische Aufzeichnung eines Makros.

Visual Basic Editor (optional):

Startet die Software zur Entwicklung von Makros und Programmen auf der Basis von Visual Basic for
Applications (VBA). Hier kdnnen Makros editiert, modifiziert und sogar ganze Programme entwickelt
werden.

Tools-Menii

Legend Info:

Diese Option 6ffnet das Dialogfenster zur Eingabe benutzerspezifischer Angaben. Diese Angaben
(z.B. Institutsname, Bezeichnung der Probe etc.) werden mit jedem Datensatz abgespeichert und
kdnnen in der Legende neben den aufgenommenen Bildern angezeigt werden.

Objective:

Diese Option 6ffnet das Dialogfenster zur Definition der verwendeten Objektive. Die von ihnen
verwendeten Objektive kbnnen aus der in dem Dialogfenster verfligbaren Liste per "Drag and Drop"
kopiert und damit der Software kenntlich gemacht werden.

Die richtige Angabe des Objektives ist wichtig, da einige berechnete GréBen davon
abhéngen (z.B. Scanfelddimensionen), automatische Anpassung der

Detektionslochblende.

Microscope:

Diese Option ermdglicht die Auswahl des verwendeten Leica Mikroskops. Diese Auswahl beeinflusst
die Art und Weise der Ansteuerung des Mikroskops (z.B. des motorisierten Objektivrevolvers).
Settings:

Diese Option ermdoglicht die Auswahl von Hardwareeinstellungen, die beim Offnen eines bereits
gespeicherten Datensatzes Ubernommen werden sollen.

License:

Mit dieser Option kénnen Lizensen nachinstalliert werden. Eine Lizenz wird Ublicherweise dann
nachinstalliert, wenn ein optional angebotenes Softwarepaket nachtréaglich hinzugekauft wird.

Window-Menii

New Window:

Diese Option 6ffnet ein neues Ansichtsfenster innerhalb desselben Experimentes. Damit kann
beispielsweise ein- und derselbe Datensatz in unterschiedlichen Darstellungen gleichzeitig angezeigt
werden (z.B. Topo- + Overlaydarstellung)

Help-Menii

Contents:
Offnet das Inhaltsverzeichnis der Onlinehilfe.
Search:
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Startet die Volltextsuche innerhalb der Onlinehilfe.
Index:
Offnet das Schliisselwortverzeichnis der Onlinehilfe.

Dateiformate LCS

Formate benutzerspezifischer und gerateabhangiger Daten

Die LCS Software verfugt Uber folgende Dateiformate flr benutzerspezifische Daten:

Verzeichnis: Leica

Verzeichnis: User

Instrumentenwerte (Instrument Parameter Settings) *IPS *IPS
Makros Company.mac User.mac
Vorlagen fir Bedienkonsole *.pbo *.pbo

Benutzerprofile

CompanyProfile.pro

PersonalProfile.pro
LastExitProfile.pro
LastRecent.Ist

Vorlagen *.prt *.prt
Kalibrierdaten Machine.lhw
Farbzuordnungstabellen *.lut

benutzerspezifisches Profil wie es bei der letzten * Ist

Benutzung definiert war

Im Einzelnen beinhalten die verschiedenen Dateiformate:

*IPS

In diesem Format werden Instrumentenparameter abgespeichert. Darunter fallen hardwarenahe
Einstellungen wie die Intensitat der einzelnen Laserlinien, die Anzahl von simultan benutzten
Kandlen, die Art des benutzten Hauptstrahlteilers, die Position und Bandbreite der einzelnen
Spektrophotometerblenden sowie die Sensitivitat der Detektoren. Es gibt sowohl werksseitig
definierte unveranderliche Standardsatze von Instrumentenparametern, die eine sehr schnelle
Einstellung der Hardware ermdéglichen. des weiteren kann sich jeder Benutzer
Instrumentenparameterséatze in seinem eigenen Benutzerverzeichnis abspeichern. Hiermit kénnen
Sie die fur Ihr Anwendungsgebiet typischen Instrumentenparameter abspeichern und reproduzierbar

fur andere Experimente bereitstellen.
*.mac

In diesem Format werden Makros abgespeichert. Makros beinhalten VBA (Visual Basic for
Application)-Programmcode. Die einzelnen Programmobjekte zur Steuerung des Konfokalsystems
werden von Leica in einem Objektmodell bereitgestellt. Weitere Einzelheiten zur Entwicklung von
Makros zur Steuerung des Konfokalsystems entnehmen Sie bitte dem Kapitel "Die LCS

Makrosprache".

Mit der Software werden werksseitig bereits vordefinierte Makros mitgeliefert, die Sie sowohl
unveréandert verwenden als auch selbst modifizieren kénnen. Die selbsterstellten bzw. modifizierten
Makros werden im jeweiligen benutzerspezifischen Verzeichnis abgespeichert.

*.pbo

In diesem Format werden Vorlagen fiir die Belegung der Bedienkonsole gespeichert. Mit diesen
Vorlagen wird definiert, welcher Scanparameter durch welchen Drehknopf kontrolliert wird. Auch hier
gibt es werksseitige Voreinstellungen, die sich fur die meisten Standardanwendungen als sinnvoll
herausgestellt haben. Selbstdefinierte Vorlagen werden im benutzerspezifischen Verzeichnis

gespeichert.
*.pro

In diesem Format werden spezifische Profile der Benutzeroberflache abgespeichert. Dazu gehort,
welche Taste sich in welcher Position in welcher Toolbar befindet. des weiteren knnen neue
Toolbars definiert bzw. bereits definierte Toolbars aus und eingeblendet werden. Auch die Position
der Toolbars - ob eingebettet oder frei beweglich - wird in einem Profil festgehalten. So kann sich
jeder Benutzer seine eigene Benutzeroberflache gestalten. Systemverantwortliche kdnnen mit diesem
Werkzeug beispielsweise fir jede Kenntnisstufe des Benutzers (Einsteiger, Fortgeschritenere,

Experte) eine eigene Benutzeroberflache gestalten.
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*.Ist

Im Benutzerverzeichnis wird neben den einzelnen benutzerspezifischen Profilen auch noch das Profil
der letzten Benutzung sowie eine Liste mit den vier letzten vom Benutzer benutzten Datensétzen
abgespeichert.

*.prt

In diesem Format werden Vorlagen fiir das Ansichtsfenster "Viewer" gespeichert. Damit kann das
Aussehen und die Art der dargestellten Informationen spezifisch festgehalten werden. Eine Erklarung
der einzelnen Konfigurationsmaoglichkeiten erhalten Sie im Kapitel "Ansichtsfenster Viewer".

*.Ihw

In diesem Format werden Kalibrierdaten und Hardwareeinstellungen des Konfokalsystems
festgehalten. Diese Datei ist ausschliesslich von Servicepersonal, das von Leica Microsystems
Heidelberg zertifiziert ist, zu bearbeiten.

Verdnderungen in dieser Datei kbnnen schwerwiegende , unter Umsténden irreparable
Schaden am Konfokalsystem nach sich ziehen. Schéden, die nachweislich durch

Modifikation dieser Datei durch Benutzer zustande kommen, haben einen Verlust der

Garantie fiir das Gesamtsystem zur Folge.

*lut

In diesem Format werden Farbzuordnungstabellen abgespeichert. Mit ihnen werden die von den
Detektoren gemessenen Intensitatswerte jeweils einer Farbe zugeordnet. Damit kdnnen neben der
reinen Farbdarstellung, bestimmte Intensitatsbereiche herausgehoben werden. Néhere Einzelheiten
entnehmen Sie bitten dem Kapitel "Farbzuordnungstabellen auswahlen”.

Feststehende Leica spezifische Datenformate

Folgende Dateiformate lassen sich in der Leica Confocal Software 6ffnen und darstellen

Rohdaten (*.raw)

Das RAW-Format speichert Daten als lineares zweidimensionales Array im INTEL Format. Der
Spaltenindex des Arrays entspricht der schnellsten Abtastdimension (meist die x-Achse), der
Zeilenindex entspricht der langsameren Abtastdimension (meist die y-Achse). Bei einer 8-Bit-
Aufnahme wird jede MessgroRRe als einzelnes Byte abgespeichert. Bei einer 12-Bit Aufnahme werden
2 Bytes verwendet, wobei gemall dem INTEL-Format (littel endian) das erste Byte die héherwertigen
Bits enthalt. Jeder optische Schnitt wird fur jeden Kanal in einer separaten Datei mit der Dateiendung
.raw gespeichert. Die Namenskonvention lautet: Name des Experiments_Name des
Datensatzes_Kanalnummer_z-Dimension_Nummer des optischen Schnittes.raw

Experimente (*.lei)

Es handelt sich hierbei um ein Leica-spezifisches, bindres Datenformat. Dieses Format ist fur Daten
von kompletten Experimenten vorgesehen.

In diesem Dateiformat wird eine Dateibeschreibungen gespeichert, die auf eine Serie von Bilddateien
im TIFF-Format oder im RAW-Format verweist.

TIFF-Dateien (*.tif)

Es handelt sich dabei um Leica Bilddateien im Single- und Multi-TIFF-Format. Es kénnen sowohl
Bilddateien in friher verwendeten TCS Formaten als auch externe Dateien im RGB-TIFF-Format
eingelesen werden.

Annotation (*.ano)

Es handelt sich hierbei ebenfalls um ein Leica-spezifisches, binares Datenformat. In ihm werden
Prasentationsseiten (Annotations) abgespeichert. Die auf den Prasentationsseiten vorhandenen
Elemente wie Bilder, Texte und Grafiken liegen jeweils als einzelne Objekte vor.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 51 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH

LCS Softwarefunktionen: Aligemeiner Uberblick

Ob es sich bei der gespeicherten Messgré3e um einen Intensitatswert oder um einen

Hoéhenwert handelt, wird in der zugehérigen LEI-Datei gespeichert.

27 |26 ‘25 |24 |23 ‘22 |21 |20 215‘214‘213‘212‘211‘210|29‘28

Niederwertiges Byte laut INTEL-Format | Hoherwertiges Byte laut INTEL Format
Darstellung einer 12-Bit Zahl im INTEL-Format

Spezifikation des Dateiformats ,,Lei“ (Version beta 2.000)

Sobald in der LCS Software eine Datei gespeichert wird, wird ein zuerst ein Unterverzeichnis zum

aktuellen Verzeichnis angelegt.

In dieses Unterverzeichnis wird abgespeichert:

1. Eine Beschreibungsdatei; deren Aufbau wird im folgenden beschrieben. Sie dient der Interpretation

der Daten eines Experimentes durch die LCS Software

2. Die einzelnen Bilddateien; die Namensgebung der Bilddateien folgt der folgenden Logik:
NAME_Kanalnummer_dimensionindex. So bedeutet z.B. Chloroplast C1_Z1, dass der vom

Benutzer angebene Name des Datensatzes "Chloroplast” ist, dass das Bild dem ersten optischen

Schnitt eines dreidimensionalen Datenstapels (Z1) entspricht, und dass die Daten im ersten

Detektionskanal (C1) aufgenommen wurden.

|AII Folders |CDntents of 'C:A_|mages\Chloroplast!
@ Desktop 21| Mame

=3 l My Computer =iChioroplastie |
; = 3% Floppy (&) [E] Chloroplast_C1_2Z1 if
aroplast_C1_Z24
[£] Chloroplast_C1_2Z2 fif
oroplast_C1_J3tr
[£] Chloroplast_C1_2Z3 if
oroplast_Cd_A1
[£] Chloroplast_C2_Z1 if
..... a Chlaroplast [#] Chloroplast_C2_Z2 fif
_____ .3 Greenplant @Chlummast C2_Z3tf

Be/splel zum Abspeichern eines Exper/ments im "Lei"-Format

Struktur der Beschreibungsdatei

Die Beschreibungsdatei ist nur fir die LCS Software zu lesen.
Sie besteht aus einer Sammlung verschiedener Tabellen und besitzt folgende Struktur

Headertabelle

Byte Bedeutung Mégliche Werte
0..3 Byteanordnung 0x49494949 Intel LSB
0x4D4D4D4D Motorola MSB

4.7 Identifikation fur Leica "Lei" 0x016033F0

Format
8...11 | Versionsnummer aktuell: =x20000000
12 ... Adresse der Verzeichnistabelle | jede mdgliche Adresse im Bereich der Gesamtlange
15 A der Datei

Verzeichnistabelle A
| Adresse | Bedeutung | Datentyp des |
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Eintrags
Adresse von | Anzahl von Eintragen in dieser Tabelle DWORD
A=A
A+4 Index des ersten Eintrags (Gibt einen logischen Speicherblock DWORD
wieder, z.B. Aufnahmeparameter ("Hardwaresettings™) oder
Bildparameter ("Dimensionen")
A+8 Adresse A1 des 1.Eintrags DWORD
A+12 Index des ersten Eintrags (Gibt einen logischen Speicherblock DWORD
wieder, z.B. Aufnahmeparameter ("Hardwaresettings™) oder
Bildparameter ("Dimensionen")
A+l4 Address A2 des 2.Eintrags DWORD

Die Lange der Verzeichnistabelle hangt davon ab, wieviele Bilder und Bilddaten in einem Experiment
gespeichert werden sollen (Aufnahmeparameter, Anzahl Kanale, Anzahl optischer Schnitte etc.).
Jeder Eintrag in der Verzeichnistabelle entspricht dabei einem logischen Speicherblock.

Blocktabelle Xn

Adresse Bedeutungg Datentyp

Al bzw. A2 bzw. Prufziffer DWORD

A3.... A

A+ 4 Bytes Beschreibung des Inhaltes der Blocktabelle DWORD

(wird derzeit nicht benutzt)

A+ 8 Byte Version des Eintrags DWORD

A+ 12 Byte GroRRe des Eintrags DWORD

A+ 16 Byte Beginn des Eintrags Der Datentyp héngt vom Typ

des Eintrags ab

Folgende logischen Speicherblécke sind verfiigbar:

const DWORD ID_SERIES = 10;
const DWORD ID_IMAGES = 15;
const DWORD ID_DIMDESCR = 20;
const DWORD ID_FILTERSET = 30;
const DWORD ID_TIMEINFO = 40;
const DWORD ID_SCANNERSET = 50;
const DWORD ID_EXPERIMENT = 60;
const DWORD ID_LUTDESC = 70;

Fir den Datentyp DWORD ist ein Speicherplatz von 32 Bit definiert

Speicherblock ID_SERIES

Dieser Datenblock beinhaltet Informationen tber die Grol3e der kompletten, in einem Experiment
zusammengefassten Datenserie. Dieser Datenblock kommt immer genau ein einziges mal pro
Experiment auf. Der Datenblock ist folgendermalRen aufgebaut:

GroRe [byte] | Datentyp | Symbol | Beschreibung

4 int interne Versionshnummer

4 int nSE Anzahl von Bildserien

4 int nim Lénge eines Dateinamens in wchar

4 int nExt Lange der Dateiendung der Bilddatei in Bytes
nExt wchar Dateiendung der Bilddatei

Speicherblock ID_IMAGES
Dieser Block beinhaltet alle Dateinamen aller Bilddateien, die zu einer Serie gehéren. Der Datenblock
ist folgendermal3en aufgebaut:
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4 int nFiles | Anzahl der Einzelbilder der Serie
4 int Breite eines Einzelbildes
4 int Lange eines Einzelbildes
4 int Bits / Datenpunkt (Auflésung der Aufnahme)
4 int Datenpunkte / Pixel (Auflosung der Darstellung)
Fur die n&chsten n Bilddateien |
| nlm * 2 | wchar | | Name des nachsten Bildes \

Speicherblock ID_DIMDESCR
Dieser Block beschreibt, die wie ein Bild im n-dimensionalen Raum beschrieben wird.

GroRe Datentyp | Symbol | Beschreibung

[byte]

4 int interne Versionsnumber der VOXEL-Beschreibung

4 int Voxeltyp.z.B. RGB oder GRAY (siehe folgende Tabelle
VOXEL-TYPEN)

4 DWORD Bytegrti3e eines Pixels
Typisch: (1 oder 2) oder (3 oder 6 fir RGB)

4 DWORD Auflésung der Scandaten (8, 12 oder 16 Bit)

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette length in wchar (wchar =
wide character; Textzeichenformat, das im Gegensatz zum
ACSII-Format (1 Byte) eine 2-Byte-Codierung der Textzeichen
verwendet.

nTC*2 | wchar Maximaler Wert der MessgroRRe (Intensitatswert oder
Langenwert einer Strecke) fur ein Voxel.

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC*2 | wchar Minimaler Wert der MessgroR3e (Intensitatswert oder
Langenwert einer Strecke) fur ein Voxel.

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC*2 | wchar Kennzeichnung der Messgrof3e (1" fur Intensitat, "z" fur
Langenwert)

4 int interne Versionsnummer

4 int nDims Dimension des Bildes z.B.x_ y ch z=4

Fur die nachsten n
Dimensionen

4 DWORD Identifikationsnummer (ID) der Dimension (siehe folgende
Liste "ldentifikationsnummern (ID) fir Bilddimensionen")

4 DWORD Grol3e der Dimension (z.B. 512 Pixel)

4 DWORD Abstand zwischen Sub-Dimensionen (z.B. Byte-Abstand
zwischen den Bildserien zweier aufeinanderfolgender
Kanalnummern)

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC*2 | wchar Physikalische Lédnge mit LAngeneinheit z.B. 10 um

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC*2 | wchar Physikalische Startposition mit LAngeneinheit z.B. 10 um

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in Bytes

nTC wchar Name der Bildserie

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in Bytes

nTC wchar Beschreibung der Bildserie

Identifikationsnummern (ID) fiir Bilddimensionen
Folgende Identifikationsnummern sind mdglich:

ID (dezimal) | Bedeutung
0 undefiniert
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120 X
121 y
122 z
116 t fir Zeitdimension

6815843 Kanalnummer

6357100 Wellenlénge

7602290 Rotation

7798904 x-wide fir den motorisierten xy-Tisch
7798905 y-wide fUr den motorisierten xy-Tisch
7798906 z-wide fir den z-Tisch

4259957 userl (nicht spezifiziert)

4325493 user2 (nicht spezifiziert)

4391029 user3 (nicht spezifiziert)

6357095 Grauwert z.B. von Histogramm

6422631 Grauwertl z.B. von Histogramm
6488167 Grauwert2 z.B. von Histogramm
6553703 Grauwert3 z.B. von Histogramm

7864398 logisches x (nicht physikalischer sondern logischer Positionswert)
7929934 logisches y (nicht physikalischer sondern logischer Positionswert)
7995470 logisches z (nicht physikalischer sondern logischer Positionswert)
7602254 logisches t (nicht physikalischer sondern logischer Positionswert)
7077966 logischer Wellenlangenwert (nicht physikalischer sondern logischer Wert)
7471182 logischer Rotationswert (hicht physikalischer sondern logischer Wert)
5767246 logischer x-wide-Wert (nicht physikalischer sondern logischer Wert)
5832782 logischer y-wide-Wert (nicht physikalischer sondern logischer Wert)
5898318 logischer z-wide-Wert (nicht physikalischer sondern logischer Wert)

Speicherblock ID_FILTERSET

Dieser Speicherblock beschreibt die Hardwareeinstellungen wie beispielsweise Pinholedurchmesser
oder die ausgewahlten Filte. Der Speicherblock beginnt mit einem SAFEARRAY header, der die
Menge und die Grol3e der Eintrage beschreibt. Eine vollstandige Beschreibung der SAFEARRAY-
Struktur, siehe Anhang 1.

Von der SAFEARRAY -Struktur werden derzeit lediglich drei Eintrdge benutzt:

1. sa.cDims:

sollte = 1 sein. Es werden derzeit nur eindimensionale Datenfedler (Arrays) benutzt.
2. sa.cbElements:

GrolRe der Elemente in Byte

3. sa. rgsabound[0].cElements:

gibt an, wieviele Elemente in der Struktur enthalten sind

Grol3e [byte] Datentyp Symbol | Beschreibung
24 SAFEARRAY sa Microsoft-Typ, siehe Anhang 1
fur alle Elemente, die die Struktur
enthalt =
Sa.r gsabound[ 0] . cEl enent s
128 wchar Bezeichner fir den Inhalt des Eintrags
64 wchar Name einer Kurzbeschreibung, z.B. eine
tiff-Beschreibungs-Marke (tiff-tag)
64 wchar Zeichenkette (hier steht der Inhalt der
Zeichenkette)
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16 VARIANT beinhaltet den Datentyp und den Datenwert
(mit Ausnahme des Datentyps "string"
(Zeichenkette); dieser wird im obigen Feld
beschrieben)

4 DWORD separater Speicherplatz fir Datenwerte

4 DWORD unbenutzt

4 DWORD Bezeichner (ID) des Speicherblocks (nur flr
internen Gebrauch)

4 DWORD Testwert

Speicherblock ID_TIMEINFO
Dieser Speicherblock beinhaltet Zeitmarker fir Bildserien, die mit einem zeitabhangigen Scanmodus
aufgenommen wurden.

GroRe | Datentyp | Symbol | Beschreibung

[Byte]
4 int nDims | gibt an, wieviele Dimensionen die Beschreibung des Zeitmarkers
umfasst
4 int gibt an, welche Dimension mit einem Zeitmarker versehen
wurde
Fir die ndchsten n Dimensionen
4 DWORD Bezeichner (ID) der Dimension (siehe Beschreibung des
Speicherblocks D_DIMDESCR)
4 DWORD GroRe der Dimension (Anzahl Elemente z.B. 512 Pixel)
4 DWORD Abstand zwischen den einzelnen Dimensionseintragen
4 int nTS Anzahl der Zeitmarker
Fir die nédchsten nZeitmarker = nTS
64 wchar Zeitmarker als Zeichenkette (Datentyp "string")
4 int nT™M Anzahl der Zeitmarken pro Zeitmarker
Fir die ndchsten m Zeitmarken = nTM
4 int nC Anzahl von Dimensionen der
Zeitmarkerbeschreibung
loop nC |
4 int Koordinate in dieser
Dimension
64 wchar Zeitmarke als Zeichenkette
(Datentyp wchar)
Beispiel:

Bild mit folgenden Dimensionen und DimensionsgroRen:
X y ch Z
512 512 3 10

Die Beschreibung einer Zeitmarke lautet z.B. 512 _512 3 10. Diese Beschreibung passtgenau zur
Beschreibung des Bildes. Eine Zeitmarkerbeschreibung 1024 1024 _3_10 fir obiges Beispielbild
bedeuted, dass das Originalbild eine xy-Dimension von 1024*1024 hatte und per Software reduziert
wurde (downsampling). In solchen Fallen muss die Zeitmarke entsprechend neu berechnet werden.
Eine Zeitmarke kann zu jedem Zeitpunkt wéhrend eines n-dimensionalen Datenaufnahmeprozesses
(Scan) definiert werden. Eine Koordinate einer Zeitmarke von 0_0_2_7 bedeutet, dass die Zeitmarke
zu Beginn eines Datensatzes (0_0_c_#) im zweiten Kanal (0_0_2_#) fur den 7. optischen
Schnitt(0_0_2_7) gesetzt wurde.

Speicherblock ID_SCANNERSET
Dieser Speicherblock beinhaltet Gerateparameter, die zum Zeitpunkt der Bildaufnahme eingestellt
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werden.
Weitere Details Uber die SAFEARRAY-Struktur, finden Sie in der Beschreibung des Speicherblocks
ID_FILTERSET.

Grolde Datentyp Symbol | Beschreibung

[Byte]

24 SAFEARRAY | sa Microsofttyp, siehe Anhang

fur alle Elemente, die die Struktur enthélt = sa.r gsabound[ 0] . cEl enent s |

128 wchar Bezeichner fiir den Inhalt dieses Eintrags

64 wchar Name fur eine Kurzbeschreibung z.B. in der tiff-
Beschreibungs Marke (tiff-description-tag)

64 wchar Zeichenkette (hier steht der Inhalt der Zeichenkette)

20 VARIANT beinhaltet den Datentyp und den Datenwert (mit
Ausnhahme des Datentyps "string" (Zeichenkette); dieser
wird im obigen Feld beschrieben)

4 DWORD separater Speicherplatz fir Datenwerte

4 DWORD unbenutzt

4 DWORD Bezeichner (ID) des Speicherblocks (nur fir internen
Gebrauch)

4 DWORD Testwert

Speicherblock ID_EXPERIMENT

Beschreibung des benutzten Speicherformates (z.B.**.lei file with PC-Tiff images”)

GroélRe [Byte] | Datentyp | Symbol | Beschreibung

4 int interne Versionsnummer

4 int Anzahl von Bildern in der Datensammlung des Experimentes
4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC * 2 wchar Kurzbeschreibung des Formats

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC * 2 wchar Dateiendung der Hauptdatei

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC * 2 wchar Bezeichner des Einzelbildformats (z.B. PC-TIFF)

4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in wchar

nTC * 2 wchar Dateiendung fur das Einzelbildformat (z.B. tif / raw)

Speicherblock ID_LUTDESC

Beschreibung der Farbzuordnungstabellen (LUT's)

GroRe[Byte] | Datentyp | Symbol | Beschreibung
4 int nLU Anzahl von Kandlen
4 DWORD Bezeichner (ID) der Dimension, deren Darstellung eingeféarbt
wird.
Fir die nachsten Kanéle bis = nLU |
4 int interne Versionsnummer
1 bool bool Isinverted
4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in Bytes
nTC wchar Beschreibung der Farbzuordnungstabelle (LUT)
4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in Bytes
nTC wchar Dateiname der Farbzuordnungstabelle (falls vorhanden)
4 int nTC Lange der folgenden Zeichenkette in Bytes
nTC wchar Name der Farbzuordnungstabelle selbst
4 int Feld zur internen Verwendung
4 int Dimension der Farbzuordnungstabelle
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SAFEARRAY Data Type
FARSTRUCT t agSAFEARRAY {
unsi gned short cDims;

unsi gned short fFeatures;
unsi gned | ong cbEl enents;

typedef struct

unsi gned | ong clLocks;
voi d HUGEP* pvDat a;

SAFEARRAYBOUND r gsabound[ 1] ;

} SAFEARRAY;

/1 Count of dimensions in this array

/1 DON T CARE

/1 Size of an elenent of the array.
i ncl ude size of

/1 Does not
/1 poi nt ed-

to data.

/1 DON T CARE

/'l Pointer

// One bound for each dinension.

to the data.

‘Das leicaspezifische Dateiformat "LEI" benutzt nur eindimensionale Datenfelder

‘ (Arrays)

SAFEARRAYBOUND Structure
Represents the bounds of one dimension of the array. The lower bound of the dimension is
represented by | Lbound, and cEl enent s represents the number of elements in the dimension. The
structure is defined as follows:
typedef struct tagSAFEARRAYBOUND {
unsi gned | ong cEl ements;

| ong | Lbound;
} SAFEARRAYBOUND;

VARIANT and VARIANTARG
FARSTRUCT t agVARI ANT VARI ANT;

typedef struct

typedef struct tagVARI ANT {

VARTYPE vt ;

unsi gned short wReservedl;
unsi gned short wReserved2;
unsi gned short wReserved3;

uni on {

// num of elenents
/1 DON T CARE

unsi gned char bval ;

short i Val ;

| ong | Val ;

fl oat fltval;

doubl e dbl Val ;

VARI ANT_BOOL bool Val ;

SCODE scode

CcY cyVal ;

DATE dat e;

BSTR bstrVal ;

| Unknown FAR* punkVal ;
| Di spat ch FAR* pdi spVal ;
SAFEARRAY FAR* parray;
unsi gned char FAR* pbVal ;
short FAR* pi Val ;

| ong FAR* pl Val ;

fl oat FAR* pfltVal;
doubl e FAR* pdbl Val ;
VARI ANT_BOOL FAR* pbool Val ;
SCODE FAR* pscode;
CcY FAR* pcyVal ;
DATE FAR* pdat e;
BSTR FAR* pbstrVal ;
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/1 VT_Ul1.
11 VT 12

/1 VT 14

/1 VT_R4

/1 VT_R8

/1 VT_BOOL.
/1 VT_ERROR
/1 VT_cY

/1 VT_DATE.
/1 VT_BSTR
11 VT_UNKNOWN.

/1 VT_DI SPATCH.

11 VT_ARRAY| *.

/1 VT_BYREF| VT_U 1.
/1 VT_BYREF| VT_| 2.
/1 VT_BYREF| VT_| 4.
/1 VT_BYREF| VT_R4.
/1 VT_BYREF| VT_R8.
/1 VT_BYREF| VT_BOCL.
/1 VT_BYREF| VT_ERRCR
/1 VT_BYREF| VT_CY.
/1 VT_BYREF| VT_DATE.
/1 VT_BYREF| VT_BSTR
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| Unknown FAR* FAR* ppunkVal ; /1 VT_BYREF| VT_UNKNON.
| Di spat ch FAR* FAR* ppdi spVal ; // VT_BYREF| VT_DI SPATCH.
SAFEARRAY FAR* FAR* pparray; /1 VT_ARRAY| *.

VARl ANT FAR* pvar Val ; /1 VT_BYREF| VT_VARI ANT.
voi d FAR* byref; /1 Generic ByRef.

VARTYPE

In Dateien mit dem "LEI"-Format werden niemals Pointer als Parameter verwendet.

typedef unsigned short VARTYPE;

enum VARENUM

VT_EMPTY =0, /1 Not specified.

VT_NULL =1, /1 Null.

VT_I2 = 2, /1 2-byte signed int.

VT_ 14 = 3, /1 4-byte signed int.

VT_R4 = 4, /1 4-byte real.

VT_R8 = 5, /1 8-byte real.

VT_CY = 6, /1 Currency.

VT_DATE =7, /1 Date.

VT_BSTR = 8, /1 Binary string.

VT_DI SPATCH = 9, /1 1Dispatch

VT_ERRCR = 10, /1 Scodes.

VT_BOCL = 11, // Bool ean; True=-1, Fal se=0.

VT_VARI ANT =12, /1 VAR ANT FAR*.

VT_UNKNOWN = 13, /1 1 Unknown FAR*.

VT_U 1 = 17, /1 Unsigned char.

// OQther constants that are not valid in VARIANTs onmitted here.
}

VT_RESERVED = (int) 0x8000

/'l By reference, a pointer to the data is passed.

VT_BYREF = (int) 0x4000

VT_ARRAY = (int) 0x2000 /'l A safe array of the data is passed.

Der vt-Wert bestimmt die Interpretation der Daten des Experiments wie folgt:

Wert Beschreibung
VT _EMPTY |Kein Wert wurde angegeben
VT _Ull Ein unbenanntes 1-byte Zeichen wurde gespeichert in bVal.
VT 12 Ein 2-byte Ganzzahlwert (Integer) wurde gespeichert in iVal.
VT 14 Ein 4-byte Ganzzahlwert (Integer) wurde gespeichert in [Val.
VT R4 Ein IEEE 4-byte Gleitzahlwert (real value) wurde gespeichert in fitVal.
VT _RS8 Ein IEEE 8-byte Gleitzahlwert (real value) wurde gespeichert in db/Val.
VT CY Ein Fixkommawert wurde angegeben. Der Fixkommawet besteht aus 15 Ste_llen vor
- dem Komma und 4 Stellen nach dem Komma. Der Wert wurde gespeichert in cyVal.
VT BSTR Aysnahme fur Dateien im.Lei-Formgt: _
- Eine Zeichenkette wurde in der VariablenTCHAR gespeichert
Ein gleitender Nullwert wurde angegeben. Die gleitende Null ist dabei kein NULL-
VT_NULL |Zeiger. Dieser Wert wird bendtigt fir eine 3-Zustandslogik wie z.B. in der
Datenbankabfragesprache SQL.
VT_ERROR|Ein SCODE-Fehler wurde angegeben.Der Fehlertyp is spezifiziert in scodee.
Eine Boolesche Grél3e (wahr / falsch) wurde angegeben.
VT_BOOL |Der Wert OXFFFF (alle Bits=1) bedeutet "wahr", der Wert 0 (alle Bits=0) bedeutet
"falsch".
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VT_DATE

Ein Wert, der einem Datum entspricht, wurde angegeben.

Ein Datum wird gespeichert als Zahl im double-precision Format. Alle Daten werden

gespeichert als Differenztage zum 01.Januar 1900.

Der Eintrag "25" beispielsweise entsprOnlinehilfe fur TCS SP2icht dem 25.01.1900.
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Vorgehensweisen und Ubungen zu ausgewihlten
Prozessen

Aufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

1 | Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «Acquire» und o6ffnen Sie mit der Taste «Beam» das
Dialogfenster «Beam Path Setting».

Acquire
Beam

2 | Doppelklicken Sie in diesem Dialogfenster im Listenfeld oben rechts auf einen
Aufnahmeparametersatz (IPS), um wichtige Hardwareeinstellungen zu laden.
== B FITC-TRITC

L FITC
| FITCwide
| GFF
| REFLECTIOM
L Transmizsion
| TRITC
L TRITCwide
L

YFP ~

..... lm ser -

A

W¥Was ist ein Aufnahmeparametersatz?
Ein Aufnahmeparametersatz (IPS: Instrument Parameter Setting) ist eine Datei, in der alle fur
eine bestimmte Aufnahmetechnik spezifischen Hardwareeinstellungen abgespeichert werden.
«FITC-TRITC» beispielsweise bezeichnet die Einstellungen fir eine Zweikanalaufnahme mit
den beiden Fluoreszenzfarbstoffen FITC und TRITC. Mit einem Aufnahmeparametersatz
kénnen optimierte Hardwareeinstellungen in einer Datei abgespeichert und mit einem
einfachen Doppelklick wieder geladen werden. Mit einem «L» gekennzeichnete
Aufnahmeparameterséatze sind von Leica vordefiniert und kénnen nicht veréandert werden.
Benutzerdefinierte, editierbare Aufnahmeparameterséatze werden im Verzeichnisbaum unter
«U;gespeichert.

i
%Wie man benutzerdefinierte Aufnahmeparametersétze (IPS) erzeugt

3 | Ordnen Sie jedem aktiven Detektionskanal «PMT» die Farbzuordnungstabelle «Glow(O&U)»
Zu.

[rrn] 400

PMT 3

|=N0ne> j
7 Active [T Active [T Active
IE E:xt. Dyn. IH Ext. Diyn. [ Ext. Cyn.

P> Klicken Sie auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle
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Select LUT s
— Select channel
~Select LUT /
& -
S — = [}
c d3@ |92=2¢£55
an Sl o O
o Eooe o ElElEE a0 0
@) OO MMmMmoO000Eaa

il i
51 o b [t

ak. I Cancel | Sl |

P> Klicken Sie auf «Glow (O&U)» und auf «OK»

> Hinweis zur Bildqualitat
Die Farbzuordnungstabelle «Glow (O&U)» visualisiert Maximalwerte blau und Minimalwerte
gran. Damit ist sie fur die Optimierung der Bildqualitét bestens geeignet. In Schritt 12 wird
beschrieben, wie man mit Hilfe dieser Farbzuordungstabelle den Intensitatswertebereich einer
Aufnahme fir die Darstellung am Monitor optimiert.

4 | Bevor Sie mit der Optimierung der Bildqualitdit beginnen, Uberprifen Sie die
Standardeinstellungen der im Folgenden in Schritt 5 bis 9 genannten Aufnahmeparameter, die
wéahrend der Bildaufnahme nicht mehr verandert werden kénnen.

5 | Klicken Sie auf die Taste «Objective» und wéahlen Sie in der Liste ein Mikroskopobjektiv aus.

o

Obj

N PLAN 2.5x 0.07 DRY

N PLAN 5=z 0.12 DRY

C PLAN 10x 0.22 DRY

HC PL FLUOTAR 20x 0.5 DRY

C PLAN 40% 0.65 DRY

C PLAN 63% 0.75 DRY

N PLAN 100x 0.9 DRY
Falls keine Eintrage in der Liste erscheinen, missen die Mikroskopobjektive den Steckplatzen
des Objektivrevolvers zugeordnet werden.
P> Lesen Sie dazu die Hilfebeschreibung der Taste «Objective», indem Sie zuerst auf die Taste
«Help» und dann auf «Objective» Kklicken.

? =

Help Obj

> Hinweis zur Bildqualitat
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Die numerische Apertur des Mikroskopobjektivs bestimmt die Auflésung des Bildes, das heif3t
den minimalen Abstand zwischen zwei Punkten im Objekt, die noch als getrennt im Bild
dargestellt werden kénnen. Starker vergréssernde Objektive haben auch ein grol3eres
Auflésungsvermaogen.

Mit der Strahlaufweitung (Taste «Beam Expander») kann der Strahldurchmesser des
Laserstrahls optimal an die Linse des aktuell verwendeten Objektivs angepasst werden.

b

Expan.

Die Standardeinstellung «<Beam Exp 6» ist in den meisten Féllen optimal. Bei der Verwendung
schwacher Laser und hochauflésender Objektive kann durch Verwendung einer geringeren
Strahlaufweitung die Beleuchtung der Objektivlinse noch verbessert werden.

6 | Klicken Sie auf die Taste «Mode» und wéhlen Sie einen Scanmodus aus.
=

I
Mode|

| | xve

xzy
xt
xyt
®zt
xyzt
Xyh
Kzh

Mit dem Scanmodus bestimmen Sie die Dimensionalitit der Bildaufnahme. Sie koénnen
zwischen den Raumbildserien «xyz, xzy», den Zeitbildserien «xt, xyt, xzt, xyzt» und den

Spektralbildserien «xyA, xzA» wéhlen.

7 | Klicken Sie auf die Taste «Format» und wéahlen Sie ein Scanformat aus.

e

Forma

64 * 64
100 * 100
200 * 200
512 * 32

512 * 64

| 512 * 512

640 * 512
1024 * 1024
2048 * 2048

4096 * 4096

> Hinweis zur Bildqualitat
Das Scanformat bestimmt die Anzahl der Punkte, mit der der Scanner das Préparat abtastet
und damit die Anzahl der Pixel des Bildes. Je grosser das Scanformat bei einem gegebenen
Scanfeld ist, desto geringer wird der Abstand zwischen den Abtastpunkten und desto besser ist
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die Auflésung des Bildes.

8 | Klicken Sie auf die Taste «Speed» und wahlen Sie die Scangeschwindigkeit aus.
Speed
Mit der Scangeschwindigkeit legen Sie fest, wieviele Bildzeilen pro Sekunde vom Scanner
abgetastet werden.
> Hinweis zur Bildqualitat
Mit der Scangeschwindigkeit beeinflusst man die Bildqualitit. Je geringer die
Scangeschwindigkeit bei einem gegebenen Scanformat ist, desto besser ist das Signal/
Rausch-Verhaltnis des Bildes.
Verdoppeln Sie noch die Scangeschwindigkeit, indem Sie durch Betatigen der Taste «Scan»
den Bidirektionalen Scan aktivieren.
(=
L=t
->=5can
Beim Bidirektionalen Scan wird nicht nur der Hin- sondern auch der Riicklauf des Scanners fur
die Abtastung verwendet.
9 | Klicken Sie auf die Taste «Bit» und wahlen Sie die Bittiefe aus.
o
[E==2]
Bei 8 Bit kdnnen 256, bei 12 Bit 4096 verschiedene Intensitatswerte aufgenommen werden.
10 | Starten Sie nun mit der Taste «Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan, um die
Bildqualitat wahrend der Bildaufnahme zu optimieren.
Continuous
11 | Klicken Sie auf die Taste «Series» und wahlen Sie fir die Bildaufnahme eine geeignete

Fokusebene (Z-Position), in der Regel die hellste Stelle im Praparat.

Series Scan Dverview

o

>

X 512

Z 166.68 pm

P> Ziehen Sie das gelbe Quadrat an die gewiinschte Z-Position oder
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Selected Scan Mode: xyz

Ahsnlute[%nsitinn 999 um

Total:

Upper Threshold: 2
Lower Threshold: g

Relative Position:

r Begin:
" End:

P Doppelklicken Sie auf «Absolute Position» und geben Sie einen Wert ein.

¥ Hinweis zum Finden der Fokusebene
Falls Sie Schwierigkeiten haben, die Fokusebene zu finden, kann es daran liegen, dass die
Signalverstarkung der Detektoren nicht richtig eingestellt ist.

.

Signal
P Klicken Sie auf die Taste «Signal» und stellen Sie den «Gain»-Wert der aktiven
Detektionskanéle auf die maximale Voltzahl.

Viele Aufnahmeparameter sind schneller und bequemer lber die Bedienkonsole als tber die
Tasten einzustellen.
-

F /MS:
Wie man mit der Bedienkonsole Aufnahmeparameter einstellt

12

Klicken Sie auf die Taste «Signal» und stellen Sie die Signalverstarkung (Gain) und den
Schwellenwert (Offset) getrennt fiir jeden verwendeten Detektor (PMT) ein.

%

Signal
Signal |
_ PMT 1 _ PMT 2 .
Gain  Offset Gain  Offset
< - | -em
| = | =
10%7 551 100 | 551
v v
Preamplifier: Preamplifier:
3 C
active active

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf die Zahl und geben Sie einen Wert
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ein.

P Stellen Sie den «Gain»-Wert so ein, dass die hellsten Stellen im Bild (Struktur) blau
dargestellt werden.

P> Stellen Sie den «Offset»-Wert so ein, dass die dunklen Stellen im Bild (Hintergrund) griin
dargestellt werden. Als grobe Regel gilt, dass ungefahr die Halfte des Hintergrunds griin
dargestellt werden sollte.

> Hinweis zur Bildqualitat
Die Adaptation der Detektionsparameter auf das Praparat stellt sicher, dass der in der
Bildaufnahme vorliegende Intensitats- wertebereich optimal dem digitalen Wertebereich
zugeordnet und visualisiert wird.

Viele Aufnahmeparameter sind schneller und bequemer lber die Bedienkonsole als tber die
Tasten einzustellen.

-
i
%Wie man mit der Bedienkonsole Aufnahmeparameter einstellt

13

Klicken Sie auf die Taste «Pinhole» und stellen Sie die Detektionslochblende auf eine Airy-
Einheit.

Setting the Detection Pinhole x|
|
| 100.00 pm
— Current ¥alue
100.00 pm
— Change Unit
Im vI

o Airy 1
0.00 pm L\\\,
[@ Detection Pinhole ‘:ﬂ

Close

> Hinweis zur Bildqualitat
Die Detektionslochblende ist entscheidend fur die Auflésung des Bildes. Mit der Einstellung der
Detektionslochblende auf eine Airy-Einheit stellt man sicher, dass die Dicke eines optischen
Schnittes minimal ist und man somit eine maximale Auflésung in der z-Dimension des Bildes
erreicht.

Viele Aufnahmeparameter sind schneller und bequemer Uber die Bedienkonsole als Uber die
Taien einzustellen.

i
%Wie man mit der Bedienkonsole Aufnahmeparameter einstellt

14

Klicken Sie auf die Taste «Electronic Zoom» und vergréRern Sie den Bereich, der
aufgenommen werden soll.

J0om
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1.00
4.00
8.00
16.00
32.00

Others...

> Hinweis zur Bildqualitat
Mit dem Elektronischen Zoom kann die Auflésung des Bildes verbessert werden. Ist zum
Beispiel der VergréRerungsfaktor 2.00 ausgewahlt, wird nur ein Viertel des maximalen
Scanfeldes abgetastet. Bei einem gegebenen Scanformat verringert sich so der Abstand
zwischen den Abtastpunkten und verbessert sich die Auflésung.

Viele Aufnahmeparameter sind schneller und bequemer lber die Bedienkonsole als tber die
Tasten einzustellen.

-
i
%Wie man mit der Bedienkonsole Aufnahmeparameter einstellt

15

Klicken Sie auf die Taste «Continuous», um die Bildaufnahme im Endlosscan zu beenden.

Continuous

Sie haben jetzt alle wichtigen Aufnahmeparameter eingestellt und kénnen mit der Aufnahme

von Bildserien fortfahren.

Aufnahmeparameter mit der Bedienkonsole einstellen

1

Viele Aufnahmeparameter sind schneller und bequemer tber die Bedienkonsole als Uber die
Tasten der Software einzustellen.

r_o—o"io X XA

Den sieben Drehkntépfen der Bedienkonsole konnen verschiedene Aufnahmeparameter
zugeordnet werden, die dann von der Bedienkonsole gesteuert werden kénnen.

> Hinweis
Die Statuszeile der Bedienkonsole wird am unteren Rand der Bedienoberflache eingeblendet. Ist
dies nicht der Fall, wahlen Sie «View\ Status Bars\ Control Panel Status Bar».

Laden Sie eine vordefinierte Belegung fur die Drehkndpfe der Bedienkonsole.
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| z-5can

| Bz A

P Die drei kleinen Schaltflachen fiir die Konfiguration der Bedienkonsole befinden sich am
rechten Rand der Statuszeile der Bedienkonsole.

B 2

P Klicken Sie auf die mittlere der drei Schaltflachen.

Detection Units

Hardware Control

P Wahlen Sie eine der vordefinierten Belegungen aus, zum Beispiel «Standard».

PIn der Statuszeile werden in sieben Feldern die der Bedienkonsole zugeordneten
Aufnahmeparameter angezeigt. Die Anordnung dieser Felder entspricht der Anordnung der
Drehknopfe der Bedienkonsole.

3 | Sie koénnen die Belegung der Drehkndpfe der Bedienkonsole nach Ihren Bedirfnissen andern.
Gain PMT 1|

P> Klicken Sie in der Statuszeile der Bedienkonsole auf das Feld (Drehknopf), dem Sie einen

anderen Aufnahmeparameter zuordnen wollen.

P Wahlen Sie im Listenfeld den neuen Aufnahmeparameter aus, der dem entsprechenden
Drehknopf der Bedienkonsole zugeordnet werden soll.
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Gain PMT 1
Gain PMT 2
Gain PMT 3
Gain PMT 4
Gain PMT Trans
Macro

Offset PMT 1
Offset PMT 2
Offset PMT 3
Offset PMT 4
Offset PMT Trans

Phase

Scan Field Rotation

Smart Gain
Smart Offset

Z Position

2 wide Position

Zoom

P Waihlen Sie «Gain PMT 1..» oder «Offset PMT 1...», wenn Sie die Signalverstarkung und den
Schwellenwert fur den entsprechenden Detektor einstellen wollen. Entspricht dieser Taste in der
Software:

e

| Signal|
P Waihlen Sie «Phase», um eine mogliche Phasen- verschiebung zu korrigieren, wenn Sie mit
dem bidirektionalen Scan arbeiten. Entspricht dieser Taste in der Software:

2
| Phase

P Wihlen Sie «Pinhole», wenn Sie den Durchmesser der Detektionslochblende einstellen
wollen. Entspricht dieser Taste in der Software:

O
Pinh

P Waihlen Sie «Scan Field Rotation», wenn Sie die Rotation des Scanfeldes einstellen wollen.
Entspricht dieser Taste in der Software:

==

Field
PWahlen Sie «Z Position» und «Z Wide Position», wenn Sie die Fokusebene (Z-Position)
einstellen wollen. Entspricht diesen Tasten in der Software:

Series

P Wihlen Sie «Zoom», wenn Sie den VergréRerungsfaktor des Elektronischen Zooms einstellen
wollen. Entspricht dieser Taste in der Software:
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| 2Zoom|
P Mit «Smart Gain» und «Smart Offset» stellen Sie die Signalverstarkung und den

Schwellenwert des Detektionskanals ein, den Sie zuvor im Ansichtsfenster Viewer angeklickt
haben.

P> Mit «Macro» speichern Sie den aktuell ausgefiihrten Befehl als Makro ab.

4 | Die Ansprechempfindlichkeit der Drehkntpfe kann variiert werden. Zu diesem Zweck klicken
Sie in der Statuszeile der Bedienkonsole mit der rechten Maustaste auf einen
Aufnahmeparameter.

smooth

V moderate | ‘

rough

P> Bei den Aufnahmeparametern «Phase», «Pinhole», «Scan Field Rotation» und «Zoom» kann
man zwischen drei Empfindlichkeitsstufen wahlen.

x/ 100% per turn [ ‘

1000¥ per turn

others (176Y per turn)

P Bei den Aufnahmeparametern «Gain», «Offset», «Smart Gain» und «Smart Offset» kann die
Anzahl Volt pro Drehung des Drehknopfs variiert werden.

P Wahlen Sie «others...» um einen benutzerdefinierten Wert einzugeben.

1.0um per turn)

|+ | 10.0um per turn) M

100.0pm per turn)
1000.0pm per turmn)
others (10.0um per turn)

Automatic (54)

P Bei den Aufnahmeparametern «Z Position» und «Z Wide Position» kann die Anzahl
Mikrometer pro Drehung des Drehknopfs variiert werden.

P Waihlen Sie «others...» um einen benutzerdefinierten Wert einzugeben.

P Beim Aufnahmeparameter «Z Wide Position» gibt es zuséatzlich die Standardeinstellung
«Automatic».

¥ Standardeinstellung «Automatic» bei «Z Wide Position»
Bei der Standardeinstellung «Automatic» wird die Empfindlichkeit des Drehknopfes in
Abhangigkeit des VergroRerungsfaktors des verwendeten Objektivs automatisch eingestellt:
P> Bei Objektiven mit einer VergréBerung m < 10 wird die Einstellung SC = 150 4 m pro
Umdrehung verwendet.

P> Bei Objektiven mit einer VergroBerung 10 < m < 20 wird die Einstellung S3 = 15 U m pro
Umdrehung verwendet.
P> Bei Objektiven mit einer VergroBerung 20 < m < 30 wird die Einstellung S2 = 7 U m pro
Umdrehung verwendet.
P Bei Objektiven mit einer VergréRerung 30 < m < 60 wird die Einstellung S1 = 1 Um pro
Umdrehung verwendet.
P> Bei Objektiven mit einer VergréRerung m > 60 wird die Einstellung SO = 0,5 I m pro
Umdrehung verwendet.

5 | Speichern Sie die neue Zuordnung als benutzerdefinierte Belegung ab.
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P> Klicken Sie auf die linke der drei Schaltflachen.
Sawe Control Panel Template

Marme: IM_I,I Lovely Template) I
carcel_|

P> Geben Sie der Belegung einen Namen und klicken Sie auf OK.

6 | Es stehen Ihnen optionale Befehle zur Verfigung, wenn Sie die neu definierte Belegung
markieren und das Kontextmend mit der rechten Maustaste 6ffnen.

B =

P> Klicken Sie auf die rechte der drei Schaltflachen.
Edit Control Panel Template  [E3

E| Leica

| Detection Units
L Hardware Cantral
L Standard
E| ger
[W B My Lovely Template

Set az default template

Remove default setting

Rename [!
Delete
Close I

Die neue definierte Belegung der Bedienkonsole erscheint im Listenfeld unter «U». Immer wenn
Sie auf «My Lovely Template» doppelklicken, wird die entsprechende Belegung geladen.

P Waihlen Sie «Set as default template», wenn die Belegung standardméRig beim Offnen der
Software geladen werden soll.

P Waihlen Sie «Remove default setting», um die Einstellung als Standardbelegung riickgéngig
zu machen.

P Waihlen Sie «Load», um die Belegung zu laden.

P Waihlen Sie «<Rename», um der Belegung einen neuen Namen zu geben.
P Wahlen Sie «Delete», um die Belegung zu léschen.
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Benutzerdefinierte Aufnahmeparametersiatze (IPS) erzeugen

1 | Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «Acquire» _Sie mit der Taste «Beam» das Dialogfenster «<Beam
Path Setting».

Acquire %

Beam

2 | In diesem Dialogfenster werden die Aufnahmeparametersatze im Listenfeld oben rechts
eingeblendet.

FITC-TRITE
FITC
------ | FITCwide
...... L GFP

------ | REFLECTION

------ | Transmission

------ L TRITC

------ | TRITCwide

...... | PP L
----- U | User -

¥was ist ein Aufnahmeparametersatz?

Ein Aufnahmeparametersatz (IPS: Instrument Parameter Setting) ist eine Datei, in der alle fur
eine bestimmte Aufnahmetechnik spezifischen Hardwareeinstellungen abgespeichert werden.
«FITC-TRITC» beispielsweise bezeichnet die Einstellungen fir eine Zweikanalaufnahme mit den
beiden Fluoreszenzfarbstoffen FITC und TRITC. Mit einem Aufnahmeparametersatz kénnen
optimierte Hardwareeinstellungen in einer Datei abgespeichert und mit einem Doppelklick wieder
automatisch geladen werden. Mit einem «L» gekennzeichnete Aufnahmeparametersatze sind
von Leica vordefiniert und kénnen nicht verandert werden. Benutzerdefinierte, editierbare
Aufnahmeparameterséatze werden im Verzeichnisbaum unter «U» gespeichert.

3 | Wahlen Sie «Tools\ Settings\ Instr. Parameter Settings» und legen Sie zuerst die Parameter
fest, die beim Laden des neuen Aufnahmeparametersatzes berticksichtigt werden sollen.

BE | eica Confocal Software

File ‘“iew Macro | Tools Window Help

Legend Info... Chil+L
D @ Dbjective... Tt
New Open Microscope... Ctrl+hd

Settings...

License... Chrl+l

Customize, ..

Create Repair Disk....
Service 3

P> Wahlen Sie «Tools/ Settings/ Instr. Parameter Settings».

Wnlkxpaml Wiawer ierrdahaa] Scan Options | [rstr. Patameter Selings ]

WADES

HAOTE Choosa Settngs:
|_|Begin { End

[ IBlcach-Settings O IPSAppk
wIFilerWheel

CIFrame-Accumulation & IPSDoubleClick
[ IFrame-Average % )

| IGalve-Zoom " IPS TimeLapse
[ ILambda Config

CILine-Average

ElLUTs

P> Wahlen Sie die Option «IPS-DoubleClick» und markieren Sie im Listenfeld die gewiinschten
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Aufnahmeparameter.

4 | Um die Aufnahmeparameter wahrend der Bildaufnahme auf das aktuell verwendete Préparat
anzupassen, starten Sie mit der Taste «Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.

Continuous

i
%Aufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

5 | Klicken Sie im Dialogfenster «Beam Path Setting» auf die Schaltflache «Save», um die
modifizierten Parameterein- stellungen als Aufnahmeparametersatz abzuspeichern.

1%

Save
IMy Gorgeous IPS I
QK. I Cancel |
P> Geben Sie dem neuen Aufnahmeparametersatz einen Namen und klicken Sie auf OK.
------ | FITCwide B
------ L GFP

...... | REFLECTION
------ | Transmizzsion
...... L TRITC

...... L TRITCwide
...... L YFP

Der neu definierte Aufnahmeparametersatz erscheint im Listenfeld unter «U». Immer wenn Sie
auf «My Gorgeous IPS» doppelklicken, werden alle unter diesem Aufnahme- parametersatz
abgespeicherten Hardwareeinstellungen geladen.

> Wo werden Aufnahmeparameterséatze gespeichert?
Benutzerdefinierte Aufnahmeparametersétze werden im Verzeichnis des unter Windows NT
aktuell angemeldeten Benutzers gespeichert. Als Standardeinstellung befindet sich das
Verzeichnis der Benutzer unter D:\users\... Zugriff auf einen Aufnahmeparametersatz hat
deshalb immer nur der Benutzer, der diesen auch erzeugt hat. Sollen mehrere Benutzer Zugriff
auf einen benutzerdefinierten Parametersatz haben, muss dieser vom Ersteller oder
Administrator flr andere Benutzer freigegeben werden.

6 | Sie kénnen anderen Benutzern den Zugriff auf Ihren Aufnahmeparametersatz ermdglichen.

P Offnen Sie im Windows Explorer das Verzeichnis, wo die Aufnahmeparametersitze
abgespeichert sind. Als Standard- einstellung befindet sich dieses, zum Beispiel fir einen als
Administrator angemeldeten Benutzer, unter D:\ users\ Administrator\ Lcs\ Instrument Parameter
Settings\...

P Markieren Sie den Aufnahmeparametersatz, 6ffnen Sie mit der rechten Maustaste das
Kontextmeni und wéhlen Sie «Properties».

P Klicken Sie in diesem Dialogfenster auf das Register «Security» und dann auf «Permissions».
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File Permissions

Eile:  DAusersbAdministraton,LCSk Instrument Paramete
Owmar DEY_MATRE N Administrators

MHame:

& Administrator Full Control (A1)

TvpeofAccess:  |iTliRSeE]

ok |  cacel | pawa. | B

P> Klicken Sie im Dialogfenster «File Permissions» auf die Schaltfliche «Add..», um die Benutzer
auszuwahlen, die eine Zugriffsberechtigung erhalten sollen.

Add Users and Groups

List Names Fram: |@ Meterork

Names:

Add L}l Show Users IEMmBE

Add Names:
Ewveryone
Type of Access: |FuIIAt.n:ess E ﬁ; %

Ok ‘ Cancel ‘

P Waihlen Sie im Feld «<Names» die gewiinschten Benutzer aus, zum Beispiel «Everyone», und
klicken Sie auf «Add»

P> Vergeben Sie im Listenfeld «Type of Access» dem neuen Benutzer den Rechtestatus «Full
Access» und schlieRen Sie das Dialogfenster mit «OK».

P Kopieren Sie im Windows Explorer die Datei des Aufnahmeparametersatzes in das
Verzeichnis C:\Program files\ Leica\ Lcs\ Instrument Parameter Settings\... Wichtig: Verwenden

Sie dazu den Befehl «Kopieren» nicht «Ausschneiden» !
...... L GFP N

ty Gorgeous IPS

------ | REFLECTIOM %
------ L Tramsmission

------ | TRITC

------ L TRITCwide

...... L vFP

I My Gorgeous IPS

Wenn Sie das Dialogfenster «Beam Path Setting» das né&chste Mal 6ffnen, wird der
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Aufnahmeparametersatz unter «L» angezeigt und ist damit fir alle Benutzer zugénglich.

7 | Es stehen Ihnen optionale Befehle zur Verfiigung, wenn Sie den neu definierten
Aufnahmeparametersatz markieren und das Kontextmeni mit der rechten Maustaste 6ffnen.
'L FITCwide =]

| GFP

| REFLECTION
| Tramzmizsion
L
L

TRITC
TRITCuwide
YFF

—

EI--- Uger
e B B 11y Gorgeous IPS

Set as default setting
Remawve default zetting

-

Rename
Delete

P Waihlen Sie «Set as default setting», wenn der Parametersatz standardméaRig beim Offnen der
Software geladen werden soll.

PWahlen Sie «Remove default setting», um die Einstellung als Standardparametersatz
ruckgéngig zu machen.

P Wahlen Sie «Load», um den Parametersatz zu laden.

P Wahlen Sie «<Rename», um dem Parametersatz einen neuen Namen zu geben.

P Wahlen Sie «Delete», um den Parametersatz zu léschen.

8 | Sollte die Geschwindigkeit, mit der der Aufnahme- parametersatz geladen wird, zu langsam
sein, kdnnen Sie einen Schnellmodus aktivieren.

BE | eica Confocal Software

File ‘“iew Macro | Tools Window Help

Legend Info... Chil+L
D @ Objective.. Chrl+J

New Open Microzcope. .. Chrl+kd
Settings...
License... Ctrl+l
Customize, ..

Create Repair Disk....
Service 3

P> Wahlen Sie «Tools\ Settings\ Scan Options».

Wumspawl Viawer Templatee  Scan Options ]Imr. Pasamatar Seli'rget
Zoom aplions -Sean Oplions
I Encble 07 (| Fast 15 Execuic
¥ Cae aspect (| Pramning (] [
Fix aspact ratia <) i || eSasta fio
| Tum.mm
P> Aktivieren Sie den Schnellmodus, indem Sie das Kontrollkastchen «Fast IPS Execution»
anklicken.
A
“Hinweis

Wenn Sie Aufnahmeparametersatze 6ffnen, die nicht mit der aktuell verwendeten Version der
Leica Confocal Software erstellt wurden, kann der Schnellmodus unter Umsténden nicht
verwendet werden. Sie erhalten dann eine Fehlermeldung und missen das System neu starten.
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9 | Um die Aufnahmeparametereinstellungen eines bereits vorhandenen Experiments fiir eine neue
Bildaufnahme wieder zu verwenden, 6ffnen Sie das Experiment und klicken Sie auf die Taste

«Apply>».
@

Lt
Apply

PWahlen Sie «Tools\ Settings\ Instr. Parameter Settings» und legen Sie die
Aufnahmeparameter fest, die durch Betatigen der Taste «Apply» ibernommen werden sollen.

BE | eica Confocal Software

File ‘“iew Macio | Tool: ‘Window Help

Legend Info... Chil+L
D @ Objective... Chrl+J
New Open Mizrozcope... Ctrl+hd
Settings...
License... Ctrl+l
Customize. ..

Create Repair Disk....
Service 3

P> Wahlen Sie «Tools/ Settings/ Instr. Parameter Settings».

Workspace | Viewer Templates || Scan Options| Insti Patameter Scﬂims]

WIAOBS B

WAOTF g

[ 1Begin { End Chues Sofrior

[ IBleach-Settings & IFSAppy
IFillerWheel l%s
CIFrame-Accumulation ) IPS-DoubleClick |
[CIFrame-Average

1P TimeLapse

| 1Galvo-Zoom
|_ILambda Config
CLine-Average

WLUTs
4 |
P Wahlen Sie die Option «IPS-Apply» und markieren Sie im Listenfeld die gewiinschten

Aufnahmeparameter.
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Raumbildserien aufnehmen

Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «Aquire» und dann auf die Taste «Mode» und wahlen Sie den
Scanmodus «xyz» oder «xzy» aus.

=]
Acquire 1
Mode

®t

uyt
nzt
xyzt
Hyh

Xzh

P Waihlen Sie den Scanmodus «xyz», wenn Sie einen Stapel aus horizontalen Einzelbildern
(orthogonal zur optischen Achse) aufnehmen wollen.

P Waihlen Sie den Scanmodus «xzy», wenn Sie einen Stapel aus vertikalen Einzelbildern
(parallel zur optischen Achse) aufnehmen wollen.

®_¥Welche Scanmodi werden angezeigt?
Die Zahl der zur Verfigung stehenden Scanmodi héngt von der Art des verwendeten Z-
Stellantriebs ab. Der Z-Stellantrieb wird mit der Taste «z-Scan» eingestellt.

i |
F_ 4

1
Z-5can

| z-Galvo

Z-Wide

Es stehen alle Scanmodi zur Verfiigung, wenn der galvanometerbetriebene Z-Objekttisch
verwendet wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Galvo» einzustellen.

Es stehen nur die Scanmodi «xyz, xt, xyt, xyzt und xyA» zur Verfiigung, wenn der

elektromotorbetriebene Z-Objekttisch verwendet (oder bei inversen Mikroskopen der
Objektivrevolver verfahren) wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Wide» einzustellen.

Offnen Sie mit der Taste «Beam» das Dialogfenster «<Beam Path Setting» und wahlen Sie die
Anregungswellenlange aus und stellen Sie die Intensitat der Laserlinie ein.

8

Beam
W Hene/kr |l Ar/uv | I R/Kr |
=

cki

50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% I]%a

=
=

F Bl et ADTF Value

;T; ; L=
o B P T

458 476 488 501 514 520 568 647
nm R MM DM R DM DM AW

e

Walue

Cancel |
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P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

Waéhlen Sie einen geeigneten Anregungsstrahlteiler aus.

ACQBS®E

‘Specimen

1

Ist IThr System mit einem akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) ausgerustet, optimiert dieser
automatisch den Strahlengang fiir die ausgewéhlte Wellenlange.

Andernfalls doppelklicken Sie auf die griine Linie und wéhlen einen Strahlteiler aus:

P Wahlen Sie den Dichroiten RSP 500 bei Aufnahmen von FITC und GFP mit einer
Anregungswellenlange von 488 nm und einer Detektionsbandbreite von 500 bis 600 nm.
PWahlen Sie den Dichroiten RSP 465 bei Aufnahmen von CFP mit einer
Anregungswellenldnge von 458 nm und einer Detektionsbandbreite von 465 bis 525 nm.

P Wahlen Sie den Doppeldichroiten DD 488 / 543 bei Aufnahmen von FITC und TRITC oder
GFP und DsRED mit einer Anregungswellenlange von 488 und 543 nm und einer
Detektionsbandbreite von 500 bis 530 nm bzw. 555 bis 700 nm.

P Wahlen Sie den Tripeldichroiten TD 488 / 543 / 633 bei Aufnahmen von FITC, TRITC und
CY5 mit einer Anregungswellenlange von 488, 543 und 633 nm und einer Detektionsbandbreite
von 500 bis 535 nm, 555 bis 620 nm bzw. 650 bis 750 nm.

P Wahlen Sie den Neutralteiler RT 30/70 bei Reflektions- aufnahmen.

Wahlen Sie einen oder mehrere Detektionskandle «PMT» und stellen Sie den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff und die Detektionsbandbreite ein.

PMT 3

b |<NDI’1E= 'I

[T Active [T Active
Lock ERVELLOEY I Ext Dyn. = Ext Dyn.
P Klicken Sie auf das Listenfeld eines Detektionskanals und wéhlen Sie einen
Fluoreszenzfarbstoff aus. Die Emissionskurve des Fluoreszenzfarbstoffes wird im Spektrum
eingeblendet.
P> Positionieren Sie den Schieberegler unter der Emissionskurve.

Cy5.18
DAPI

"> Hinweis zur Position des Detektionsbandes
Achten Sie bei Fluoreszenzaufnahmen darauf, dass Sie das Detektionsband nicht unter der
Laserlinie positionieren, da sonst Reflektionslicht mit aufgenommen wird. Der Abstand von
Detektionsband zur Laserlinie sollte im blauen Spektralbereich (Anregungslinie 488 nm)
mindestens 5 nm betragen, im grinen Spektralbereich (Anregungslinie 543 nm) 10 nm und im
roten Spektralbereich (Anregung 633 nm) 15 nm.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002

Seite 78 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH
LCS Softwarefunktionen:

Ubungen zu ausgewihlten Prozessen

Begin Im nm (0] % |
End IEBIJ nm Cancel |

\ Range Properties X
I

=

—PMT 2
|<Nnne

— PMT 1

e =l

¥ Active [T Active
= Ext. Dyn. = Ext Dyn.

P Doppelklicken Sie auf den Schieberegler des ausgewahlten Detektionskanals.
P Im Dialogfenster «Range Properties» geben Sie je eine Wellenlange fiir Anfang und Ende

des Detektionsbandes ein.

o)
o0
=t

I Active [T Active [T Active
= E:t. Dyn. = E:xt Dn. = E:xt Dyn.
P> Klicken Sie auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle.
Select LUT's

r— Select channel

—Select LUT

Glow (D&U]
P .Color 1

K=
7 ol bt

Ok, I Cancel | Sl |

P> Klicken Sie auf eine Farbzuordnungstabelle und auf «OK».
Bei der ersten Bildaufnahme empfiehlt es sich, mit der Farbzuordungstabelle «Glow(O&U)» zu

arbeiten.
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>

Aufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen
5 | Offnen Sie mit der Taste «Series» das Dialogfenster «Series Scan Overview» und definieren
Sie den Anfangspunkt und den Endpunkt der Raumbildserie.

Series

I |
- |
3
£ | 1
i .
/
/
Scanmodus xyz
s
& 7 v
b | X 52
|
|
5 |
E I I B
// 7

Scanmodus xzy
P Um den Anfangspunkt zu definieren, ziehen Sie das gelbe Quadrat an die gewiinschte Z-
Position (im Scanmodus xyz) oder Y-Position (im Scanmodus xzy) und klicken Sie dann auf
das Kontrollkastchen «Beginx».
P Um den Endpunkt zu definieren, ziehen Sie das gelbe Quadrat an die gewiinschte Z-Position
(im Scanmodus xyz) oder Y-Position (im Scanmodus xzy) und klicken Sie dann auf das
Kontrollkastchen «End».

oder
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Selected Scan Mode: xzy

Ahsul%& Position -44.94 pr
Po=ition: -

¥ Begin: 353 67 pm |
@ end

Total: 1999.35 pm

Upper Threshold: =
Lower Threshold: 2

Relativ

P Doppelklicken Sie auf «Absolute Position», geben Sie einen Wert ein und klicken Sie dann
auf das Kontrollkéstchen «Begin».

P Doppelklicken Sie auf «Absolute Position», geben Sie einen Wert ein und klicken Sie dann
auf das Kontrollk&stchen «End».

A

UReIative Z-Positionierung
Wenn der elektromotorbetriebene Z-Stellantrieb verwendet wird und mit der Taste «z-Scan» die
Option «z-Wide» eingestellt wurde, kann eine relative Z-Position eingestellt werden. Die relative
Z-Position wird relativ zum oberen Schwellenwert «Upper Threshold» berechnet, der am
Mikroskopstativ eingestellt werden muss. Diese Mdglichkeit der relativen Z-Positionierung
besteht nur bei Mikroskopstativen des Typs DM RXA, DM RXA2, DM IRE2 und DM LFSA
(sowie bei den é&lteren Stativen IRBE mit der EPROM Version 2.40). Die beiden
Schwellenwerte «Upper Threshold» und «Lower Threshold» werden im Dialogfenster «Series
Overview» angezeigt.

6 | Klicken Sie auf die Taste «Sections» und legen Sie die Anzahl der Bildaufnahmen zwischen

Anfangs- und Endpunkt fest.
|

lfgé

Sect
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14

16

18

20

25

30

40

a0

Others...

P> Wahlen Sie einen der vorgegebenen Werte oder «Others».

Wenn Sie «Others» wahlen, haben Sie im Dialogfenster «Z/Y-Configuration» die Moglichkeit,
die Anzahl der Aufnahmen «#» oder die Schrittweite «Step size» in Abhangigkeit der H6he des
Bildstapels «<Image dim.z» zu berechnen.

Z-Configuration

Ok

Cancel |
# I-ID <-Ealculate|

Step size 0.0407 <-Calculate| Resst |

IE

Image dim.z [um] |B8.14

P Wenn Sie die Anzahl der Aufnahmen verandern und auf «Calculate» neben «#» klicken, wird
die Schrittweite berechnet mit der Prioritat, die Hohe des Bildstapels unverandert zu lassen.

P Wenn Sie die Anzahl der Aufnahmen verandern und auf «Calculate» neben «Step size»
klicken, wird die Schrittweite berechnet mit der Prioritat, die Anzahl der Aufnahmen unverandert
Zu lassen.

P Wenn Sie die Schrittweite verandern und auf «Calculate» neben «Step size» klicken, wird
die Anzahl der Aufnahmen berechnet mit der Prioritét, die Hohe des Bildstapels unverédndert zu
lassen.

P Wenn Sie die Schrittweite verandern und auf «Calculate» neben «#» klicken, wird die Anzahl
der Aufnahmen berechnet mit der Prioritét, die Schrittweite unverandert zu lassen.

7 | Um die Bildqualitat wahrend der Bildaufnahme zu optimieren, starten Sie mit der Taste
«Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.

Continuous
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P> Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole ein.
Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel «Aufnahmeparameter fir die erste
Bilgi\ufnahme einstellenx».

oy
%Aufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

8 | Starten Sie mit der Taste «Series» die Raumbildserie.
Series
P Um das Signal/ Rausch-Verhéltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme eines Bildes wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.
Aver
P Um das Signal/ Rausch-Verhaltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Line Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme einer Linie wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.
Li. A.
P> Klicken Sie auf die Taste «Gallery», um bereits wahrend der Bildaufnahme die einzelnen
Aufnahmen im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.
Gall.
A
UHinweis
Bei der Aufnahme von groR3en Datenséatzen kann die Verwendung der «Gallery» Funktion die
Aufnahmeleistung verschlechtern.
9 | Fir eine statistische Auswertung der Raumbildserie klicken Sie auf das Pfeilsymbol «Quantify»
und dann zum Beispiel auf die Taste «Profilex».
[y
Quanti %
fy Prof.
Das Betéatigen dieser Taste 6ffnet das Dialogfenster «Profile» und blendet eine Messstrecke in
das Bild ein.
100 200 300 400 a0l
i 400 . :
500
P Die Messstrecke kann beliebig neu positioniert werden.
10 | Folgende Befehle stehen im Dialogfenster «Profile» zur Verfugung, wo der

Auswertungsgraph zusammen mit verschiedenen statistischen Werten angezeigt wird.
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SendTo »

Expant..

10 20 20 40 an [=]u} 70
S
P> Halten Sie den Mauszeiger iiber das Diagramm und &ffnen Sie das Kontextmenii, indem Sie
die rechte Maustaste betatigen.

P> Wahlen Sie «Export», um die Auswertungsdaten als ASCII Textdatei zu exportieren.

P Wahlen Sie «Send to» und «Document», um eine Bildschirmkopie des Auswertungsgraphen
als neue Datei im aktiven Experiment anzulegen.

P> Wahlen Sie «Print», um den Auswertungsgraphen zu drucken.

P> Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «View» und die Taste «Play», um die Raumbildserie als

Filmsequenz ablaufen zu lassen. Simultan dazu werden der Auswertungsgraph und die
dazugehdrigen Auswertungsdaten der jeweiligen Einzelbilder angezeigt.

View

11

Sie konnen ein Bild eines Detektionskanals getrennt als neuen Datensatz im aktiven
Experiment anlegen.

P> Klicken Sie auf das Bild des gewiinschten Detektionskanals.

P Halten Sie den Mauszeiger iiber das Ansichtsfenster Viewer und o6ffnen Sie das
Kontextmend, indem Sie die rechte Maustaste betétigen.

Send To Experiment ¥ Selection [raw |

Printer 3 Selection [znapshot)
Left Buttons e Al (snapshot
Battam Buttans
LuT
Legende
Full Screen

PWahlen Sie «Selection (raw)», um die Bilddaten des markierten Ausschnitts als neue Datei
anzulegen.

P Wahlen Sie «Selection (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des markierten Ausschnitts als
neue Datei anzulegen.

PWahlen Sie «All (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des Gesamtbildes als neue Datei
anzulegen.

Die gespeicherten Dateien befinden sich im Ansichtsfenster «Experiment Overview», wo lhnen
im Kontextmenu folgende Befehle zur Verfugung stehen:
=23 Experiments

=43 Exp

1.5 MB]:
T hctivate
Mew Window
Delete
Rename

E xport

Properties
P> Markieren Sie eine Datei und 6ffnen Sie das Kontextmeni, indem Sie die rechte Maustaste
betatigen.

P> Wahlen Sie «Activate», um die Bilddaten der Datei im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

P Wihlen Sie «New Window», um die aktuelle Aufnahme in einem zweiten Ansichtsfenster zu
offnen. Sie kénnen so dasselbe Bild zum Beispiel mit einer anderen Farbzuordnungstabelle
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anzeigen lassen.

P Wahlen Sie «Delete», um die Datei zu I6schen.

P> Waihlen Sie «<Rename», um der Datei einen neuen Namen zu geben.

P> Waihlen Sie «Export», um eine Aufnahme im Dateiformat *.avi zu exportieren.

P Waihlen Sie «Browse Images», um alle Aufnahmen eines Experiments als Miniaturbilder auf
der Bedienoberflache anzuzeigen.

P Wihlen Sie «Properties», um in einem Dialogfenster eine Kurzbeschreibung der Aufnahme
einzugeben.

P> Sie kénnen Dateien von einem Experiment in das andere ziehen und verschieben (drag and
drop), indem Sie die Datei mit gedrickter linker Maustaste auf den Ordner des gewlinschten
Experiments ziehen.
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Zeitbildserien aufnehmen

Klicken Sie auf das Pfeilsymbol « Acquire» und dann auf die Taste «Mode» und wahlen Sie
den Scanmodus «xt», «Xxyt», «xzt» oder «xyzt» aus.

=]
Acquire 1
Mode

P> Wahlen Sie den Scanmodus «xt», wenn Sie eine Linie in regelmaRigen Zeitintervallen
aufnehmen wollen.

P> Waihlen Sie den Scanmodus «xyt», wenn Sie horizontale Einzelbilder (orthogonal zur
optischen Achse) in regelmaRigen Zeitintervallen aufnehmen wollen.

P> Wahlen Sie den Scanmodus «xzt», wenn Sie vertikale Einzelbilder (parallel zur optischen
Achse) in regelméRigen Zeitintervallen aufnehmen wollen.

P> Waihlen Sie den Scanmodus «xyzt», wenn Sie einen Stapel aus horizontalen Einzelbildern
(orthogonal zur optischen Achse) in regelmaRigen Zeitintervallen aufnehmen wollen.

Die Auswahl einer dieser Scanmodi aktiviert automatisch die Taste «Time», die fir die
Aufnahme einer Zeitbildserie bendtigt wird:

®_¥Welche Scanmodi werden angezeigt?

Die Zahl der zur Verfigung stehenden Scanmodi hangt von der Art des verwendeten Z-
Stellantriebs ab. Der Z-Stellantrieb wird mit der Taste «z-Scan» eingestellt.
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+ | z-Galvo

z-Wide

Es stehen alle Scanmodi zur Verfliigung, wenn der galvanometerbetriebene Z-Objekttisch
verwendet wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Galvo» einzustellen.

Es stehen nur die Scanmodi «xyz, xt, xyt, xyzt und xyA» zur Verfiigung, wenn der
elektromotorbetriebene z-Objekttisch verwendet (oder bei inversen Mikroskopen der
Objektivrevolver verfahren) wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Wide» einzustellen.

2 Offnen Sie mit der Taste « Beam» das Dialogfenster «Beam Path Setting» und wahlen Sie die
Anregungswellenléange aus und stellen Sie die Intensitat der Laserlinie ein.
Beam
Il Hene/kr |. ar/uv | Il R/Kr |
50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% a(l:re
: F flsctA0TFvae Y|
E E Walug |—5U X
_T é\_| ; Ok I Cancel |
458 476 488 501 514 520 568 647
P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.
3

Wéhlen Sie einen geeigneten Anregungsstrahlteiler aus.

‘Specimen W
Ist Ihr System mit einem akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) ausgerustet, optimiert dieser

automatisch den Strahlengang fir die ausgewahlte Wellenlénge.

Andernfalls doppelklicken Sie auf die griine Linie und wahlen einen Strahlteiler aus:

P> Wahlen Sie den Dichroiten RSP 500 bei Aufnahmen von FITC und GFP mit einer
Anregungswellenlange von 488 nm und einer Detektionsbandbreite von 500 bis 600 nm.

P Waihlen Sie den Dichroiten RSP 465 bei Aufnahmen von CFP mit einer
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Anregungswellenlange von 458 nm und einer Detektionsbandbreite von 465 bis 525 nm.

P Wahlen Sie den Doppeldichroiten DD 488 / 543 bei Aufnahmen von FITC und TRITC oder
GFP und DsSRED mit einer Anregungswellenlange von 488 und 543 nm und einer
Detektionsbandbreite von 500 bis 530 nm bzw. 555 bis 700 nm.

P> Wahlen Sie den Tripeldichroiten TD 488 / 543 / 633 bei Aufnahmen von FITC, TRITC und
CY5 mit einer Anregungswellenlange von 488, 543 und 633 nm und einer Detektionsbandbreite
von 500 bis 535 nm, 555 bis 620 nm bzw. 650 bis 750 nm.

P Waihlen Sie den Neutralteiler RT 30/70 bei Reflektions- aufnahmen.

Wahlen Sie einen oder mehrere Detektionskandle «PMT» und stellen Sie den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff und die Detektionsbandbreite ein.

o)
=)
=

PMT 1 ————~PMT 2 FMT 3

FITC j |<Nune - |<N0ne> '|
DARI

[ Active [ Active

= Ext. Dyn. = Ext. Dyn,

LUCIFER YELLC
PROPICI I 10T

P> Klicken Sie auf das Listenfeld eines Detektionskanals und wahlen Sie einen
Fluoreszenzfarbstoff aus. Die Emissionskurve des Fluoreszenzfarbstoffes wird im Spektrum
eingeblendet.

P> Positionieren Sie den Schieberegler unter der Emissionskurve.

> Hinweis zur Position des Detektionsbandes

Achten Sie bei Fluoreszenzaufnahmen darauf, dass Sie das Detektionsband nicht unter der
Laserlinie positionieren, da sonst Reflektionslicht mit aufgenommen wird. Der Abstand von
Detektionsband zur Laserlinie sollte im blauen Spektralbereich (Anregungslinie 488 nm)
mindestens 5 nm betragen, im griinen Spektralbereich (Anregungslinie 543 nm) 10 nm und im
roten Spektralbereich (Anregung 633 nm) 15 nm.
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——
Beain I fim 1] |
End |5ED ] Cancel |

“PMT 1

E =

¥ Active [T Active
= Ext. Dyn. [T Ext. Dyn.

P Doppelklicken Sie auf den Schieberegler des ausgewahlten Detektionskanals.

P Im Dialogfenster «Range Properties» geben Sie je eine Wellenlange fur Anfang und Ende

des Detektionsbandes ein.

o
e}
=

—PMT 3 |
j |<N0ne= j
V¥ Active [T Active [T Active
= Ext Dyn. = Ext Dyn. = Ext Dyn.
P> Klicken Sie auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle.
Select LUT"s

 Select channel

~ Select LUT

Glow (08U
P .Color 1

Al
[ e btz

o]

Cancel | Aply |

P> Klicken Sie auf eine Farbzuordnungstabelle und auf «OKb».
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Bei der ersten Bildaufnahme empfiehlt es sich, mit der Farbzuordungstabelle «Glow(O&U)» zu
arbeiten.

P
i
mufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

Klicken Sie auf die Taste « Time» und stellen Sie alle erforderlichen Parameter fir die
Zeitbildserie ein.

Die einstellbaren Parameter sind flir die verschiedenen Scanmodi einer Zeitbildserie
unterschiedlich.

"> Funktionsweise des Dialogfensters «Time Configuration»

Jeder Parameter kann in Abhangigkeit der anderen Parameter berechnet werden. Klicken Sie
auf den Parameter, der berechnet werden soll. Das entsprechende Eingabefeld erscheint grau.
Geben Sie nun die Werte fur die anderen Parameter ein. Klicken Sie auf «Apply», um den
Parameter zu berechnen. Klicken Sie auf «Reset», um die zuletzt gespeicherten Werte
anzuzeigen.

Ist der Scanmodus «xt» ausgewahlt, sind diese Parameter einzustellen:

T Configuration

AT: 0::0:3| h

© Lines:
Lines per page:

Pages:

[

& Complete Time:

-

n 9]

Reset ‘ Apply

P Im Feld «Lines» geben Sie die Anzahl der Aufnahmen der Linie ein.
Waximiz& [defauli]

P> Deaktivieren Sie das Kontrollkéstchen «Maximize», um im Feld «Lines per page» die Anzahl
der Linien einzustellen, die aufgenommen werden sollen, bevor die Daten an den Rechner
weitergeleitet werden. Als Standardeinstellung wird eine Aufnahme kontinuierlich abgearbeitet,
bis der Speicher des Scankopfes keine Daten mehr aufnehmen kann.

P Im Feld «Complete Time» geben Sie die Gesamtzeit fiir die Bildaufnahme ein.
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Ist der Scanmodus «xyt» oder «xzt» ausgewahlt, sind diese Parameter einzustellen:

. AT: I_%Minimize Ijl h Ijlmn

© Frames:
& Complete Time: Ij| h Ij|mn
Reset ‘ Apply ‘

P> Im Feld «Frames» geben Sie die Anzahl der Aufnahmen des Einzelbildes ein.

P Im Feld «A T» definieren Sie das Zeitintervall zwischen den Aufnahmen von zwei
Einzelbildern. Ist das Kontrollkéstchen «Minimize» ausgewahlt, wird das Minimalintervall
eingestellt, das heif3t die Zeit fir die Aufnahme eines Einzelbildes (abhangig von
Scanparametern wie dem Scanformat und der Scan- geschwindigkeit) plus eines notwendigen
Pausenintervalls fir die Positionierung des Scanspiegels.

P Im Feld «Complete Time» geben Sie die Gesamtzeit fiir die Bildaufnahme ein.

Ist der Scanmodus «xyzt» ausgewahlt, sind folgende Parameter einzustellen:

C AT: l_%Minimize Ijl h Ijlm“

 Stacks:
& Complete Time: Ij| h Ijlmn
Reset ‘ Apply ‘

P> Im Feld «Stacks» geben Sie die Anzahl der Aufnahmen des Bildstapels ein.

P Im Feld «A T» definieren Sie das Zeitintervall zwischen den Aufnahmen von zwei
Bildstapeln. Ist das Kontrollkastchen «Minimize» ausgewahlt, wird das Minimalintervall
eingestellt, das heil3t die Zeit fur die Aufnahme eines Bildstapels (abh&ngig von
Scanparametern wie dem Scanformat und der Scan- geschwindigkeit) plus eines notwendigen
Pausenintervalls fir die Positionierung des Scanspiegels.

P Im Feld «Complete Time» geben Sie die Gesamtzeit fiir die Bildaufnahme ein.

Um die Bildqualitat wéhrend der Bildaufnahme zu optimieren, starten Sie mit der Taste «
Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.
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Continuous

P> Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole ein.
Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel «Aufnahmeparameter fir die erste
Bildaufnahme einstellens.

P d
oy
%Aufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

Starten Sie mit der Taste « Series» die Zeitbildserie.

Series

P Um das Signal/ Rausch-Verhaltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme eines Bildes wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.

P> Um das Signal/ Rausch-Verhaltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Line Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme einer Linie wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.

Fir eine statistische Auswertung der Zeitbildserie klicken Sie auf das Pfeilsymbol « Quantify»
und dann zum Beispiel auf die Taste «Histograms.

Quantify Lﬂ]h’

Hist

Das Betétigen dieser Taste 6ffnet das Dialogfenster «Histogram» und aktiviert automatisch die
ROI Tasten, die Sie in den nachsten Schritten bendtigen werden:

@ N W
Elip| | Rect| | Poly

| | (| (T
Sel. | Rot., | Wiz, Clear
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9 Markieren Sie einen Auswertungsbereich (ROI) im Bild, indem Sie zum Beispiel auf die Taste «
Wizard» und die Taste «Polygon» klicken.
Wiz, | Poly
P Doppelklicken Sie im Bild auf die Struktur, die ausgewertet werden soll. Die Konturen der
Struktur werden automatisch als Auswertungsbereich markiert.
P> Waihlen Sie mit den Tasten «Ellipse» oder «Rectangle» andere geometrische Formen und
markieren Sie weitere Auswertungsbereiche im Bild.
Elip | Rect
P> Deaktivieren Sie die Taste «Wizard», wenn Sie die Auswer- tungsbereiche freihand in das
Bild zeichnen wollen.
P> Mit den Tasten «Select» und «Rotate», kénnen Sie die Auswertungsbereiche verschieben,
drehen und ihre GréRBe andern, mit der Taste «Clear» kénnen Sie alle Auswertungsbereiche
I6schen
Sel. | Rot. | Clear|
10 Folgende Befehle stehen im Dialogfenster «Histogram» zur Verfligung, wo der
Auswertungsgraph zusammen mit verschiedenen statistischen Werten angezeigt wird.
105§ Counts
a5
85
;: SendTo »
“ N
= 35 § Pritit..
g 25
=1 15
B 5
a5 T T T T
5‘0 100 160 200 260
| ——
P> Halten Sie den Mauszeiger iiber das Diagramm und 6ffnen Sie das Kontextmeni, indem Sie
die rechte Maustaste betétigen.
P Waihlen Sie «Export», um die Auswertungsdaten als ASCI Textdatei zu exportieren.
P Wahlen Sie «Send to» und «Document» um eine Bildschirmkopie des Auswertungsgraphen
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als neue Datei im aktiven Experiment anzulegen.
P Waihlen Sie «Print», um den Auswertungsgraphen zu drucken.
P> Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «View» und die Taste «Play», um die Zeitbildserie als

Filmsequenz ablaufen zu lassen. Simultan dazu werden der Auswertungsgraph und die
dazugehdrigen Auswertungsdaten der jeweiligen Einzelbilder angezeigt.

e
Play

View

11

Sie kdnnen ein Bild eines Detektionskanals getrennt als neuen Datensatz im aktiven
Experiment anlegen.

P> Klicken Sie auf das Bild des gewiinschten Detektionskanals.

P> Halten Sie den Mauszeiger tiber das Ansichtsfenster Viewer und 6ffnen Sie das
Kontextmend, indem Sie die rechte Maustaste betétigen.

Send To Experiment  * Selection [raw |

Frinter 3 Selection [znapshot]

Left Buttons - &l [shapshiat]

Battom B uttans
LuT
Legende

Full Screen

P> Wihlen Sie «Selection (raw)», um die Bilddaten des markierten Ausschnitts als neue Datei
anzulegen.

P> Wahlen Sie «Selection (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des markierten Ausschnitts als
neue Datei anzulegen.

P> Wihlen Sie «All (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des Gesamtbildes als neue Datei
anzulegen.

Die gespeicherten Dateien befinden sich im Ansichtsfenster «Experiment Overview», wo lhnen
im Kontextmenu folgende Befehle zur Verfigung stehen:

EI'S Experiments

[E1-23 Experiment]_lei [1.5 MB]
’ T Activate
Mew Window
Delete

Fename

E xpart

Erowge Images

Properties |

P Markieren Sie eine Datei und 6ffnen Sie das Kontextmenil, indem Sie die rechte Maustaste
betéatigen.

P Wahlen Sie «Activate», um die Bilddaten der Datei im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

P Waihlen Sie «New Windows, um die aktuelle Aufnahme in einem zweiten Ansichtsfenster zu
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offnen. Sie kdnnen so dasselbe Bild zum Beispiel mit einer anderen Farbzuordnungstabelle
anzeigen lassen.

P> Wahlen Sie «Delete», um die Datei zu I6schen.
P> Wahlen Sie «<Rename», um der Datei einen neuen Namen zu geben.
P> Waihlen Sie «Export», um eine Aufnahme im Dateiformat *.avi zu exportieren.

P Waihlen Sie «Browse Images», um alle Aufnahmen eines Experiments als Miniaturbilder auf
der Bedienoberflache anzuzeigen.

P> Wahlen Sie «Properties», um in einem Dialogfenster eine Kurzbeschreibung der Aufnahme
einzugeben.

P> Sie kénnen Dateien von einem Experiment in das andere ziehen und verschieben (drag and
drop), indem Sie die Datei mit gedrickter linker Maustaste auf den Ordner des gewtiinschten
Experiments ziehen.
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Lambdaserien (Spektralbildserien) aufnehmen

1 | Klicken Sie auf das Pfeilsymbol « Acquire» und auf die Taste «Mode» und wahlen Sie den
Scanmodus «xyA» oder «xzA» aus.
=
Acquire ]
| Mode

uyz

xzy

%t

uyt

xnzt

uyzt

o |

brd }
PWihlen Sie den Scanmodus «xyA», wenn Sie horizontale Einzelbilder (orthogonal zur
optischen Achse) jeweils bei einer bestimmten Wellenlange aufnehmen wollen.
P Wahlen Sie den Scanmodus «xzA», wenn Sie vertikale Einzelbilder (parallel zur optischen
Achse) jeweils bei einer bestimmten Wellenlange aufnehmen wollen.
Die Auswahl einer der beiden Scanmodi aktiviert automatisch die Tasten, die fur die Aufnahme
einer Lambdaserie benétigt werden:
[ | HHHH

R R
i Beq. & End A Step
A
'_'Welche Scanmodi werden angezeigt?

Die zahl der zur Verflgung stehenden Scanmodi héngt von der Art des verwendeten Z-
Stellantriebs ab. Der Z-Stellantrieb wird mit der Taste «z-Scan» eingestellt.

z-Wide
Es stehen alle Scanmodi zur Verfiigung, wenn der galvanometerbetriebene Z-Objekttisch
verwendet wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Galvo» einzustellen.
Es stehen nur die Scanmodi «xyz, xt, xyt, xyzt und xyA» zur Verfiigung, wenn der
elektromotorbetriebene Z-Objekttisch verwendet (oder bei inversen Mikroskopen der
Objektivrevolver verfahren) wird. Im Listenfeld ist die Auswahl «z-Wide» einzustellen.
AuRerdem sind die Scanmodi fur die Aufnahme einer Lambdaserie «xyA» und «xzA» nur
verflgbar, wenn nur ein Detektionskanal aktiv ist.

2 | Offnen Sie mit der Taste « Beam» das Dialogfenster «Beam Path Setting» und wahlen Sie die

Anregungswellenldnge aus und stellen Sie die Intensitat der Laserlinie ein.
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8

Beam
B Hene/kr |. Aruv | Il R/kr |
I
50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
F Bl st ADTF value

E E E Yalue r___EE
ET -\_I E Ok I Cancel |

458 476 488 D01 514 520 3S68 647
nmMm R DM DM R DM DM AW

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

e

3 | Wahlen Sie einen geeigneten Anregungsstrahlteiler aus.

Ist Ihr System mit einem akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) ausgerustet, optimiert dieser
automatisch den Strahlengang fiir die ausgewéhlte Wellenlange.

Andernfalls doppelklicken Sie auf die griine Linie und wéahlen Sie den Neutralfilter «<RT 30/70»
aus, der sich fur eine Lambdaserie besonders eignet.

4 | Wahlen Sie einen Detektionskanal «PMT» und ordnen Sie diesem eine
Farbzuordnungstabelle zu.

[rrn] 400

PMT 3

I‘NDI’]E’ j

7 Active [T Active [T Active
IE E:xt. Dyn. IH Ext. Diyn. [ Ext. Cyn.

P> Klicken Sie auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle.
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arbeiten.

Select LUT's

r Select channel

—Select LUT

KT

Glow (0&U)
P .Color 1

51 o b [t

]

Cancel | Sl |

P> Klicken Sie auf eine Farbzuordnungstabelle und auf «OK».
Bei der ersten Bildaufnahme empfiehlt es sich, mit der Farbzuordungstabelle «Glow(O&U)» zu

ufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

Range Properties

Begin |4DD nm ak. |
IEncl |42D nm Cancel |

- PRIT 1 FPMT 2
|<Nnne> j |<N0ne> j
zm|l
vl Active [ Active
[N Ext. Dyn. [N Ext. Oun.

5 | Definieren Sie die Detektionsbandbreite fir den verwendeten Detektionskanal.

P Doppelklicken Sie auf den Schieberegler des ausgewahlten Detektionskanals.
P Im Dialogfenster «Range Properties» geben Sie je eine Wellenlange fiir Anfang und Ende
des Detektionsbandes ein.

6 | Definieren Sie Anfangspunkt und Endpunkt der Lambdaserie.
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¥ Active [T Active
[= Ext Dyn. [T E:xt. Dyn. und

P> Ziehen Sie den Schieberegler an die gewiinschte Position im Spektrum und klicken Sie auf
die Taste «Lambda Begin», um den Anfangspunkt zu speichern.

[nrmn] 400

PRT 1 FMT 2

|<N0ne> j =Mone= j
- |

¥ Active [T Active @
= B4 Dyn. T Ext. Dyn. und . & End

P> Ziehen Sie den Schieberegler an die gewiinschte Position im Spektrum und klicken Sie auf
die Taste «Lambda End», um den Endpunkt zu speichern.

7 | Klicken Sie auf die Taste « Lambda Steps» und legen Sie die Anzahl der Bildaufnahmen fest.

A

A Step

18

20

Innerhalb der Spanne zwischen Anfangs- und Endpunkt der Bildserie wird die eingestellte
Anzahl von Aufnahmen in gleichmafigen Schrittweiten aufgenommen.

8 | Um die Bildqualitat wahrend der Bildaufnahme zu optimieren, starten Sie mit der Taste «
Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.

Continuous

P> Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole bei
verschiedenen Positionen im Spektrum ein. Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel
«Aufnahmeparameter fir die erste Bildaufnahme einstellen»
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Py 3
i
W ‘A ufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

9 | Starten Sie mit der Taste « Series» die Lambdaserie.
Series
P Um das Signal/ Rausch-Verhéltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme eines Bildes wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.
P Um das Signal/ Rausch-Verhaltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Line Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme einer Linie wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.
Li. A.
P Klicken Sie auf die Taste «Gallery», um bereits wahrend der Bildaufnahme die einzelnen
Aufnahmen im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.
Gall.
¥ Achtung
Bei der Aufnahme von grossen Datensatzen kann die Verwendung der «Gallery» Funktion die
Aufnahmeleistung verschlechtern.
10 | Fir eine statistische Auswertung der Lambdaserie klicken Sie auf das Pfeilsymbol « Quantify»
und dann zum Beispiel auf die Taste «Pr.(z)».
e
Quanti i
uantify Pr. (2}
Das Betdtigen dieser Taste offnet das Dialogfenster «Profile through Stack» und aktiviert
automatisch die ROI Tasten, die Sie in den nachsten Schritten bendtigen werden:
Ellip Rect Poly
ST R
Sel. Rot. Wiz. Clear
11 | Markieren Sie einen Auswertungsbereich (ROI) im Bild, indem Sie zum Beispiel auf die Taste «

Wizard» und die Taste «Polygon» klicken.

(A

Wiz, Poly

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002

Seite 100 von 263




Leica Microsystems Heidelberg GmbH

} LCS Softwarefunktionen:
Ubungen zu ausgewahlten Prozessen

P Doppelklicken Sie im Bild auf die Struktur, die ausgewertet werden soll. Die Konturen der
Struktur werden automatisch als Auswertungsbereich markiert.

P Wihlen Sie mit den Tasten «Ellipse» oder «Rectangle» andere geometrische Formen und
markieren Sie weitere Auswertungs- bereiche im Bild.

QL

Ellip Rect

P> Deaktivieren Sie die Taste «Wizard», wenn Sie die Auswer- tungsbereiche freihand in das
Bild zeichnen wollen.

P> Mit den Tasten «Select» und «Rotate», kénnen Sie die Auswertungsbereiche verschieben,
drehen und ihre GroRRe andern, mit der Taste «Clear» kdnnen Sie alle Auswertungsbereiche
I6schen.

wy | g T

Sel, Rot. Clear

12

Folgende Befehle stehen im Dialogfenster «Profile through Stack» zur Verfligung, wo der
Auswertungsgraph zusammen mit verschiedenen statistischen Werten angezeigt wird.
| i o=

SendTo »

Frirt..

S
P> Halten Sie den Mauszeiger iiber das Diagramm und &ffnen Sie das Kontextmenii, indem Sie
die rechte Maustaste betétigen.
P Wihlen Sie «Export», um die Auswertungsdaten als ASCI Textdatei zu exportieren.
P Wihlen Sie «Send to» und «Document» um eine Bildschirmkopie des Auswertungsgraphen
als neue Datei im aktiven Experiment anzulegen.
P Wahlen Sie «Print», um den Auswertungsgraphen zu drucken.
P> Klicken Sie auf das Pfeilsymbol «View» und die Taste «Play», um die Lambdaserie als
Filmsequenz ablaufen zu lassen. Simultan dazu werden mittels einer senkrechten Hilfslinie der
Auswertungsgraph und die dazugehorigen Auswertungsdaten der jeweiligen Einzelbilder
angezeigt.

o
Play

View

12

Sie konnen ein Bild eines Detektionskanals getrennt als neuen Datensatz im aktiven
Experiment anlegen.

P> Klicken Sie auf das Bild des gewiinschten Detektionskanals.

P Halten Sie den Mauszeiger iiber das Ansichtsfenster Viewer und o6ffnen Sie das
Kontextmen, indem Sie die rechte Maustaste betatigen.
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Send To Experiment ¥ Selection [raw |
e | Printer 3 i;l[iiior;}gsor:]apshot]
Battam Buttans 5
LuT
Legende
Full Screen
P Wahlen Sie «Selection (raw)», um die Bilddaten des markierten Ausschnitts als neue Datei

anzulegen.

P> Wihlen Sie «Selection (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des markierten Ausschnitts als
neue Datei anzulegen.

P Wihlen Sie «All (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des Gesamtbildes als neue Datei
anzulegen.

Die gespeicherten Dateien befinden sich im Ansichtsfenster «Experiment Overview», wo lhnen

im Kontextmenu folgende Befehle zur Verfugung stehen:
Ela Expernments

£ Exp

B):
Activate
Mew Window
Delete

Rename

E xpont

Browese Images

Properties |

P> Markieren Sie eine Datei und 6ffnen Sie das Kontextmendi, indem Sie die rechte Maustaste
betéatigen.

P> Waihlen Sie «Activate», um die Bilddaten der Datei im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

P Wihlen Sie «New Window», um die aktuelle Aufnahme in einem zweiten Ansichtsfenster zu
offnen. Sie kdnnen so dasselbe Bild zum Beispiel mit einer anderen Farbzuordnungs- tabelle
anzeigen lassen.

P Wahlen Sie «Delete», um die Datei zu l6schen.

P> Wahlen Sie «<Rename», um der Datei einen neuen Namen zu geben.

P Wahlen Sie «Export», um eine Aufnahme im Dateiformat *.avi zu exportieren.

P Wahlen Sie «Browse Images», um alle Aufnahmen eines Experiments als Miniaturbilder auf
der Bedienoberflache anzuzeigen.

P Wahlen Sie «Properties», um in einem Dialogfenster eine Kurzbeschreibung der Aufnahme
einzugeben.

P> Sie kénnen Dateien von einem Experiment in das andere ziehen und verschieben (drag and
drop), indem Sie die Datei mit gedrickter linker Maustaste auf den Ordner des gewlnschten
Experiments ziehen.

Sequentielle Bildserien aufnehmen

1 | Zuerst werden die Aufnahmeparameter fir die erste Aufnahmemethode eingestellt und als
Aufnahmeparametersatz abgespeichert. Klicken Sie zu diesem Zweck auf das Pfeilsymbol
«Acquire» und 6ffnen Sie mit der Taste «<Beam» das Dialogfenster «Beam Path Setting».

Acquire 0

Beam

2 | Wahlen Sie die Anregungswellenldnge aus und stellen Sie die Intensitéat der Laserlinie ein.
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I Hene/kr | Ar/uv | R/ |
=

clive

0% 0% 0% 0% 0% 0% L00% III‘%a

O~ -~ el - |
438 476 488 501 514 520 568 6B47
nM OM MM O NM DM DM DM nm

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

3 | Wahlen Sie einen geeigneten Anregungsstrahlteiler aus.

ADBS®
‘Specimen W

Ist IThr System mit einem akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) ausgeristet, optimiert dieser
automatisch den Strahlengang fiir die ausgewéhlte Wellenlange.

Andernfalls doppelklicken Sie auf die griine Linie und wahlen einen Strahlteiler aus:

PWahlen Sie den Dichroiten RSP 500 bei Aufnahmen von FITC und GFP mit einer
Anregungswellenldnge von 488 nm und einer Detektionsbandbreite von 500 bis 600 nm.
PWahlen Sie den Dichroiten RSP 465 bei Aufnahmen von CFP mit einer
Anregungswellenldnge von 458 nm und einer Detektionsbandbreite von 465 bis 525 nm.

P Wahlen Sie den Doppeldichroiten DD 488 / 543 bei Aufnahmen von FITC und TRITC oder
GFP und DsRED mit einer Anregungswellenlange von 488 und 543 nm und einer
Detektionsbandbreite von 500 bis 530 nm bzw. 555 bis 700 nm.

P Wahlen Sie den Tripeldichroiten TD 488 / 543 / 633 bei Aufnahmen von FITC, TRITC und
CY5 mit einer Anregungswellenlange von 488, 543 und 633 nm und einer Detektionsbandbreite
von 500 bis 535 nm, 555 bis 620 nm bzw. 650 bis 750 nm.

P Wahlen Sie den Neutralteiler RT 30/70 bei Reflektions- aufnahmen.

4 | Wahlen Sie einen Detektionskanal «PMT» und stellen Sie den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff und die Detektionsbandbreite ein.

Cv8.18
DAFI

[ Active FITC [T Active
LUCIFER YELLC
Ext. Dyn. Ext Dy
= i PROFIDIUM 10D | gl
STAIN

TEXAS RED

P Klicken Sie auf das Listenfeld eines Detektionskanals, zum Beispiel «<PMT2», und wahlen
Sie einen Fluoreszenzfarbstoff, zum Beispiel «TRITC» aus. Die Emissionskurve des
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Fluoreszenzfarbstoffes wird im Spektrum eingeblendet.
P> Positionieren Sie den Schieberegler unter der Emissionskurve.

®¥ Hinweis zur Position des Detektionsbandes
Achten Sie bei Fluoreszenzaufnahmen darauf, dass Sie das Detektionsband nicht unter der
Laserlinie positionieren, da sonst Reflektionslicht mit aufgenommen wird. Der Abstand von
Detektionsband zur Laserlinie sollte im blauen Spektralbereich (Anregungslinie 488 nm)
mindestens 5 nm betragen, im griinen Spektralbereich (Anregungslinie 543 nm) 10 nm und im
roten Spektralbereich (Anregung 633 nm) 15 nm.

e
o
o

Begin IE nm k. |
End |E4D nm Cancel |

V¥ Active [T Active
= Ext Dyn. = Ext. Dyn.
P Doppelklicken Sie auf den Schieberegler des ausgewahlten Detektionskanals.

P Im Dialogfenster «Range Properties» geben Sie je eine Wellenldnge fir Anfang und Ende
des Detektionsbandes ein.

PRT 1
|<N0ne>

[T Active [V Active [ Active
[T E:t. Dyn. [ E:xt. Dyn. [T Ext. Dyn.

P Klicken Sie auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 104 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH
B LCS Softwarefunktionen:
Ubungen zu ausgewahlten Prozessen

Select LUT's

~ Select channel

~ Select LUT 4

Glow (D&L)
P .Color 1

K[|
[T Epplite Diats

oK I Cancel | bije (1] |

P> Klicken Sie auf eine Farbzuordnungstabelle und auf «OK».
Bei der ersten Bildaufnahme empfiehlt es sich, mit der Farbzuordungstabelle «Glow(O&U)» zu
arbgten.

i
mufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

5 | Um die Bildqualitat wahrend der Bildaufnahme zu optimieren, starten Sie mit der Taste
«Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.

Continuous

P> Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole ein.
Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel «Aufnahmeparameter fir die erste
Biltiigufnahme einstellenx».

i
mufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

6 | Klicken Sie im Dialogfenster «Beam Path Setting» auf die Schaltflache «Save» um die
Einstellungen der ersten Aufnahmemethode als Aufnahmeparametersatz abzuspeichern.

-

Save

Mame of Parameter Setting

|Sequential TRITC

(]S I Cancel |

P> Geben Sie dem Aufnahmeparametersatz einen Namen und klicken Sie auf OK.
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FIT Cwide &
GFP

REFLECTION
Transmission

TRITC

TRIT Cwide

YFP

=kl

Sequential TRITC

-

Der neu definierte Aufnahmeparametersatz erscheint im Listenfeld unter «U».

P
i
%Wie man benutzerdefinierte Aufnahmeparametersétze (IPS) erzeugt

Jetzt werden die Aufnahmeparameter fur die zweite Aufnahmemethode eingestellt und als
Aufnahmeparametersatz abgespeichert. Wéhlen Sie die Anregungswellenldnge aus und
stellen Sie die Intensitét der Laserlinie ein.

M Hene/Kr |. ar/uv | Il R/kr |

0% 0% L00% 0% 0% 0% 0% I.I]I]%atli_e

N = R R = e
458 476 488 501 514 520 568 6B47
nm nNM DM MM DM MM M W

P Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

Wabhlen Sie einen geeigneten Anregungsstrahlteiler aus.

ACQBS®E

‘Specimen

X

P> Die detaillierte Beschreibung der zur Verfiigung stehenden Strahlteiler finden Sie in Schritt 3.

Wahlen Sie einen Detektionskanal «PMT» und stellen Sie den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff und die Detektionsbandbreite ein.
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ST 1 FMT 2
[Fe =
-
V¥ Active [T Active FITC
LUGIFER YELLC
Ext Dyn. Est Dy
e il e il PROPIDIUM 10D
ETAIN
TEXAS RED
TRITC

P> Klicken Sie auf die Listenfelder der Detektionskanéle, zum Beispiel «<PMT1» und «PMT3»
und wahlen Sie jeweils einen Fluoreszenzfarbstoff, zum Beispiel «FITC» und «CY5» aus. Die
Emissionskurven der Fluoreszenzfarbstoffe werden im Spektrum eingeblendet.

P> Positionieren Sie die Schieberegler unter den jeweiligen Emissionskurven.

Begin I [E5A] |
I 20 Cancel |

‘ Flange Properhies

PMT 2 PMT 3

[<Mone= =ll[cvss =]

[T Active [ Active
= Ext. Dy = E:xt. Dyn.
P Doppelklicken Sie auf den Schieberegler des ausgewahlten Detektionskanals.
P Im Dialogfenster «Range Properties» geben Sie je einen Wert fiir Anfang und Ende des
Detektionsbandes ein.

0w =
fis] =
=+ w

[rimn] 400

¥ Active
= Ext. Dyn,

[T Active
= Ext. Oyn.

¥ Active
[T Ext. Dyn,

P> Klicken Sie jeweils auf das Symbol der Farbzuordnungstabelle.
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Select LUT's x|
— Select channel
~ Select LUT 4
7 )
S — ™
o oo
= 22 =R=
[=R=
- 2|2 &3
] ) g oo

il
[T fpplite Data

Ok I Cancel | Sl |

P> Klicken Sie auf eine Farbzuordnungstabelle und auf «OK».
Bei der ersten Bildaufnahme empfiehlt es sich, mit der Farbzuordungstabelle «Glow(O&U)» zu
arbeiten.

10

Um die Bildqualitat wahrend der Bildaufnahme zu optimieren, starten Sie mit der Taste
«Continuous» die Bildaufnahme im Endlosscan.

Continuous

P> Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole ein.
Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel «Aufnahmeparameter fir die erste
Bilgg\ufnahme einstellen»

i
mufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

11

Klicken Sie im Dialogfenster «Beam Path Setting» auf die Schaltflache «Save» um die
Einstellungen der zweiten Aufnahmemethode als Aufnahmeparametersatz abzuspeichern.

Fk

Save

|Sequential FITC_CvS

ak I Cancel I

P> Geben Sie dem Aufnahmeparametersatz einen Namen und klicken Sie auf OK.
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GFF o
REFLECTION
Transmizsion

TRITC

TRIT Cwide

YFP

= = e e

E| User
O B = cuential FITC_CS

lU Sequertial TRITC

-

Der neu definierte Aufnahmeparametersatz erscheint im Listenfeld unter «U».

12 | Klicken Sie im Dialogfenster «<Beam Path Setting» unten links auf «Sequential Scan».
FPMT Trans PMT 1
|<N0ne= 'l
[T Active [ Active
[T Ext Dyn [T Ext Dyn.
Die fur die sequentielle Bildaufnahme bendétigten Dialog- elemente werden geoffnet.
13 | Kopieren Sie im Dialogfenster «Beam Path Setting» die Aufnahmeparametersétze in das

Listenfeld «Sequential scan settings».
S FIT Cwide B

GFP

REFLECTION

Transmission

TRITC

TRIT Cwide

YFP

et el [ Tt (e

EI--- User

(WM Sequential TRITC

-

P> Markieren Sie den Aufnahmeparametersatz im Listenfeld oben rechts.im Dialogfenster.

[¥ Sequential Scan

— Sequential scan settings

Add -> [ | Sequential TRITC
Sequential FITC_CY¥5
<- Remove |

Load |

Save |

P> Klicken Sie dann auf die Schaltflache «Add» unten links im Dialogfenster.

oder
P> Ziehen und verschieben Sie den Aufnahmeparametersatz (drag and drop), indem Sie ihn mit
gedrickter linker Maustaste in das Listenfeld «Sequential scan settings» ziehen.
P Klicken Sie auf die Schaltfliche «Remove», um den Aufnahmeparametersatz wieder zu
I6schen.
P Klicken Sie auf die Schaltfliche «Save», um die Aufnahmeparametersatze als eine
sequentielle Aufnahme- methode zu speichern.
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Load-/Save Sequential Scan Settings B3
L | Leica

User

Type a new sequential zetting name to zave

IM_I,J fury sequential recording

Save :rl Cancel |

P> Mit der Schaltflache «Load» kann dieser Methode spéter wieder geladen werden.

14 | Legen Sie fest, wann zwischen den sequentiellen Methoden umgeschaltet wird, indem Sie im
Listenfeld «Mode» einen der drei sequentiellen Modi auswahlen.

Mode

between frames j

between lines
between frames
between stacks

P Wahlen Sie «between lines», wenn nach der Aufnahme einer Linie die Aufnahmemethode
gewechselt werden soll.

PWahlen Sie «between frames», wenn nach der Aufnahme eines Einzelbildes die
Aufnahmemethode gewechselt werden soll.

PWahlen Sie «between stacks», wenn nach der Aufnahme eines Bildstapels die
Aufnahmemethode gewechselt werden soll.

15 | Uberpriifen Sie im Listenfeld «Parameter» die Parameter, die fiir die Aufnahme aller
sequentiellen Aufnahmemethoden verwendet werden sollen.
Parameter

Wishutter |
[Frame-Average
[Line-Average %

wADTF

wIPMTs, Gain Offset
vIFilterwheel

vIPinhole
vISpectrophotometer

[ JFrame-Accumulation
“Reference-Correction [T

P> Klicken Sie das Kontrollkastchen des gewiinschten Parameters an.

16 | Stellen Sie nun alle anderen Aufnahmeparameter ein, die sich je nach Art der Aufnahme —
Raumbildserie, Zeitbildserie oder Spektralbildserie — unterscheiden.

17 | Starten Sie mit der Taste «Series» oder «Single Scan» die segentielle Bildaufnahme.
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Series Single Scan

P Haben Sie den sequentiellen Modus «between lines» gewahlt, kénnen Sie mit der Taste
«Continuous» auch den Endlos-Scan starten. Der Endlos-Scan Modus hat den Vorteil, dass
viele Aufnahmeparameter wahrend der Bildaufnahme veréndert werden kénnen.

Continuous

P> Klicken Sie auf die Taste «Gallery», um bereits wahrend der Bildaufnahme die einzelnen
Aufnahmen im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

18 | Sie kdonnen ein Bild eines Detektionskanals getrennt als neuen Datensatz im aktiven
Experiment anlegen.

P> Klicken Sie auf das Bild des gewiinschten Detektionskanals.

P Halten Sie den Mauszeiger iiber das Ansichtsfenster Viewer und o6ffnen Sie das
Kontextmen, indem Sie die rechte Maustaste betatigen.

Send To Experiment  » Selection [raw |
e | Printer (3 EFIEEZOZPESDT]&DSM]
Bottorn Buttans !
LuT
Legende
Full Screen
P Wihlen Sie «Selection (raw)», um die Bilddaten des markierten Ausschnitts als neue Datei

anzulegen.

P> Wihlen Sie «Selection (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des markierten Ausschnitts als
neue Datei anzulegen.

PWahlen Sie «All (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des Gesamtbildes als neue Datei
anzulegen.

Die gespeicherten Dateien befinden sich im Ansichtsfenster «Experiment Overview», wo lhnen
im Kontextmenu folgende Befehle zur Verfigung stehen:
Ela E xperiments
(-3 Experiment].lei (1.5 MB)

Activate

New Window
Delete
Fiename

Froperties
P Markieren Sie eine Datei und &ffnen Sie das Kontextmenii, indem Sie die rechte Maustaste
betatigen.

P> Wahlen Sie «Activate», um die Bilddaten der Datei im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

P Wahlen Sie «New Window», um die aktuelle Aufnahme in einem zweiten Ansichtsfenster zu
offnen. Sie kbnnen so dasselbe Bild zum Beispiel mit einer anderen Farbzuordnungstabelle
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anzeigen lassen.

P Wahlen Sie «Delete», um die Datei zu I6schen.

P> Waihlen Sie «<Rename», um der Datei einen neuen Namen zu geben.

P> Waihlen Sie «Export», um eine Aufnahme im Dateiformat *.avi zu exportieren.

P Waihlen Sie «Browse Images», um alle Aufnahmen eines Experiments als Miniaturbilder auf
der Bedienoberflache anzuzeigen.

P Wihlen Sie «Properties», um in einem Dialogfenster eine Kurzbeschreibung der Aufnahme
einzugeben.

P> Sie kénnen Dateien von einem Experiment in das andere ziehen und verschieben (drag and
drop), indem Sie die Datei mit gedrickter linker Maustaste auf den Ordner des gewlinschten
Experiments ziehen.
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Bildaufnahmen von Auswertungsbereichen (ROI-Scan)

1

Zuerst werden alle Aufnahmeparameter fur die Aufnahme des Gesamtbildes optimiert. Um dies
wahrend der Bildaufnahme zu tun, starten Sie mit der Taste « Continuous» die Bildaufnahme
im Endlosscan.

Continuous

P Stellen Sie die Fokusebene (Z-Position), die Detektoren und das Detektionspinhole ein.
Lesen Sie dazu die Schritte 7 bis 15 im Kapitel «Aufnahmeparameter fir die erste
Biltiigufnahme einstellen»

i
mufnahmeparameter fiir die erste Bildaufnahme einstellen

Klicken Sie auf das Pfeilsymbol « Acquire» und o6ffnen Sie mit der Taste «Beam» das
Dialogfenster «Beam Path Setting».

Acquire
Beam

P Wahlen Sie firr den Bildhintergrund (Gesamtbild) die Anregungswellenlédnge aus und stellen
Sie die Intensitét der Laserlinie ein.
W Hene/kr |l Ar/uv | I R/Kr |

50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% El%al?

chive

=1

0 0 n

F Bl et ADTF Value

E E Walue I—EU
ET '\_l é Ok I Cancel |

458 476 488 501 514 520 568 647
nm R MM DM R DM DM AW

e

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ei

Klicken Sie auf die Taste « ROI» um die Lasereinstellung fir den Bildhintergrund zu speichern.

Das Betatigen dieser Taste aktiviert automatisch die Tasten, die Sie in den nachsten Schritten

bendtigen werden:
[.c: m v

Ellip Rect Poly

G | | T

Rot. Wiz. Clear

wls

Sel.

P Sollte die Taste «ROI» in der Bedienoberflaiche unter der Kategorie «Acquire» nicht zu
finden sein, wéhlen Sie Tools\ Customize\ Commands\ Category Basic Scan.
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3E Leica Confocal Software

File “iew Macro | Tools “Window Help

= | Legendlnfa... Clrl+L
D @ Objective... Clrl+]
__New|| Open Microzcope... Chrl+hd
——————  Gtainz.. Cirl+T
Settings. ..

License. .. Clrl+l

Commands |TO0Ibals| Profile

Category:

File:
E dit

Serial Scan
Hardware
iew

30 M avigation
Kinj

ROls

Cluartify
Physiology
Proceszing
Multicolor
Annotation

All Commands

P> Klicken Sie auf die Taste «ROI» und ziehen Sie sie mit gedriickter linker Maustaste auf die
Bedienoberflache.

Wahlen Sie fur den im nachsten Schritt zu zeichnenden Auswertungsbereich (ROI) die
Anregungswellenlange aus und stellen Sie die Intensitét der Laserlinie ein.
M Hene/kr | Ar/uv | Il R/Kr |

54 0% 0 0 O 0N 0 0% M
active

[ BN <t AOTF Value
- - I Walue | iG] %

o ] oK I
=

458 476 488 501 514 520 568 647
nm

Cancel |

nm nm nm nm nm nm nm

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

Um den ersten Auswertungsbereich in das Gesamtbild zu zeichnen, klicken Sie auf das
Pfeilsymbol « Quantify» und dann zum Beispiel auf die Taste «Wizard» und die Taste

«Polygon».

Poly

Wiz,
P Doppelklicken Sie im Bild auf eine Struktur, die als Auswertungsbereich definiert werden soll.
Die Konturen der Struktur werden automatisch als Auswertungsbereich markiert.

P> Mit den Tasten «Select» und «Rotate», kénnen Sie die Auswertungsbereiche verschieben,
drehen und ihre GréRe andern, mit der Taste «Clear» kénnen Sie alle Auswertungsbereiche

l6schen.
G | |7

Sel. Rot. Clear

Quantify

Wahlen Sie fur einen zweiten Auswertungsbereich die Anregungswellenldnge aus und
stellen Sie die Intensitat der Laserlinie ein
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M Hene/kr |l Ar/uv | Il R/Kr |

0% 100% 0% 0% 0% 0% O0W 0% M
active

E E Bl Set ADTF Value
i T Walue 100) 4
5 ki ok I Cancel |
- ]
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nm nNM [ R M MM M MW

P> Ziehen Sie den Schieberegler oder doppelklicken Sie auf den Zahlenwert und geben Sie
einen Wert fur die Laserintensitat ein.

7 | Um den zweiten Auswertungsbereich in das Gesamtbild zu zeichnen, klicken Sie auf das
Pfeilsymbol « Quantify» und dann zum Beispiel auf die Taste «Ellipse».
ovant @]
uantify Ellip
P> Deaktivieren Sie die Taste «Wizard», wenn Sie die Auswer- tungsbereiche freihand in das
Bild zeichnen wollen.
P> Mit den Tasten «Select» und «Rotate», kénnen Sie die Auswer- tungsbereiche verschieben,
drehen und ihre Gré3e andern, mit der Taste «Clear» kénnen Sie alle Auswertungsbereiche
I6schen.
ST e
Sel. Rot. Clear
8 | Wiederholen Sie diese in den Schritten 4 bis 7 beschriebene Prozedur fir jeden weiteren
Auswertungsbereich, den Sie im Bild definieren wollen.
9 | Klicken Sie dann auf die Taste « Configuration» um eine Ubersicht tiber die definierten
Auswertungsbereiche und zugeordneten Laserlinien zu erhalten.
.4
o
Config
P Hier kénnen Sie gegebenenfalls noch einmal die Zuordnung von Laserlinie und
Auswertungsbereichen andern.
10 | Starten Sie mit der Taste « Series» die Bildserie.

Series

P Um das Signal/ Rausch-Verhéltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Average».
Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme eines Bildes wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.

=2

Aver
P Um das Signal/ Rausch-Verhaltnis zu verbessern, klicken Sie auf die Taste «Line Average».

Legen Sie fest, wie oft die Aufnahme einer Linie wiederholt werden soll. Es wird jeweils der
Mittelwert angezeigt.
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P> Klicken Sie auf die Taste «Gallery», um bereits wahrend der Bildaufnahme die einzelnen
Aufnahmen im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

+[+

Gall.

11 | Sie konnen ein Bild eines Detektionskanals getrennt als neuen Datensatz im aktiven
Experiment anlegen.

P> Klicken Sie auf das Bild des gewiinschten Detektionskanals.

P Halten Sie den Mauszeiger iiber das Ansichtsfenster Viewer und o6ffnen Sie das
Kontextmen, indem Sie die rechte Maustaste betatigen.

Send To Experiment  » Selection [raw |

] o I L (3 Selection [znapzhat)
Left Buttans - &l (snapshot]
Bottorn Buttans !
LuT
Legende
Full Screen
P Wihlen Sie «Selection (raw)», um die Bilddaten des markierten Ausschnitts als neue Datei

anzulegen.

P> Wihlen Sie «Selection (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des markierten Ausschnitts als
neue Datei anzulegen.

PWahlen Sie «All (snapshot)», um eine Bildschirmkopie des Gesamtbildes als neue Datei
anzulegen.

Die gespeicherten Dateien befinden sich im Ansichtsfenster «Experiment Overview», wo lhnen
im Kontextmenu folgende Befehle zur Verfigung stehen:
=2 Experiments
£+ Experiment1_lei (1.5 MB)
£ |5 MB);
T Activate
M e Window
Delete

Rename

E xpont

Fropertiez |

P Markieren Sie eine Datei und 6ffnen Sie das Kontextmenti, indem Sie die rechte Maustaste
betatigen.

P> Wahlen Sie «Activate», um die Bilddaten der Datei im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen.

P Wahlen Sie «New Windows, um die aktuelle Aufnahme in einem zweiten Ansichtsfenster zu

offnen. Sie kénnen so dasselbe Bild zum Beispiel mit einer anderen Farbzuordnungstabelle
anzeigen lassen.

P> Wahlen Sie «Delete», um die Datei zu I6schen.

P Wahlen Sie «<Rename», um der Datei einen neuen Namen zu geben.

P> Waihlen Sie «Export», um eine Aufnahme im Dateiformat *.avi zu exportieren.

P Waihlen Sie «Browse Images», um alle Aufnahmen eines Experiments als Miniaturbilder auf
der Bedienoberflache anzuzeigen.

P Wihlen Sie «Properties», um in einem Dialogfenster eine Kurzbeschreibung der Aufnahme
einzugeben.

P> Sie kénnen Dateien von einem Experiment in das andere ziehen und verschieben (drag and
drop), indem Sie die Datei mit gedrickter linker Maustaste auf den Ordner des gewlnschten
Experiments ziehen.
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Allgemeines

Einfiihrung in die Hilfe der Leica Confocal Software

Es stehen Ihnen folgende Hilfeinstanzen zur Verfugung:

Kurzhilfe

Wenn sie den Mauszeiger eine gewisse Zeit Uber einer Taste der Leica Confocal Software stehen
lassen, wird eine Kurzerklarung der Funktion dieser Schaltflache angezeigt. Die Kurzerklarung (help
banner) verschwindet wieder automatisch, wenn der Mauszeiger bewegt wird.

Kontextsensitive Hilfe
Wollen Sie die kontextsensitive Hilfefunktion verwenden, klicken Sie auf die Taste Help:

@

[+

Help

Die gesamte Benutzeroberflache wird dann eingefroren und neben dem Mauszeiger wird ein
Fragezeichen eingeblendet. Wenn Sie jetzt auf eine beliebige Taste klicken, wird anstelle der
Schaltfunktionen, die tblicherweise durch Tastendruck ausgeldst werden, eine Erklarung zur
jeweiligen Taste angezeigt. Wenn die Taste Help nicht auf ihrer Benutzeroberflache zu finden ist:

» | Wahlen Sie im Ment Tools die Option Customize. Hier finden Sie samtliche Tasten nach
Kategorien geordnet.

» | In der Kategorie File finden Sie die Taste Help.

» | Klicken Sie mit der linken Maustaste auf die Taste, halten sie die Maustaste gedriickt und ziehen
Sie die Taste in das von lhnen gewiinschte Fenster.

Inhalt der Onlinehilfe (Contents)
Wenn sie im Meni Help die Option Contents wahlen, wird das Inhaltsverzeichnis der Onlinehilfe
angezeigt. Hier kdnnen Sie nun auswéahlen, zu welchen Funktionen Sie Hilfe anfordern wollen.

Suchen mit Schliisselbegriffen (Index)

Wenn sie im Menu Help die Option Index wahlen, wird ein Verzeichnis mit Schliisselbegriffen
angezeigt. Wahlen Sie einen Schlisselbegriff aus. Sie springen zu den entsprechenden Inhaltsseiten,
durch zweifachen Mausklick oder wenn Sie die Schaltflache Display driicken.

Volltextsuche mit logisch verkniipften Suchbegriffen (Search)

Wenn sie im MenU Help die Option Search wahlen, wird die eingebaute Volltext-Suchmaschine
gestartet. In das Eingabefenster kdnnen sie einen Suchbegriff eingeben. Wenn Sie auf das rechts
neben dem Eingabefenster vorhandene Dreieck klicken, werden logische Operatoren angezeigt.
Wahlen Sie den entsprechenden Operator aus. Geben Sie nach dem Operator den zweiten
Suchbegriff ein, den Sie mit dem ersten Suchbegriff verkntpfen wollen:

Beispiele Ergebnis

Lochblende Dieses Statement sucht Hilfethemen, in denen sowohl das Wort «Lochblende»
AND Schnitte als auch das Wort «Schnitte» vorkommt.

Lochblende OR Dieses Statement sucht Hilfethemen, in denen entweder das Wort «Lochblende»
Schnitte oder das Wort «Schnitte» oder beide vorkommen.

Lochblende Dieses Statement sucht Hilfethemen, in denen sich das Wort «Lochblende» und

NEAR Schnitte das Wort «Schnitte» in einem bestimmten Suchradius befinden. Dartiberhinaus
werden auch ahnlich geschriebene Begriffe gesucht.

Lochblende Dieses Statement sucht Hilfethemen, in denen sich das Wort «Lochblende» und
NOT Schnitte nicht das Wort «Schnitte» befinden.
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Buchzeichen (Favorites)

Wenn Sie im Dialogfenster der Onlinehilfe das Register Favorites wéhlen, kdnnen sie das aktuelle
Hilfethema in eine Liste aufnehmen. Uber die Eintrage in dieser Liste sind die ausgewéhlten
Hilfethemen sehr schnell zugéanglich.

Kontextsensitive Hilfe 6ffnen

2

o]
Help
Funktion
Mit der Taste Help aktivieren Sie die kontextsensitive Hilfefunktion der Onlinehilfe, mit der Sie kurze
Erlauterungen zu den verschiedenen Tasten und Funktionen der Leica Confocal Software aufrufen
kénnen.

» | Klicken Sie auf die Taste Help.

Neben dem Mauszeiger wird ein Fragezeichen eingeblendet. Alle Tasten sind jetzt
voribergehend ohne Funktion.

>
» | Klicken Sie mit dem Mauszeiger auf die Taste, zu der Sie ndhere Informationen wiinschen.
» | Die Onlinehilfe wird geoffnet mit der Beschreibung der entsprechenden Taste.

In der Onlinehilfe kdnnen Sie mit einem Index von Schlisselwértern und mit einer Suchfunktion nach
bestimmten Themen oder Tasten suchen. Die einzelnen Beschreibungen kdnnen ausgedruckt
werden.

Sie kdnnen die Onlinehilfe auch 6ffnen, indem Sie im Menl Help eine der Optionen Contents, Search
oder Index anklicken.
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Datenaufnahmefunktionen

Strahlengang einstellen

Beam|

Funktion

Mit der Taste Beam 6ffnen Sie das Dialogfenster Beam Path Setting, in dem Sie den Strahlengang
und die Detektoren mit den dazugehorigen Farbzuordnungstabellen fiir die Bildaufnahme einrichten
kénnen.

Anregungswellenlange auswiéhlen
Oberhalb des Spektrums im Dialogfenster befinden sich die Felder, in denen Sie die
Anregungswellenlange tber einen AOTF einstellen:

» | Klicken Sie auf das Kontrollkéstchen neben der Laserbezeichnung, um den Laser zu aktivieren.

Stellen Sie die Leistung der Laserlinie ein, indem Sie den Schieber der entsprechenden Skala
auf den gewilinschten Wert ziehen, oder

geoffnet, in dem Sie den exakten Wert eintragen kdnnen.

>
» | Doppelklicken Sie auf den Prozentwert der Laserleistung. Es wird ein weiteres Dialogfenster
>

Die aktive Laserlinie wird im Spektrum als Linie eingeblendet.

Parametereinstellungen laden und speichern

Ebenfalls oberhalb des Spektrums befindet sich ein Listenfeld, in dem Sie Parametereinstellungen
laden und speichern kénnen. Fir die wichtigsten Kombinationen von Fluoreszenzfarbstoffen sind
werkseitig vordefinierte Parametereinstellungen verflgbar. Diese mit einem L (Leica)
gekennzeichneten Parametereinstellungen kdnnen nur geladen aber nicht verandert werden.

Sie kdnnen die fur eine spezifische Bildaufnahme vorgenommenen Einstellungen auch als
benutzerdefinierte Parametereinstellung speichern und somit jederzeit mit einem Klick wieder laden:

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Save.

» | Ein Dialogfenster wird gedffnet, in dem Sie einen Namen fir die Parametereinstellung eingeben.

» | Die Parametereinstellung wird im Listenfeld unter User angelegt und ist mit einem U (User)
gekennzeichnet.

Sie kénnen die Parameter auswéhlen, die mit dem Befehl Save gespeichert werden sollen:

» | Wahlen Sie im Ment Tools die Option Settings.

» | Klicken Sie im Dialogfenster Settings auf das Register Instrument Parameters.

» | Wahlen Sie die Parameter aus, indem Sie auf das entsprechende Kontrollkastchen klicken. Mit
den Schaltflachen Select all und Deselect all kdnnen Sie alle Parameter auswéhlen oder die
Wabhl aller Parameter riickgéngig machen.

Wenn Sie eine dieser benutzerdefinierten oder voreingestellten Parametereinstellungen anklicken
und anschlieBend auf die rechte Maustaste klicken, stehen Ihnen in einem Kontextmenu folgende
Befehle zur Verfligung:

Befehl Funktion

Set as default Die Parametereinstellung wird als Standardeinstellung beim Start der
setting Software geladen.

Remove default Die Markierung als Standardeinstellung wird riickgadngig gemacht.
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setting

Load Die Parametereinstellung wird geladen.

Rename (nur bei U) | Die Parametereinstellung kann umbenannt werden.
Delete (nur bei U) Die Parametereinstellung wird geléscht.

Anregungsstrahlteiler auswéahlen
Der Anregungsstrahlteiler lenkt das Anregungslicht des Lasers auf das Praparat und trennt vom
Praparat zuriickkommendes Fluoreszenzlicht und reflektiertes Anregungslicht.

Ist das Konfokalsystem mit einem akusto-optischen Strahlteiler AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter)
ausgerustet, wird bei Auswahl einer oder mehrerer Laserlinien der AOBS automatisch so eingestellt,
dass Fluoreszenzlicht maximal transmittiert und Reflexionslicht maximal unterdriickt wird.

LD siehe Akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) einstellen (Seite 121)

Ist das Konfokalsystem mit konventionellen Anregungsstrahlteilern ausgertistet, muss ein geeigneter
Filter fir die jeweilige Anwendung ausgewahlt werden. Links neben dem Spektrum befindet sich das
Symbol (griine, gekippte Linie) fir den Anregungsstrahlteiler. Klicken Sie auf das Symbol und wéhlen
Sie den gewiinschten Strahlteiler aus:

» | Neutralfilter, wie z.B. der Filter RT 30/70, werden bei Reflexionsanwendungen eingesetzt, um
das Anregungslicht auf die Probe und das reflektierte Licht zum Detektionspinhole zu leiten.

» | Dichroitische Filter, wie z.B. der Reflexionskurzpassfilter RSP 510, werden bei
Fluoreszenzanwendungen eingesetzt, um Fluoreszenzlicht eines bestimmten
Wellenlangenbereichs vom Anregungslicht zu trennen und zu detektieren.

» | Doppeldichroitische Filter werden fiir Bildaufnahmen verwendet, bei denen das Praparat mit
zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mit zwei Anregungswellenlangen angeregt wird. Mit
dem Doppeldichroiten DD 488/ 568 zum Beispiel, wird Anregungslicht mit der Wellenlange
488nm und 568nm vom Detektionslicht getrennt. Je nach Systemkonfiguration sind noch
Doppeldichroiten des Typs DD 488/ 543 und DD 458/ 514 auswahlbar.

» | Tripeldichroitische Filter werden fiir Bildaufnahmen verwendet, bei denen das Praparat mit drei
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mit drei Anregungswellenlangen angeregt wird. Mit dem
Tripeldichroit TD 488/ 568/ 633 zum Beispiel, wird Anregungslicht mit der Wellenlange 488nm,
568nm und 633nm vom Detektionslicht getrennt. Je nach Systemkonfiguration sind noch
Tripeldichroiten des Typs TD 488/ 568/ 647und TD 488/ 543/ 633.auswahlibar.

Detektoren und Farbzuordnungstabellen (LUT) einstellen
Unterhalb des Spektrums im Dialogfenster sind die Felder fir die vier Detektoren PMT 1 bis 4 sowie
fur den Durchlichtdetektor PMT Trans angeordnet. Nehmen Sie folgende Einstellungen vor:

» | Aktivieren Sie die gewlinschten Detektoren, indem Sie auf das jeweilige Kontrollkastchen Active
unterhalb des Symbols fir die Farbzuordnungstabellen klicken. Ein Wurfschatten verbindet nun
den aktivierten Detektor mit dem entsprechenden Schieber auf der Skala des Spektrums.

» | Bestimmen Sie den Wellenlangenbereich, in dem detektiert werden soll, indem Sie die beiden
Enden des Schiebers auf die gewiinschten Positionen auf der Skala ziehen, oder

» | Doppelklicken Sie auf den Schieber. Es wird ein weiteres Dialogfenster gedtffnet, in dem Sie
einen exakten Wert fir Anfangspunkt und Endpunkt des Wellenlangenbereichs eintragen
kbénnen.

» | Fur Fluoreszenzanwendungen sind fur jeden Detektor Listenfelder mit den gangigen
Fluoreszenzfarbstoffen angelegt. Wahlen Sie den gewiinschten Fluoreszenzfarbstoff aus, um
seine Emissionskurve im Spektrum einzublenden.

» | Wahlen Sie eine Farbzuordnungstabelle aus, indem Sie auf das entsprechende Symbol klicken.

siehe Farbzuordnungstabellen auswéahlen (Seite 166)
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Akusto-optischen Strahlteiler (AOBS) einstellen (optional)

e
€7

ADOBS
Auf dieser Seite finden Sie folgende Themen
v Funktion des akusto-optischen Strahlteilers
v Verwendung des AOBS bei Fluoreszenzaufnahmen
v Verwendung des AOBS bei gemischten Reflexions-/ Fluoreszenzaufnahmen

Funktion

Der akusto-optische Strahlteiler (englisch: AOBS: Acousto-Optical Beam Splitter) lenkt das
Anregungslicht des Lasers auf das Praparat und trennt vom Préaparat zuriickkommendes
Fluoreszenzlicht und reflektiertes Anregungslicht. In Leica Konfokalmikroskopen ersetzt und optimiert
der AOBS konventionelle Anregungsfilter wie zum Beispiel Doppeldichroite oder Tripeldichroite.

Der AOBS ist ein transparenter optischer Kristall, an den ein Ultraschallwellenfeld angelegt ist. Licht,
das den optischen Kristall durchdringt, wird in Abhangigkeit seiner Wellenlange und der Wellenlénge
des Ultraschallwellenfeldes gebeugt. Durch Modulation der Ultraschallamplitude kann mit dem AOBS
nicht nur eine Laserlinie selektiert, sondern auch die Lichtmenge sowie das Strahlteilerverhaltnis von
Anregungs- und Detektionslicht fir die ausgewéahlte Laserlinie geregelt werden. Mit dem AOBS
kdnnen simultan bis zu 8 Anregungswellenlangen gleichzeitig verwendet werden.

Verwendung des AOBS bei Fluoreszenzaufnahmen

Setting the Acousto-Dptical Beam Splitter x|

[Fluorescence Excitation [ Ultra High Dynamics |

I 100%
~an e -em - - = = 2

b - : : il el el
458 nm 488 nm 501 nm 514 nm = 2 = 7

| Mazimum detection of reflected light

e

— Enhanced Dynamics

||7|7r~7|7rrrr\

Acousto-Optical Beam Splitter 'ﬂ
Pass the mouse pointer over a dialog element to view infarmation
Close

» | Die Standardeinstellung ist auf Fluoreszenzaufnahmen mit bis zu 4 Anregungswellenlangen
ausgerichtet. Sobald Sie im Dialogfenster Beam Path Setting mit dem Schieberegler eine
Laserlinie aktivieren, wird der AOBS automatisch so eingestellt, dass Anregungslicht maximal
zum Praparat abgelenkt wird. Fur Fluoreszenzlicht ist der AOBS transparent, unabhangig vom
Schieberegler. Der Schieberegler im Dialogfenster AOBS steht auf 100%.

siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)

» | Als Standardeinstellung sind die beiden Kontrollkastchen Enhanced Dynamics und Ultra-High
Dynamics aktiviert. Mit dieser doppelten Dynamikeinstellung wird sichergestellt, dass
Reflexionslicht, das den Strahlengang in umgekehrter Richtung zuriicklauft, aus der optischen
Achse entfernt und somit nicht detektiert wird.
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Setting the Acousto-Optical Beam Splitter x|

Fluorescence Excitation [¥ Ultra High Dynamics
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Mazximum detection of reflected light

Enhanced Dy ics

] ¥ I ¥ = | r r ‘
N

Pass the mouse poinker over a dialog element to view information

N
[@ AcuustMal Beam Splitter ‘IEI
Close

» | Werden mehr als 4 Anregungswellenlangen verwendet, ist die doppelte Dynamikeinstellung
nicht mehr fiir alle Laserlinien mdglich. In diesem Fall wird die verbesserte Dynamik
(Kontrollkastchen Enhanced Dynamics) fur die kurzwelligste Laserlinie automatisch
ausgeschaltet. Mit jeder weiteren zusatzlichen Anregungswellenlange wird die verbesserte
Dynamik fiir eine weitere Laserlinie deaktiviert.

Verwendung des AOBS bei gemischten Fluoreszenz-/ Reflexionsaufnahmen

Setting the Acousto-Dptical Beam Splitter x|

Fluorescence Excitation [ Ultra High Dynamics

100%
- e el - - - -

e - : : il el el
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I— Mazimum detection of reflected light

m - e e | e )
Enhanced Dynamics

l_(.\\__‘lV 7 14 r m & - ‘

N
[@ Acuustﬂl Beam Splitter "1{;_]
Close

Press button to set maximum detection of reflected light

» | Wollen Sie auch Reflexionslicht aufnehmen, geniigt es in der Regel, den Anteil des
Reflexionslichts mit dem Schieberegler zu variieren.

» | Ist dies nicht ausreichend, klicken Sie auf die Schaltflaiche Maximum detection of reflected light.
Der entsprechende Schieberegler wird automatisch auf 50% eingestellt und die verbesserte
Dynamik (Kontrollkdstchen Enhanced Dynamics) ausgeschaltet.

» | Bei reinen Reflexionslichtaufnahmen kann durch zusatzliches Deaktivieren des
Kontrollkastchens Ultra-High Dynamics der Anteil des Reflexionslichts fir alle Laserlinien auf ein
Maximum erhdht werden.
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Objektiv auswéhlen

v

Funktion

Mit der Taste Objective 6ffnen Sie eine Liste von Objektiven, aus der Sie das fir lhre Bildaufnahme
geeignete Objektiv auswahlen kdnnen. In dieser Liste werden nur die Objektive angezeigt, die zuvor
einem der maximal sieben Einschraubplatzen des Objektivrevolvers zugeordnet wurden. Diese
Zuordnung kénnen Sie wie folgt vornehmen:

» | Wahlen Sie im MenU Tools die Option Objective. Es wird ein Dialogfenster gedffnet mit einer
umfangreichen Liste von Objektiven und den symbolisch dargestellten Einschraubplatzen (Slots)
des Objektivrevolvers.

» | Suchen Sie in dieser Liste das von Ihnen verwendete Objektiv und klicken Sie es an. Halten Sie
die linke Maustaste gedruckt und ziehen Sie das Objektiv auf das Symbol des Slots, in welchem
das Objektiv eingeschraubt ist.

» | Die Zuordnung wird in der Software gespeichert und das Objektiv erscheint in der Auswabhlliste,
die mit der Taste Objective getffnet werden kann.

» | Wiederholen Sie diesen Vorgang fir alle Objektive, die sie im Objektivrevolver eingesetzt haben.

Mit den Schaltflachen Add, Remove und Edit kobnnen Sie in diesem Dialogfenster neue Objektive
eintragen oder l6schen sowie Objektivbezeichnungen editieren.

Bei den Mikroskopen des Typs DM RXA, DM RXE DM IRBE und DM IRBE2 wird der
Objektivrevolver von der Software angesteuert, so dass bei der Auswahl eines
Objektivs tiber die Taste oder das Dialogfenster Objective das Objektiv automatisch in
den Strahlengang gedreht wird. Bei allen anderen Mikroskoptypen muss das Objektiv
nicht nur in der Software eingestellt, sondern zusétzlich noch manuell in den

Strahlengang gebracht werden.

Zusitzliche Information

Bei der Wahl des richtigen Obijektivs fiir eine bestimmte Anwendung ist neben der Korrektionsklasse
des Objektivs (Achromate, Apochromate, Fluoritobjektive und Planobjektive) vor allem der
VergroRerungsfaktor und die numerische Apertur entscheidend. Die numerische Apertur bestimmt
das Auflésungsvermdgen eines Objektivs und wird aus dem Offnungswinkel des vom Objektiv
aufgenommenen Lichtkegels und dem Brechungsindex des Mediums zwischen Objektivlinse und
Praparat errechnet: NA = n*sin a

Starker vergroRernde Objektive haben im allgemeinen héhere numerische Aperturen, aber auch
kleinere Eintrittslinsen und kénnen deshalb Licht nur von einem relativ kleineren Scanfeld aufnehmen.
Objektive mit hoher Apertur ermdglichen zwar eine hohe Auflésung, haben jedoch den Nachteil, dass
sie nur einen geringen freien Arbeitsabstand zulassen. Die folgende Tabelle veranschaulicht diese
Zusammenhange:

Objektiv Auflésung Auflésung Auflésung | Auflésung | ScanfeldgroRe
(xy) Luft (z) Wasser (z) | Ol (z) (xy)

HC PL FLUOTAR 5x 1301 19410 25879 29559 3000

0.15

HC PL FLUOTAR 10x 651 4768 6407 7335 1500

0.30

N PLAN 20x 0.40 488 2630 3566 4093 750

N PLAN 50x 0.75 260 649 948 1108 300
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PL APO 100x 1.40 | 139 | 319 | 209 | 236 | 150

Werte in nm bei Wellenlange A Werte in
488 nm pum

Typische Anwendungen

Trockenobjektive werden typischerweise in der Materialkunde fur die Untersuchung von
Oberflachenstrukturen verwendet. Fir die Bildaufnahme von Schichtstrukturen, bei denen
Materialschichten mit unterschiedlichen Brechungsindizes aufeinandertreffen, sind
Immersionsobjektive am besten geeignet. Bei biologischen Préaparaten hangt es vom Préaparat und
seinem Einbettmedium ab, ob man sich fiir ein Olimmersionsobjektiv oder Wasserimmersionsobjektiv
entscheidet. Die beste Auflésung erhalt man, wenn die Brechungsindizes von Einbettmedium bzw.
Praparat und Objektivmedium aufeinander abgestimmt sind.

Detektoren einstellen

I,
Lﬁi'-?l_"_ﬂ"»

Funktion

Mit der Taste Signal 6ffnen Sie ein Dialogfenster, in dem Sie die Detektoren so einstellen kdnnen,
dass der gesamte Wertebereich der detektierten Intensitaten einer Farbzuordnungstabelle
zugeordnet und im Bild dargestellt wird. Zu diesem Zweck kann fur jeden Detektor ein Gain Wert und
ein Offset Wert eingestellt werden. Mit dem Gain Wert wird die Verstarkung des detektierten Signals
verandert und damit die Bildhelligkeit und der Bildkontrast. Mit dem Offset Wert bestimmen Sie einen
Schwellenwert. Nur Signale oberhalb dieses Schwellenwertes werden detektiert und im Bild
angezeigt.

Sie haben zwei Mdglichkeiten, um den Gain Wert und den Offset Wert einzustellen:

» | Bewegen Sie mit dem Mauszeiger den Schieber auf der Skala. Der entsprechende Wert wird
unterhalb der jeweiligen Skala angezeigt.

» | Doppelklicken Sie auf den Zahlenwert, der unterhalb der Skala angezeigt wird. Es wird ein
weiteres Dialogfenster getffnet, in dem Sie den exakten Wert eintragen kénnen.

Fur die Optimierung von Gain Wert und Offset Wert eignen sich am besten die
Farbzuordnungstabellen Glow Over, Glow Under und Glow Over and Under.

LD siehe Farbzuordnungstabellen auswéhlen (Seite 166)

Sie kdnnen den Gain Wert und den Offset Wert der Detektoren auch mit den entsprechenden
Drehknopfen der Bedienkonsole einstellen.

siehe Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

‘Ein Detektor ist erst aktiv, wenn das entsprechende Kontrollkdstchen Active im

‘Dialogfenster Signal oder im Dialogfenster Beam Path Setting angeklickt ist.
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Elektronischer Zoom

5
L?-gul

Funktion

In der Konfokalmikroskopie bestimmt zum einen das Objektiv und zum anderen der elektronische
Zoom die VergroRRerung eines Bildes. Das Objektiv erzeugt ein Zwischenbild, dessen VergrofR3erung
vom Vergrof3erungsfaktor des Objektivs abhangt. Eine zusatzliche VergréRerung kann mit dem
elektronischen Zoom erreicht werden. Bei einem Zoomfaktor 1 wird die maximale ScanfeldgréRe mit
einer bestimmten Anzahl von Punkten gescannt. Stellt man nun den Zoomfaktor 2 ein, wird mit
derselben Anzahl von Punkten ein Scanfeld mit der halben Seitenlange des maximalen Scanfelds
(1/4 des urspriinglichen Scanfelds) abgetastet. Man erhalt also eine starkere VergrofRerung und damit
auch eine verbesserte Auflésung des Bildes, weil ein kleineres Scanfeld mit derselben Frequenz
abgetastet wird und somit eine hohere Informationsdichte erzielt wird.

Im Dialogfenster, das mit der Taste Zoom gedffnet wird, kdnnen Sie einen der voreingestellten
Zoomfaktoren auswahlen. Wenn Sie auf die Schaltfache Others klicken, kénnen Sie einen anderen
Zoomfaktor auf zwei Arten einstellen:

» | Bewegen Sie mit dem Mauszeiger den Schieber der Skala. Der entsprechende Wert wird in der
Mitte des Dialogfensters angezeigt.

» | Doppelklicken Sie auf den fett dargestellten Zahlenwert in der Mitte des Dialogfensters. Es wird
ein weiteres Dialogfenster getffnet, in dem Sie den exakten Wert eintragen kénnen.

Sie kdnnen den Zoomfaktor auch mit dem entsprechenden Drehknopf der Bedienkonsole einstellen.
siehe Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

Zusitzliche Information

Es kdnnen zwar Zoomfaktoren von 1 bis 32 eingestellt werden. Dennoch kann mit dem
elektronischen Zoom nicht unbegrenzt sinnvoll vergré3ert werden. Die Grenze ist mit dem kleinsten
optisch noch auflédsbaren Abstand erreicht, der vom Auflésungsvermogen des Objektivs bestimmt
wird. Dieser optisch noch auflésbare Abstand wird, gemaR dem Nyquist Theorem, dann chne
Informationsverlust abgebildet, wenn er mit etwa 2 bis 3 Rasterpunkten abgetastet wird. Wird diese
Abtastfrequenz bei einem relativ hohen Zoomfaktor und einem gegebenen Scanformat tGberschritten,
ist eine weitere VergroRerung nicht mehr sinnvoll, weil keine weiteren optischen Details mehr
aufgeldst werden kdnnen (Leervergrof3erung).

siehe Scanformat auswahlen (Seite 128)
siehe Objektiv auswahlen (Seite 123)

Bei bleichempfindlichen Préparaten ist es ratsam, nur in eingeschrénktem Mal3e mit
dem elektronischen Zoom zu arbeiten. Da Sie bei hohen Zoomfaktoren einen
Ausschnitt des Préparates mit einer relativ héheren Abtastfrequenz aufnehmen, ist das

Préparat einer starkeren Lichteinwirkung ausgesetzt. Dies kann zur photochemischen

Zerstérung des Praparates fiihren (optisches Bleichen).

Optimale Zoomfaktoren
Die folgende Tabelle zeigt, bei welchen Zoomfaktoren (rot markiert) - in Abhangigkeit einer durch das
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Objektiv bestimmten Scanfeldgréf3e und eines gewahlten Scanformats - das Préaparat ohne
Informationsverlust abgetastet wird:

Scanformat | Zoomfaktor | Scanfeld- | Abtast- Auflésung/
Objektiv groRe frequenz | Abtastfrequenz
(um) (nm)
VergréBerung | Numerische | Auflésung
Apertur bei A 488
nm
20 0,6 325 1024 x 1024 | 1 750 732 0,4
2 375 366 0,8
4 187 183 1,8
6 125 122 2,7
512 x 512 1 750 1465 0,2
2 375 732 0,4
4 187 365 0,9
8 94 183 1,8
10 75 146 2,2
200 x 200 1 750 3750 0,1
2 375 1875 0,2
4 187 935 0,3
8 94 470 0,7
16 47 235 1,4
32 23 115 2,8
40 1,25 156 1024 x 1024 | 1 375 366 0,4
2 187 183 0,8
4 94 92 1,7
6 62 60 2,6
512 x 512 1 375 732 0,2
2 187 365 04
4 94 183 0,8
8 47 92 1,7
10 37 72 2,2
200 x 200 1 375 1875 0,1
2 187 935 0,2
4 94 470 0,3
8 47 235 0,7
16 23 115 1,3
32 12 60 2,6
100 1,4 139 1024 x 1024 | 1 150 146 0,9
2 75 73 1,9
3 50 49 2,8
512 x 512 1 150 293 0,5
2 75 146 0,9
4 37 72 1,9
6 25 49 2,8
200 x 200 1 150 750 0,2
2 75 375 0,4
4 37 185 0,7
8 18 90 15
12 12 60 2,3

Die Leica Confocal Software verfiigt (ber drei zu unterscheidende Zoom Funktionen:

den elektronischen Zoom, den 3D Zoom und den graphischen Zoom.
L) siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)
LD siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Display (Seite 157)

VergroBerte Aufnahme eines Bildausschnitts
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IC
. 2
Funktion

Die Funktion Zoom In ermdglicht die vergroRerte Aufnahme eines frei wahlbaren, quadratischen
Ausschnitts eines Praparates.

» | Klicken Sie auf die Taste Zoom In. Gleichzeitig wird automatisch die Taste Rectangle aktiv.

siehe Auswertungsbereich (ROI) als Rechteck definieren (Seite 230)

» | Legen Sie den zu vergrossernden Ausschnitt fest, indem Sie mit der Taste Rectangle einen
rechteckigen Auswertungsbereich (Region of interest oder ROI) in das Bild zeichnen.

siehe Auswertungsbereich (ROI) markieren und verschieben (Seite 231)

» | Mit der Taste Select kann der Ausschnitt auf dem Bild verschoben werden.

» | Starten Sie die Bildaufnahme mit der Taste Continuous Scan, Series Scan oder Single Scan.

Die Software passt den frei gewéhiten rechteckigen Ausschnitt automatisch an die
tatséchlich vom Scanner realisierbare quadratische Form an. Die gestrichelte Linie

zeigt den tatséchlichen Bildausschnitt an.

Zusitzliche Information

Die vergroRernde Aufnahme eines Bildausschnitts wird nur solange zusétzliche Detailinformationen
liefern wie der Abstand der Rasterpunkte groR3er bleibt als die Hélfte des optischen
Aufldsungsvermdgens. Das Auflésungsvermdgen wiederum hangt von dem verwendeten Objektiv,
dem eingestellten Scanformat und der verwendeten Lichtwellenlénge ab (Leervergrol3erung).

Typische Anwendungen

Alle Anwendungen, bei denen es um die optische Auflésung sehr kleiner Strukturen geht und auf ein
Ubersichtsbild verzichtet werden kann. Bei der Aufnahme von solchen Praparaten sollte darauf
geachtet werden, dass auch ein Objektiv mit entsprechend hohem optischem Auflosungsvermégen
zur Bildaufnahme verwendet wird.

Detektionslochblende einstellen

o

__ Pinh|

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Pinhole klicken, wird ein Dialogfenster gedtffnet, in dem Sie den
Offnungsdurchmesser der Detektionslochblende (des Detektionspinholes) einstellen kénnen. Im
Listenfeld oben rechts im Dialogfenster wahlen Sie die Einheit aus, in welcher der Durchmesser

angezeigt werden soll. Sie kdnnen zwischen pm, Airy-Einheiten oder Digitalwerten wahlen. Sie haben
zwei Moglichkeiten, um einen Wert flr den Durchmesser der Lochblende einzugeben:

» | Bewegen Sie mit dem Mauszeiger den Schieber auf der Skala, die links im Dialogfenster
eingeblendet ist. Der entsprechende Wert wird in der Mitte des Dialogfensters angezeigt.

» | Doppelklicken Sie auf den fett dargestellten Zahlenwert in der Mitte des Dialogfensters. Es wird
ein weiteres Dialogfenster getffnet, in dem Sie den exakten Wert eintragen kénnen.
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Der Offnungsdurchmesser der Detektionslochblende muss immer auf das aktuell verwendete Objektiv
eingestellt werden. Wenn Sie auf die Schaltflache Airy 1 klicken, wird die Detektionslochblende
automatisch in Abhéngigkeit des verwendeten Objektivs auf den Optimalwert 1 Airy Einheit
eingestellt.

Neben der numerischen Apertur des Objektivs und der Wellenlange des Lichtes bestimmt auch die
Detektionslochblende die Dicke der optischen Schnitte.

Zusitzliche Information

Der Durchmesser der Lochblende ist optimal eingestellt, wenn er mit dem Durchmesser der Airy
Scheibe Ubereinstimmt. Als Airy Scheibe bezeichnet man den inneren, hellen Kreis des
Beugungsbildes einer punktférmigen Lichtquelle. Der Durchmesser dieser Airy Scheibe ist wiederum
von mehreren optischen Parametern abhangig und lasst sich fir Leica Konfokalsysteme wie folgt
beschreiben:

1224
Zur Errechnung des Durchmessers der Airy Scheibe bendtigt man also die Anregungswellenlénge A
(bei mehreren Wellenléangen, sollte man mit einem gemittelten Wert rechnen), die numerische Apertur
NA und den VergrofRerungsfaktor M des Objektivs. Der Faktor 3,6 steht fur die Vergrof3erung weiterer
optischer Komponenten im Leica Konfokalmikroskop.

Ist die Lochblende auf die Airy Scheibe eingestellt, wird Licht von ausserhalb der Fokusebene
unterdrickt und das Signal/ Rausch-Verhéltnis ist hoch. Unter diesen Bedingungen kdnnen optische
Schnitte von minimaler Dicke aufgenommen werden. Je mehr die Lochblende geéffnet wird, desto
mehr Licht erreicht den Detektor. Das Bild wird heller. Aber auch Beitrage von Strukturen auf3erhalb
der Fokusebene werden nun abgebildet und machen das Bild zunehmend unscharf.

Eine VergroRerung des Blendendurchmessers tber 1 Airy Einheit ist nur dann ratsam, wenn sehr
schwache Signale detektiert werden sollen.

Bei Aufnahmen von materialwissenschaftlichen Praparaten wird in der Regel gentigend Licht in die
Detektoren reflektiert, so dass das Detektionspinhole ganz geschlossen werden kann (das heif3t auf
den minimalen Durchmesser eingestellt werden kann).

Scanformat auswahlen

(Format|

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Format klicken, 6ffnet sich ein Dialogfenster mit einer Auswahl von
verschiedenen Scanformaten. Mit dem Scanformat wéhlen Sie das fir die Bildaufnahme verwendete
Bildraster aus. Unter Bildraster versteht man die Anzahl der Punkte, mit denen das Praparat in den
drei Raumrichtungen abgetastet wird. Neben der numerischen Apertur des Objektivs und der

Anregungswellenlange bestimmt das Scanformat zusammen mit dem Elektronischen Zoom
wesentlich die rAumliche Auflésung der aufgenommenen Daten.

Zusitzliche Information

Bei der Wahl des Scanformats sollten Sie beachten, welche Zusammenhéange zwischen dem
Bildraster und der Aufldsung des erzeugten Bildes bestehen. Gemal} dem Nyquist Theorem (oder
Sampling Theorem) kann eine Struktur nur dann ohne Informationsverlust abgerastert werden, wenn
der kleinste optisch noch auflésbare Abstand mit etwa 2 bis 3 Rasterpunkten abgetastet wird. Dieser
als laterale Aufldsung bezeichnete optisch noch auflésbare Abstand hangt von der numerischen
Apertur des Objektivs und der Wellenlange des verwendeten Anregungslichtes ab:
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04-&
Laterale Auflisung = W
Das folgende Beispiel veranschaulicht diesen Zusammenhang: Sie haben zum Beispiel das Objektiv
PL APO 100x mit der numerischen Apertur NA = 1,4 und eine Wellenldnge von A = 488 nm

ausgewabhlt. Daraus ergibt sich der kleinste optisch noch auflésbare Abstand:

04458 = e 140 nm

Gemal der oben genannten Faustregel betragt dann der Abstand der Rasterpunkte, der fir eine
Aufnahme ohne Informationsverlust notwendig ist:

140 nm =ca 47 nm

Haben Sie das Scanformat 1024x1024 ausgewahlt, ergibt sich bei einem Objektiv PL APO 100x,

dessen maximale

ScanfeldgrofRe 150 um betrégt, jedoch der folgende Abstand der Rasterpunkte:

180 wm
1024

Um den notwendigen Rasterabstand von 47 nm zu erreichen, haben Sie nun die Méglichkeit

entweder das Scanformat zu erhéhen (z.B. auf 2048x2048) oder die ScanfeldgréRe mit Hilfe des

Elektronischen Zooms (Zoom=2) zu verkleinern.

=ca 146 nm

Der aktuelle Rasterabstand wird in der Legende Hardware angezeigt. Dieser Wert wird dort als Voxel
Size bezeichnet und neu berechnet, sobald Sie das Scanformat, den Elektronischen Zoom oder das
Objektiv &ndern.

siehe Elektronischer Zoom (Seite 125)
L) siehe Objektiv auswahlen (Seite 123)

Man spricht von Oversampling, wenn die Abtastfrequenz von 2 bis 3 Punkten
Uberschritten wird. Dabei wird die Struktur zwar vollsténdig abgebildet, aber es werden
keine zusétzlichen Informationen mehr gewonnen. Nachteil des Oversampling ist die
lange Abtastzeit und bei bleichempfindlichen Préparaten die Gefahr der Zerstérung des
Untersuchungsobjekts. Man spricht von Undersampling, wenn die Abtastfrequenz von 2
bis 3 Punkten unterschritten wird. In diesem Fall besteht die Gefahr, dass nicht alle

notwendigen Informationen abgerastert werden. Das Bild zeigt dann mdéglicherweise

Strukturen, die es im Prdparat nicht gibt. Diesen Effekt nennt man Aliasing.

Scanmodus auswahlen
=

[l
__Mode
Funktion
Wenn Sie auf die Taste Mode klicken, 6ffnet sich ein Dialogfenster mit einer Liste der zur Verfiigung
stehenden Scanmodi. Der Scanmodus bestimmt, welche optischen Ebenen im Préparat abgetastet
werden. Grundsétzlich kdnnen horizontale xy-Schnitte oder vertikale xz-Schnitte aufgenommen
werden. Um ein dreidimensionales Bild vom Praparat zu erzeugen, werden die optischen Schnitte in
die jeweilige dritte Raumrichtung fortgefuihrt und so ein Stapel aus Einzelbildern aufgenommen. Hinzu
kommt die Mdglichkeit, die Bildaufnahme in Abhéngigkeit von der Zeit oder der Wellenlange
auszufuhren:
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Modus | Funktion

Xyz Aus xy-Schnitten wird in z-Richtung ein Bildstapel aufgenommen.

Xzy Aus xz-Schnitten wird in y-Richtung ein Bildstapel aufgenommen.

xt Eine Linie wird mehrere Male hintereinander aufgenommen.

Xyt Ein xy-Schnitt wird mehrere Male hintereinander aufgenommen.

Xzt Ein xz-Schnitt wird mehrere Male hintereinander aufgenommen.

xyzt Aus xy-Schnitten wird in z-Richtung ein Bildstapel mehrere Male hintereinander
aufgenommen.

XYA Ein xy-Schnitt wird bei verschiedenen Wellenlangen aufgenommen.

XZ\ Ein xz-Schnitt wird bei verschiedenen Wellenlangen aufgenommen.

Alle Scanmodi (mit Ausnahme von xt) setzen sich aus mindestens drei Dimensionen zusammen. Die
dritte und weitere Dimensionen werden vom Geréat ignoriert, wenn Sie mit der Endlos-Scan Funktion
oder der Einmal-Scan Funktion Bilder nur aus einer optischen Ebene (xy oder xz) aufnehmen.

Die Scanmodi xzy und xzt werden nur in der Liste angezeigt, wenn Sie zuvor mit der
Taste Z-Scan den Auswahlpunkt Galvo ausgewéhlt haben. Ebenso werden die
Scanmodi fiir eine Wellenldngenserie xyA und xzA nur angezeigt, wenn im

Dialogfenster Beam Path Setting nur ein Detektor aktiviert ist.

siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)

Scangeschwindigkeit auswahlen

_Speed

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Speed klicken, wird ein Dialogfenster gedffnet, in dem Sie vier verschiedene
Scangeschwindigkeiten einstellen kénnen.

Geschwindigkeit

200 Bildzeilen pro Sekunde
400 Bildzeilen pro Sekunde
800 Bildzeilen pro Sekunde
1000 Bildzeilen pro Sekunde

In Kombination mit dem Bidirektionalen Scan kann die Geschwindigkeit der Datenaufnahme noch
erhéht werden.

siehe Unidirektionaler oder Bidirektionaler Scan (Seite 143)

Zusitzliche Information

Je hoher die eingestellte Scangeschwindigkeit ist, desto kirzer ist die Verweilzeit des Laserpunktes.
Dabei ist auch das Scanformat, also die Anzahl der Abtastpunkte in einer Zeile, zu berlcksichtigen.
Je hoher das Scanformat bei gleichbleibender Geschwindigkeit, desto geringer ist die Verweilzeit des
Laserpunktes Uber einem Abtastpunkt.

Je langer der Lichtpunkt des Laserstrahls tber den einzelnen Abtastpunkten im Praparat verweilt,
desto mehr Licht wird vom Detektor erfasst. Mit einer geringeren Scangeschwindigkeit knnen Sie
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also ein besseres Signal/ Rausch-Verhaltnis erzielen. Der Nachteil einer geringeren
Scangeschwindigkeit besteht darin, dass das Praparat durch die relativ Iangere Lichteinwirkung
photochemisch gebleicht und somit unbrauchbar werden kann. Dies ist vor allem bei
Fluoreszenzanwendungen von Bedeutung.

‘Sind die Geschwindigkeitsstufen 800 oder 1000 eingestellt, kann aus
|gerétetechnischen Griunden nicht mehr das maximale Scanfeld abgetastet werden. Das

System schaltet automatisch auf den Zoomfaktor 2 respektive Zoomfaktor 4.

Zeitserie einstellen

Funktion

Mit der Taste Time 6ffnen Sie das Dialogfenster Time Configuration, in dem Sie die Aufnahme einer
Zeitserie einstellen. Die Parameter, die in diesem Dialogfenster eingestellt werden kénnen, hdngen
von dem ausgewahlten Scanmodus ab. Sie kénnen eine Linie (xt), einen horizontalen Schnitt (xyt),
einen vertikalen Schnitt (xzt) oder einen Stapel aus horizontalen Schnitten (xyzt), von einem
bestimmten Zeitintervall unterbrochen, viele Male hintereinander aufnehmen.

‘Die Taste Time ist erst aktiv, wenn Sie mit der Taste Mode einen Scanmodus mit

‘Zeitdimension ausgewéhlt haben.

siehe Scanmodus auswahlen (Seite 129)

Fur eine Zeitserie im Scanmodus xt werden folgende Parameter im Dialogfenster angezeigt.

AT Aufnahmezeit fur eine Linie (kann nicht vom Benutzer eingestellt werden)
Lines Anzahl der Aufnahmen der Linie

Lines per page | Anzahl der Linien pro Speicherseite

Pages Anzahl der Speicherseiten (wird automatisch berechnet)

Maximize Aufnahme der gréRtmoéglichen Anzahl Linien pro Speicherseite
Complete Time | Gesamte Aufnahmezeit, also Produkt aus AT und Anzahl der Aufnahmen

Mit der Schaltflache Calculate kénnen Sie berechnen, wieviele Speicherseiten bei einer bestimmten
Anzahl von Linien pro Seite bendétigt werden.

Fur eine Zeitserie im Scanmodus xyt oder xzt werden folgende Parameter im Dialogfenster angezeigt:

AT Aufnahmezeit fir einen xy-Schnitt oder xz-Schnitt plus Pausenintervall
Minimize Das kleinstmdgliche Intervall (AT) wird verwendet.

Frames Anzahl der Aufnahmen des xy-Schnitts oder xz-Schnitts

Complete Time | Gesamte Aufnahmezeit, also Produkt aus AT und Anzahl der Aufnahmen

Fur eine Zeitserie im Scanmodus xyzt werden folgende Parameter im Dialogfenster angezeigt:
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AT Aufnahmezeit fur einen Stapel aus xy-Schnitten plus Pausenintervall
Minimize Das kleinstmdgliche Intervall (AT) wird verwendet.

Stacks Anzahl der Aufnahmen des Bildstapels

Complete Time | Gesamte Aufnahmezeit, also Produkt aus AT und Anzahl der Aufnahmen

Jeder der Parameter kann in Abhangigkeit der anderen Parameter berechnet werden. Beachten Sie
bei der Eingabe der Werte die besondere Funktionsweise des Dialogfensters. Das Eingabefeld, das
Sie anklicken, wird deaktiviert:

» | Klicken Sie auf den Parameter der berechnet werden soll. Das entsprechende Eingabefeld
erscheint grau.

» | Geben Sie nun die Werte fur die anderen Parameter ein.

» | Klicken Sie auf Apply, um den Parameter zu berechnen. Mit einem Klick auf Reset werden die
zuletzt gespeicherten Werte angezeigt.

Nachdem Sie diese Einstellungen vorgenommen haben, klicken Sie auf die Taste Series Scan.

Einmal-Scan starten

Single Scan
Funktion
Mit der Taste Single Scan wird nur ein einziges Bild aus einer einzigen optischen Ebene im Praparat
aufgenommen.

Bevor Sie mit der Einmal-Scan Funktion ein Bild aufnehmen, stellen Sie zuvor mit der Endlos-Scan
Funktion alle erforderlichen Scanparameter so ein, dass Sie eine optimale Bildqualitat erhalten.

siehe Endlos-Scan starten (Seite 132)

Typische Anwendungen

Die Einmal-Scan Funktion ist fur die Aufnahme von bleichempfindlichen Préparaten gedacht.
Verwenden Sie bei solchen Praparaten diese Funktion nicht nur fur die Bildaufnahme, sondern auch
anstelle der Endlos-Scan Funktion, um die Scanparameter einzurichten. Wenn Sie das Scanfeld
zoomen, eignet sich die Einmal-Scan Funktion auch, um den Bildausschnitt zu Gberprifen.

Endlos-Scan starten

Continuous
Funktion
Mit der Taste Continuous Scan werden ununterbrochen und immer nur aus einer einzigen optischen
Ebene Bilder vom Praparat aufgenommen. Bildserien kdnnen dabei nicht erstellt werden, da immer
das zuletzt erzeugte Bild das vorherige ersetzt.

Driicken Sie erneut auf diese Taste, um den Endlos-Scan zu beenden.
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Zusitzliche Information

Das Gerét arbeitet automatisch mit den zuletzt eingestellten Scanparametern. Einige dieser
Parameter konnen Sie wahrend der Bildaufnahme verandern. Andere sollten Sie vor Beginn der
Bildaufnahme einstellen:

Vor der Bildaufnahme Waihrend der Bildaufnahme
Objektiv auswéahlen Strahlengang einstellen
Scanformat auswahlen Detektionslochblende einstellen
Scanmodus auswahlen Elektronischen Zoom einstellen
Scangeschwindigkeit auswéhlen Detektoren einstellen
Unidirektionalen oder Bidirektionalen Scan auswahlen | Phase einstellen

Die Tasten der Funktionen, die wahrend der Bildaufnahme mit der Endlos-Scan Funktion nicht
eingestellt werden kénnen, sind deaktiviert und erscheinen grau unterlegt.

Typische Anwendungen

Die Endlos-Scan Funktion dient zur Optimierung der Bildqualitat bei der ersten Aufnahme eines
Praparates. Wahrend das Préparat kontinuierlich abgetastet wird, kénnen Sie die oben genannten
Scanparameter einstellen und das Ergebnis direkt am Bild Gberprifen.

Bei bleichempfindlichen Préparaten ist es ratsam, nur in eingeschrénktem Mal3e mit
dem Endlos-Scan zu arbeiten. Die kontinuierliche Lichteinwirkung des Lasers kann das
Préparat photochemisch zerstdren (optisches Bleichen) und damit zur Unbrauchbarkeit

des Préparates fiihren.

Dialogfenster Series Scan Overview

Series|
Funktion
In diesem Dialogfenster kénnen Sie den Anfangspunkt und den Endpunkt einer Bildserie definieren
und die Aufnahme der einzelnen Schnitte mitverfolgen. Der dreidimensionale Scanbereich ist
graphisch als Wurfel dargestellt. In dieser Graphik symbolisiert ein gelbes Quadrat die aktuelle z-
Position bzw. y-Position, ein griines den Anfangspunkt und ein rotes den Endpunkt. Die
entsprechenden Positionswerte werden rechts neben der Graphik angezeigt. Stellen Sie
Anfangspunkt und Endpunkt wie folgt ein.

» | Ziehen Sie mit dem Mauspfeil das gelbe Quadrat bis auf die Ebene, in der die Bildserie
beginnen soll.

Klicken Sie in das weil3e Kastchen fir den Anfangspunkt (Begin). Der entsprechende
Positionswert wird eingeblendet und gespeichert.

Ziehen Sie mit dem Mauspfeil das gelbe Quadrat bis auf die Ebene, in der die Bildserie enden
soll.

Klicken Sie in das weil3e Kastchen fiir den Endpunkt (End). Der entsprechende Positionswert
wird eingeblendet und gespeichert.

v Vv, VvV

Die Gesamthohe des Bildstapels zwischen Anfangs- und Endpunkt wird errechnet und
angezeigt (Total).

Klicken Sie nun auf die Taste Series Scan. Das Dialogfenster bleibt getffnet und Sie kénnen die
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Aufnahme der Bildserie mitverfolgen.

Anfangspunkt und Endpunkt kbnnen auch mit der Bedienkonsole und den separaten
Tasten Begin und End definiert werden.

siehe Anfangspunkt einer rAumlichen Serie definieren (Seite 134)
siehe Endpunkt einer raumlichen Serie definieren (Seite 135)

Zusatzliche Information
Es werden noch folgende zuséatzliche Parameter im Dialogfenster Series Scan Overview angegeben,
die vor der Aufnahme einer Bildserie eingestellt werden missen:

» | Scanmodus (oberste Zeile rechts neben der Graphik)
» | Scanformat (rote Zahlen an den oberen Kanten des Wiirfels)
» | Anzahl der optischen Schnitte (Teilstriche zwischen Anfangspunkt und Endpunkt)

Die rote Zahl an der vertikalen Kante des Wiirfels entspricht dem maximalen Verfahrweg des z-
Stellantriebs, der nicht verandert werden kann.

siehe Scanmodus auswahlen (Seite 129)
siehe Scanformat auswahlen (Seite 128)
siehe Anzahl der rdumlichen Schnitte bestimmen (Seite 136)

Anfangspunkt einer raumlichen Serie definieren

[

Mit der Taste Begin definieren Sie den Anfangspunkt einer raumlichen Bildserie. Stellen Sie zuerst
die exakte z-Position bzw. y-Paosition im Dialogfenster Series Scan Overview oder an der
Bedienkonsole mit dem entsprechenden Drehknopf ein. Dann klicken Sie auf die Taste Begin. Der
Positionswert fiir den Anfangspunkt wird gespeichert. Auf die gleiche Weise wird auch der Endpunkt
eingestellt.

siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)
siehe Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

Anfangspunkt einer Wellenlangenserie definieren

Bei einer Wellenlangenserie wird von einer einzigen optischen Ebene ein Stapel aus Einzelbildern
aufgenommen, die jeweils bei einer bestimmten Wellenlange detektiert werden. Mit der Taste Lambda
Scan Begin definieren Sie die Wellenlange, bei der die Bildaufnahme beginnen soll.
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Die Taste Lambda Scan Begin ist erst aktiv, wenn Sie mit der Taste Mode einen

Scanmodus mit der Dimension Wellenlange ausgewahit haben.

siehe Scanmodus auswahlen (Seite 129)

» | Offnen Sie mit der Taste Beam das Dialogfenster Beam Path Setting.

» | Aktivieren Sie einen Detektor, indem Sie auf das entsprechende Kontrollkastchen klicken. Ein
Wurfschatten verbindet nun den aktivierten Detektor mit dem entsprechenden Schieber auf der
Skala des Spektrums.

» | Doppelklicken Sie auf diesen Schieber. Es wird das Dialogfenster Range Properties gedffnet, in
dem Sie die Detektionsbandbreite einstellen kénnen.

» | Ziehen Sie den Schieber auf der Skala des Spektrums auf die gewtinschte Anfangsposition. Der
linke Rand des Schiebers kennzeichnet die Wellenlange, bei der die Bildaufnahme beginnen
soll.

» | Klicken Sie auf die Taste Lambda Scan Begin, um den Wert zu speichern.

Auf die gleiche Weise wird der Endpunkt einer Wellenlangenserie bestimmt. Aul3erdem missen Sie
noch die Anzahl der Wellenlangenschritte bestimmen.

siehe Endpunkt einer Wellenlangenserie definieren (Seite 136)
siehe Anzahl der Wellenlangenschritte bestimmen (Seite 137)

Typische Anwendungen

Mit einer Wellenlangenserie kénnen Sie das Emissionsmaximum eines Fluoreszenzfarbstoffes
ermitteln. Dies ist deshalb von Bedeutung, weil die Stokes Verschiebung der Emissionskurve eines
Fluoreszenzfarbstoffes vom jeweilig verwendeten Praparat abhangig ist. Somit kénnen Sie den
Detektionsbereich prazise auf eine spezifische Anwendung einstellen.

Endpunkt einer raumlichen Serie definieren

el

_ End

Funktion

Mit der Taste End definieren Sie den Endpunkt einer rAumlichen Bildserie. Stellen Sie zuerst die
exakte z-Position bzw. y-Position im Dialogfenster Series Scan Overview oder an der Bedienkonsole
mit dem entsprechenden Drehknopf ein. Dann klicken Sie auf die Taste End. Der Positionswert flr
den Endpunkt wird gespeichert. Auf die gleiche Weise wird auch der Anfangspunkt eingestellt.

LD siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 121)
D) siehe Funktionen tber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)
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Endpunkt einer Wellenldngenserie definieren

|1Ad

. & End

Funktion

Bei einer Wellenlangenserie wird von einer einzigen optischen Ebene ein Stapel aus Einzelbildern
aufgenommen, die jeweils bei einer bestimmten Wellenlange detektiert werden. Mit der Taste Lambda
Scan End definieren Sie die Wellenlange, bei der die Bildaufnahme enden soll.

Die Taste Lambda Scan End ist erst aktiv, wenn Sie mit der Taste Mode einen

Scanmodus mit der Dimension Wellenlange ausgewahlit haben.

L) siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)

» | Offnen Sie mit der Taste Beam das Dialogfenster Beam Path Setting.

» | Aktivieren Sie einen Detektor, indem Sie auf das entsprechende Kontrollkastchen klicken. Ein
Wurfschatten verbindet nun den aktivierten Detektor mit dem entsprechenden Schieber auf der
Skala des Spektrums.

» | Doppelklicken Sie auf diesen Schieber. Es wird das Dialogfenster Range Properties gedffnet, in
dem Sie die Detektionsbandbreite einstellen kénnen.

» | Ziehen Sie den Schieber auf der Skala des Spektrums auf die gewlinschte Endposition. Der
rechte Rand des Schiebers kennzeichnet die Wellenlédnge, bei der die Bildaufnahme enden soll.

» | Klicken Sie auf die Taste Lambda Scan End, um den Wert zu speichern.

Auf die gleiche Weise wird der Anfangspunkt einer Wellenl&dngenserie bestimmt. AuRerdem mussen
Sie noch die Anzahl der Wellenlangenschritte bestimmen.

L) siehe Anfangspunkt einer Wellenlangenserie definieren (Seite 134)
L) siehe Anzahl der Wellenlangenschritte bestimmen (Seite 137)

Typische Anwendungen

Mit einer Wellenlangenserie kénnen Sie das Emissionsmaximum eines Fluoreszenzfarbstoffes
ermitteln. Dies ist deshalb von Bedeutung, weil die Stokes Verschiebung der Emissionskurve eines
Fluoreszenzfarbstoffes vom jeweilig verwendeten Préparat abhéngig ist. Somit kénnen Sie den
Detektionsbereich prézise auf eine spezifische Anwendung einstellen.

Anzahl der raumlichen Schnitte bestimmen

f a

g

| Sect

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Sections klicken, wird ein Dialogfenster gedffnet, in dem Sie die Anzahl der
horizontalen xy-Schnitte oder vertikalen xz-Schnitte fur die Aufnahme einer Bildserie auswéhlen
kénnen. Wollen Sie eine andere als die in der Liste angegebene Anzahl von Schnitten, klicken Sie auf

den Auswahlpunkt Others. Es erscheint dann das Dialogfenster Z/Y-Configuration mit folgenden
Angaben:

Parameter Beschreibung
Image Dim. z/y Hohe des gesamten Bildstapels zwischen Anfangs- und Endpunkt der
(pm) Bildserie
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# Sections Anzahl der eingestellten Schnitte

Step Size (um) Schrittweite, also der Abstand zwischen zwei Schnitten

In diesem Dialogfenster kénnen Sie einen beliebigen Wert fiir die Anzahl der Schnitte und die
Schrittweite eingeben. Die Hohe des Bildstapels kann nicht verandert werden, da dieser Parameter
durch den Anfangs- und Endpunkt der Bildserie bestimmt wird. Da die Schrittweite immer ein
Vielfaches der minimalen Schrittweite des z-Stellantriebs sein muss, sind bestimmte Kombinationen
von Werten nur moglich, wenn entweder die Hohe des Bildstapels oder die Anzahl der Schnitte
angepasst wird. Je nachdem, auf welche der beiden Schaltflachen Calculate sie klicken, wird einer
der beiden Parameter nicht verandert.

Wenn Sie die Anzahl der Schnitte berechnen wollen mit der Prioritat, die H6he des Bildstapels
mdglichst unverandert zu lassen:

» | Geben Sie die gewiinschte Schrittweite im Feld Step Size ein.
» | Klicken Sie dann auf die Schaltflache Calculate neben dem Feld Step Size.

Wenn Sie die Anzahl der Schnitte berechnen wollen mit der Prioritat, die Anzahl der Schnitte
mdglichst unverandert zu lassen:

» | Geben Sie die gewiinschte Schrittweite im Feld Step Size ein.
» | Klicken Sie dann auf die Schaltflache Calculate neben dem Feld # Sections.

Wenn Sie die Schrittweite berechnen wollen mit der Prioritat, die Hohe des Bildstapels mdglichst
unverandert zu lassen:

» | Geben Sie die Anzahl der gewiinschten Schnitte (nur ganze Zahlen) im Feld # Sections ein.
» | Klicken Sie dann auf die Schaltflache Calculate neben dem Feld # Sections.

Wenn Sie die Schrittweite berechnen wollen mit der Prioritat, die Anzahl der Schnitte méglichst
unverandert zu lassen:

» | Geben Sie die Anzahl der gewiinschten Schnitte (nur ganze Zahlen) im Feld # Sections ein.
» | Klicken Sie dann auf die Schaltflache Calculate neben dem Feld Step Size.

Wenn Sie auf die Taste Reset klicken, werden die zuletzt gespeicherten Werte angezeigt.

L) siehe Serien-Scan starten (Seite 138)
LD siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)

Anzahl der Wellenldngenschritte bestimmen

HHHH

A&

A Step

Funktion

Bei einer Wellenlangenserie wird von einer einzigen optischen Ebene ein Stapel aus Einzelbildern
aufgenommen, die jeweils bei einer bestimmten Wellenlange detektiert werden. Die Bildaufnahme
erfolgt Uber einen Wellenlangenbereich hinweg, der vom Anfangspunkt und Endpunkt der Serie
begrenzt wird. Mit der Taste Lambda Steps definieren Sie die Anzahl der Aufnahmen, die innerhalb
dieses Bereichs aufgenommen werden.
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Die Taste Lambda Steps ist erst aktiv, wenn Sie mit der Taste Mode einen Scanmodus

mit der Dimension Wellenldange ausgewéhlt haben.

siehe Scanmodus auswahlen (Seite 128)
siehe Anfangspunkt einer Wellenldngenserie definieren (Seite 134)
L) siehe Endpunkt einer Wellenlangenserie definieren (Seite 136)

Typische Anwendungen

Mit einer Wellenlangenserie kénnen Sie das Emissionsmaximum eines Fluoreszenzfarbstoffes
ermitteln. Dies ist deshalb von Bedeutung, weil die Stokes Verschiebung der Emissionskurve eines
Fluoreszenzfarbstoffes vom jeweilig verwendeten Praparat abhangig ist. Somit kénnen Sie den
Detektionsbereich prazise auf eine spezifische Anwendung einstellen.

Serien-Scan starten

Series
Funktion
Mit der Taste Series Scan wird eine Bildserie erstellt. Dabei wird ein mehrdimensionaler Bilddatensatz
des Praparates erzeugt. Die fur die Aufnahme einer Bildserie zur Verfigung stehenden Dimensionen
sind neben den drei Raumrichtungen (X, y, z) auch die Dimensionen Zeit (t) und Wellenlange (A).
Somit kdnnen Sie die Aufnahme eines dreidimensionalen rdumlichen Bildstapels aus xy-Schnitten
oder xz-Schnitten zusatzlich in Abhéngigkeit von der Zeit oder von der Wellenlange durchfiihren.

‘Bevor Sie eine Bildserie aufnehmen, stellen Sie mit der Endlos-Scan Funktion (Taste
|Continuous Scan) alle erforderlichen Scanparameter so ein, dass Sie eine optimale

‘ Bildqualitat erhalten.

L) siehe Endlos-Scan starten (Seite 132)

Fur die Aufnahme einer raumlichen Bildserie sind folgende Einstellungen vorzunehmen:

» | Den Scanmodus mit der Taste Mode auswahlen.
siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)

» | Das Scanformat mit der Taste Format auswéhlen.
siehe Scanformat auswéhlen (Seite 128)

» | Die gewiinschte z-Position bzw. y-Position im Dialogfenster Series Scan Overview oder mit dem
entsprechenden Drehknopf der Bedienkonsole einstellen.

LD siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)

D) siehe Funktionen tber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

» | Den Anfangspunkt der Bildserie mit der Taste Begin oder im Dialogfenster Series Scan
Overview speichern.
D) siehe Anfangspunkt einer raumlichen Serie definieren (Seite 134)

» | Die gewiinschte z-Position bzw. y-Position im Dialogfenster Series Scan Overview oder mit dem
entsprechenden Drehknopf der Bedienkonsole einstellen.

siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)

siehe Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)
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» | Den Endpunkt der Bildserie mit der Taste End oder im Dialogfenster Series Scan Overview
speichern.
siehe Endpunkt einer raumlichen Serie definieren (Seite 135)

» | Die Anzahl der raumlichen Schnitte mit der Taste Sections auswéhlen.
siehe Anzahl der rAumlichen Schnitte bestimmen (Seite 136)

Nachdem Sie diese Einstellungen vorgenommen haben, klicken Sie auf die Taste Series Scan.
Im Dialogfenster Series Scan Overview kénnen Sie die Aufnahme des Bildstapels mitverfolgen.

Fir die Aufnahme einer Zeitserie sind folgende Einstellungen vorzunehmen:

» | Einen Scanmodus mit Zeitdimension mit der Taste Mode auswahlen.
D) siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)

» | Das Scanformat mit der Taste Format auswéahlen.
LD siehe Scanformat auswéhlen (Seite 128)

» | Die gewiinschte z-Position bzw. y-Position im Dialogfenster Series Scan Overview oder mit dem
entsprechenden Drehknopf der Bedienkonsole einstellen.

siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)

siehe Funktionen Uber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

» | Die Anzahl der Aufnahmen, das Pausenintervall zwischen den Aufnahmen und die komplette
Bearbeitungszeit einstellen.
siehe Zeitserie einstellen (Seite 131)

Fur die Aufnahme einer Wellenlédngenserie sind folgende Einstellungen vorzunehmen:

» | Einen Scanmodus mit der Dimension Wellenlange mit der Taste Mode auswahlen.
L) siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)

Das Scanformat mit der Taste Format auswahlen.
LD siehe Scanformat auswéhlen (Seite 128)

Die Wellenlange bestimmen, bei der die Wellenlangenserie beginnen soll.
LD siehe Anfangspunkt einer Wellenlangenserie definieren (Seite 134)

Die Wellenlange bestimmen, bei der die Wellenlangenserie enden soll.
LD siehe Endpunkt einer Wellenlangenserie definieren (Seite 136)

v Vv, VvV

Die gewiinschte Anzahl der Aufnahmen zwischen Anfangs- und Endpunkt der
Wellenlangenserie auswéahlen.
LD siehe Anzahl der Wellenlangenschritte bestimmen (Seite 137)

Nachdem Sie diese Einstellungen vorgenommen haben, klicken Sie auf die Taste Series Scan.

Aufnahmesequenzen konfigurieren

&
Time,
Funktion
Mit dieser Funktion kénnen bis zu sechs Aufnahmeintervalle mit unterschiedlichen
Hardwareeinstellungen und deren Reihenfolge in einer Aufnahmesequenz kombiniert werden. Wenn

Sie auf die Taste Time Lapse Klicken, wird das folgende Dialogfenster getffnet:
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Advanced Time-Lapse
—Lapse1—— — Lapse2— — Lapse3—— — Lapsed— — Lapse5——— | Lapseb——
(8) Start Start Start Start Start Start Load
(1) Define Diefine Defirne Define Defing Defing Save
(3) Eppl Al e[ Apnl Apply Lpply (2) Reset

Bleach (4) [T | | Bleach " | Bleach ["| | Bleach ™| | Bleach " | Bleach mf

SR
Bleach-Dislad ™ (5) Bleach-Dialod Bleach-Dialad ™ Bleach-Dialad ™ BleachDialod BleachDialod ™

Contirue : Continue : Continue : Continue : Cantirie : Cantirive :

0 (6) Ims = ID_Ims | 0 Ims = 0 Ims = 0 Ims | 0 Ims | il
|Firished(7) =] | | [Finished = | | |Firished ||| |[Finished x| || [Finished =]/ ||Finished =] | §10)Triager
Trigger: Trigger: Trigger: Trigger: Trigger: Trigger:

Input: - = Input: - = Input: - I Input; - e Input: - | Input: - Jhd BIRCEE )
Output; - -2 Output: - I Output: - I Output; - il Output; - I Output: - | Activate

Konfiguration der Aufnahmesequenz

» | Stellen Sie im Dialogfenster Beam Path Setting und den Tasten im Arbeitsschritt Acquire (z.B.
Pinhole, Series Scan Overview) alle bendtigten Hardwareparameter fir das erste
Aufnahmeintervall (Lapse 1) ein.

ED) siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Define (1), um diese Hardwareeinstellungen fir das
Aufnahmeintervall zu speichern. Es werden automatisch die Einstellungen samtlicher
Scanfunktionen abgespeichert.

Welche Hardwareparameter mit Define gespeichert werden, kann im Dialogfenster Setting
variiert werden. Wéhlen Sie zu diesem Zweck das Meni Tools, Option Settings, Register

Instrument Parameter Settings. Klicken Sie im Feld Choose Settings auf IPS Time Lapse.

» | Wiederholen Sie diesen Vorgang mit unterschiedlichen Einstellungen fir jedes weitere
Aufnahmeintervall (Lapse 2...8). Mit Reset (2) kbnnen die Einstellungen wieder riickgangig
gemacht werden.

» | Wenn Sie auf Apply (3) klicken, werden die fiir das Aufnahmeintervall definierten Einstellungen
als aktuelle Hardwareeinstellungen Gbernommen. Diese Schalfflache muss nicht betatigt
werden, beim Start der Aufnahmesequenz werden die Einstellungen automatisch ibernommen.
Sie haben mit dieser Funktion die Méglichkeit, die jeweiligen Einstellungen nochmals zu
Uberprufen.

LD siehe Aufnahmeparameter eines Experiments iibernehmen (Seite 146)

» | Soll vor dem Start eines Aufnahmeintervalls das Praparat gebleicht werden, markieren Sie das
Kontrollkastchen Bleach (4). Es wird das Bleichmuster verwendet, das im Dialogfenster Bleach
definiert wurde. Dieses Bleichmuster wird fur alle Aufnahmeintervalle verwendet. Markieren Sie
das Kontrollkdstchen Bleach Dialog (5), um das Dialogfenster Bleach zu 6ffnen und das
Bleichmuster neu zu definieren.

siehe Definition eines Bleichexperiments (Seite 142)

» | Stellen Sie im ersten Listenfeld unter Continue (6) eine Pausenzeit zwischen der Abarbeitung
des aktuellen und des nachfolgenden Aufnahmeintervalls ein.

» | Wahlen Sie im zweiten Listenfeld unter Continue (7) das Aufnahmeintervall (Lapse 1...8) aus,
das nach der Abarbeitung des aktuellen Intervalls ausgefihrt werden soll. Wenn Sie Finished
auswabhlen, endet die Aufnahmesequenz mit dem aktuellen Intervall.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Start (8), um die Aufnahmesequenz zu starten. Mit Stop (9)
kann die Aufnahmesequenz abgebrochen werden.

Bildaufnahmen durch externe Signale auslésen (benétigt spezielle Hardwareausstattung)

\ > \ Soll das Aufnahmeintervall durch ein externes Signal gestartet werden. klicken Sie auf die |
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Schaltflache Trigger (10). Im erweiterten Dialogfenster konnen Sie folgende Einstellungen fur die
Triggersignale vornehmen:

Listenfeld

Funktion

Input

Hier wird der Kanal fir eingehende Triggersignale ausgewahlt. Ist ein Triggerkanal
ausgewahlt, wird das Aufnahmeintervall bei Eingang eines TTL-Triggersignals Uber den
ausgewahlten Kanal gestartet:

siehe Signalstecker der Triggerelektronik (Seite 143)

Input 1: Pin 4 des Steckers der Triggerelektronik

Input 2: Pin 12 des Steckers der Triggerelektronik

Input 3: Pin 5 des Steckers der Triggerelektronik

Input 4: Pin 13 des Steckers der Triggerelektronik

Input —: Zum Starten des Aufnahmeintervalls wird nicht auf ein eingehendes
Triggersignal gewartet.

Zur Nutzung des Triggereingangs muss Masse (0V) an Pin 8 des Steckers der

Triggerelektronik angelegt werden.

Output

Hier wird der Kanal fir ausgehende Triggersignale ausgewahlt. Ist ein Triggerkanal
ausgewabhlt, wird bei Start eines Aufnahmeintervalls ein TTL-Triggersignal Uber den
ausgewahlten Kanal gesandt:

siehe Signalstecker der Triggerelektronik (Seite 143)

Output 1
Pin 7 des Steckers der Triggerelektronik. Es handelt sich um ein Zeilensignal, das fur
die Dauer der tatsachlichen Datenaufnahme auf einer logischen «1» steht.

Output 2

Pin 15 des Steckers der Triggerelektronik. Es handelt sich um ein freies Signal, das
verwendet werden kann, um in Abhangigkeit definierter Ereignisse externe Geréte zu
triggern.

Output —: Es wird kein Triggersignal ausgegeben.

‘Zur Nutzung des Triggerausgangs muss eine Spannung von +5V DC an Pin 11 des

Steckers der Triggerelektronik angelegt werden.

‘A/Ie Eingénge sind entkoppelt durch Optokoppler. Der maximale Strom, mit dem die
Optokoppler belastet werden dirfen, betrdgt 2mA. Die minimale Pulsdauer fiir

eingehende Triggersignale betragt 100 msec.
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Wird ein Aufnahmeintervall von einem eingehenden Triggersignal gestartet, wird die
Abarbeitung einer bereits laufenden Aufnahme abgebrochen. Ein Aufnahmeintervall

wird erst dann von einem Triggersignal gestartet, wenn die Schaltfldche Activate (11)

oder Start gedriickt wurde.

Definition eines Bleichexperiments

_*

[+, 9]

Bleach
Funktion

In diesem Dialogfenster kénnen Bleichpunkte und eine spezifische Bleichdauer fiir jeden Bleichpunkt
definiert und abgespeichert werden. Diese Funktion kann nur in Verbindung mit einer
Aufnahmesequenz verwendet werden.

£ siehe Aufnahmesequenz konfigurieren (Seite 139)

Bleach =

—Bleach poirts —Action

Define ) |

Remave |

— Duration

Select Al I : :lllS j

POz 2
POZ3

!

| Selected Bleach Paoint: POS 1

» | Halten Sie den Mauszeiger tiber das Bild im Ansichtsfenster Viewer, wenn das Dialogfenster
Bleach gedffnet ist. Das Symbol des Mauszeigers verandert sich zu einem Kreuz.

» | Wahlen Sie im Bild die Bleichpunkte aus, indem Sie die entsprechenden Positionen im Bild
anklicken. Die Bleichpunkte werden im Listenfeld Bleach Points mit der Bezeichnung POS 1..n
eingetragen. Mit der Schaltflache Remove kdnnen die Bleichpunkte wieder entfernt werden.

» | Um die Bleichdauer fiir einen einzelnen Bleichpunkt einzustellen, markieren Sie den
entsprechenden Eintrag im Dialogfenster und wéahlen Sie im Feld Duration ein Zeitintervall aus.
Um fir alle Bleichpunkte dieselbe Bleichdauer einzustellen, klicken Sie auf die Schaltflache
Select All und stellen Sie dann die Bleichdauer ein.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Define. Damit wird neben der Bleichdauer auch automatisch die
Laserintensitat und die z-Hohe des ausgewahlten Bleichpunktes gespeichert. Die Laserintensitat
kann im Dialogfenster Beam Path Setting varriiert werden.

siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)

» | Wenn Sie auf Apply klicken, werden die fiir das Bleichmuster definierten Einstellungen als
aktuelle Hardwareeinstellungen Ubernommen.

» | Klicken Sie auf OK bzw. Continue (wenn der Dialog aus dem Dialogfenster Time Lapse gedffnet
wurde).
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Der Signalstecker der Triggerelektronik befindet sich auf der Riickseite der
Versorgungseinheit

Trigger out

e
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Die Belegung des Signalsteckers der Triggerelektronik

Signal | Signalstecker

Input 1 | Pin 4 des Steckers der Triggerelektronik.

Input 2 | Pin 12 des Steckers der Triggerelektronik.

Input 3 | Pin 5 des Steckers der Triggerelektronik.

Input 4 | Pin 13 des Steckers der Triggerelektronik.

Output | Pin 7 des Steckers der Triggerelektronik.

1 Hier handelt es sich um ein Zeilensignal. Im Gegensatz zum Signal Output 3 (Pin 6), ist es
nur fur die Dauer der tatséchlichen Datenaufnahme auf einer logischen «1».
siehe Aufnahmesequenzen konfigurieren (Seite 139)

Output | Pin 15 des Steckers der Triggerelektronik.

2 Hier handelt es sich um ein freies Signal, das innerhalb der Time Lapse Funktion
verwendet werden kann, um in Abhangigkeit definierter Ereignisse externe Geréte zu
triggern.

LD siehe Aufnahmesequenzen konfigurieren (Seite 139)

Output | Pin 6 des Steckers der Triggerelektronik.

3 Hier handelt es sich um ein Zeilensignal (line-clock). Das Signal hat eine ansteigende
Flanke bei jedem Start einer neuen Zeile. Das Signal bleibt fur die gesamte Zeit, in der
sich der Abtaststrahl in einer Zeile befindet, auf einer logischen «1».

Output | Pin 14 des Steckers der Triggerelektronik.

4 Hier handelt es sich um ein Framesignal (frame-clock). Das Signal hat eine ansteigende
Flanke bei jedem Start eines neuen Frames. Das Signal bleibt wahrend der gesamten Zeit,
die fur die Aufnahme eines Frames benétigt wird, auf einer logischen «1x».

GND Pin 8 des Steckers der Triggerelektronik zur Nutzung ausgehender und eingehender
Triggersignale

+5V Pin 11 des Steckers der Triggerelektronik zur Nutzung ausgehender Triggersignale

DC

Unidirektionalen oder Bidirektionalen Scan auswahlen

=
Epd

-=5can

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Unidirectional/ Bidirectional Scan klicken, wird der bidirektionale Scan
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aktiviert. Ist die Taste nicht angeklickt, ist automatisch der unidirektionale Scan eingestellt.

Beim unidirektionalen Scan wird jede Zeile von links nach rechts abgetastet. Wéahrend der Laserstrahl
zum Anfangspunkt der neuen Zeile gelenkt wird, werden keine Daten aufgenommen. Beim
Bidirektionalen Scan wird die erste Zeile von links nach rechts und die zweite Zeile von rechts nach
links abgetastet. Es wird also auch der Ricklauf des Laserstrahles fur die Datenaufnahme genutzt.
Deshalb kann mit dem Bidirektionalen Scan die Scangeschwindigkeit erhoht werden.

Ist der Bidirektionale Scan aktiv, kdnnen Sie die mit der Taste Speed eingestellte
Scangeschwindigkeit verdoppeln:

Unidirektional Bidirektional

200 Aktuell nicht verfigbar | Bildzeilen pro Sekunde
400 800 Bildzeilen pro Sekunde
800 1600 Bildzeilen pro Sekunde
1000 2000 Bildzeilen pro Sekunde

LD siehe Scangeschwindigkeit auswéahlen (Seite 130)

Um Hin- und Rucklauf pixelgenau aufeinander abzugleichen, kann die Phase zwischen Hin- und
Rucklauf eingestellt werden. Verwenden Sie zu diesem Zweck die Taste Phase.

siehe Phase einstellen (Seite 144)

‘Sind die Geschwindigkeitsstufen 800 oder 1000 eingestellt, kann aus
|gerétetechnischen Grinden nicht mehr das maximale Scanfeld abgetastet werden. Das

System schaltet automatisch auf den Zoomfaktor 2 respektive Zoomfaktor 4.

£ siehe Elektronischer Zoom (Seite 125)

Phase einstellen

Phase

Funktion

Bei der bidirektionalen Bildaufnahme kann es zu einer Phasenverschiebung zwischen hin- und
ricklaufendem Abtaststrahl kommen. Mit der Taste Phase 6ffnen Sie ein Dialogfenster, in dem Sie
diese Verschiebung korrigieren kénnen:

» | Bewegen Sie mit dem Mauszeiger den Schieber auf der Skala bis die Pixelverschiebung im Bild
verschwunden ist.

Sie kdnnen die Phase auch mit dem entsprechenden Drehknopf der Bedienkonsole einstellen.

L) siehe Funktionen tber die Bedienkonsole steuern (Seite 240)

Zusitzliche Information
Fir jeden Zoomfaktor wurde werksseitig bereits ein Phasenabgleich vorgenommen und die
entsprechenden Werte eingestellt. Aufgrund der Temperaturabh&ngigkeit von Mechanik und
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Elektronik, kann es beim Betrieb zu leichten Abweichungen gegeniber den eingestellten
Standardwerten kommen, die mit dieser Funktion nachgeregelt werden kénnen.

Scanfeld drehen

==

Field
Funktion
Mit der Funktion Scan Field Rotation kdnnen Sie das Scanfeld drehen. Dabei wird weder das
Praparat noch die Richtung der Abtastung gedreht, sondern das mikroskopische Zwischenbild.

Scan Field Rotation x|
—FRange
hdinimum 0.oe
M aximum 9o.0°

V) visualize W e ill

¥ auto apply

Apply ‘ Reset ‘

Cloze

» | Wahlen Sie im Dialogfenster Scan Field Rotation einen Drehwinkel zwischen 0 Grad und 90
Grad. Die Ursprungsstellung (0 Grad) richtet sich dabei nach einer im Scankopf festgelegten
Referenzposition. Bei Einschalten des Gerates wird diese Referenzposition automatisch
angefahren.

» | Klicken Sie auf die Schalftache Apply, um den eingestellten Drehwinkel auf das aktuelle Bild
anzuwenden. Mit Reset, kehren Sie zum zuletzt eingestellten Wert zuriick. Ist Auto Apply
ausgewahlt, werden neue Einstellungen automatisch im Bild aktualisiert.

» | Klicken Sie auf das Kontrollkastchen Visualize, um den Drehwinkel im Bild einzublenden. Sie
kénnen den Drehwinkel direkt im Bild verandern, indem Sie mit dem Mauszeiger die weil3e Linie
neu positionieren.

Y-Positionierung

Ist der Scanmodus xzy, xzt oder xzA eingestellt, wird durch Auswahl des Kontrollk&stchens Visualize
zusatzlich die y-Ebene als rote Linie im Bild eingeblendet. Im Dialogfenster Series Scan Overview
konnen Sie nun die y-Position variieren und die Positionierung mit Hilfe der roten Linie im Bild
Uberprufen.

L) siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)
LD siehe Dialogfenster Series Scan Overview (Seite 133)

Typische Anwendungen
Mit dieser Funktion konnen Texturen auf Oberflachen oder langgestreckte biologische Strukturen
relativ zum Beobachter ausgerichtet werden.
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Aufnahmeparameter eines Experiments ilibernehmen

E_e_j
| I
Apply|

Funktion

Mit der Taste Apply kbnnen Sie die Hardwareeinstellungen, die Sie fir ein bereits existierendes
Experiment verwendet haben, fir die Aufnahme eines neuen Experiments tibernehmen. Somit haben
Sie die Mdglichkeit, fiir eine Anwendung optimal eingerichtete Scanparameter mit einem Klick fur
weitere Bildaufnahmen neu einzustellen:

» | Aktivieren Sie den Bilddatensatz, dessen Einstellungen Sie (lbernehmen wollen.
» | Klicken Sie auf die Taste Apply.

Bildaufnahme einer Linie im Mittelungsverfahren

Mit der Taste Line Average wird ein Mittelungsverfahren fir die Bildaufnahme gestartet. Dabei wird
jede einzelne Zeile mehrmals abgetastet. Aus den wiederholt gemessenen Intensitatswerten in einer
Zeile wird fur jeden Abtastpunkt der arithmetische Mittelwert berechnet und im Ergebnisbild
dargestellt. Erst nach der eingestellten Anzahl von Mittelungsvorgangen wird die nachste Zeile des
Praparates abgetastet. Das hier verwendete Verfahren ermittelt einen fortlaufenden Mittelwert. Das
bedeutet, dass nach der ersten Aufnahme einer Zeile jede wiederholte Aufnahme mit der zuvor
dargestellten Zeile gemittelt und im Ergebnisbild dargestellt wird (Dynamischer Mittelwert).

Wenn Sie auf die Taste Line Average klicken, wird ein Dialogfenster getffnet, in dem Sie einstellen
konnen, wie oft eine Zeile abgetastet werden soll. Sie kdnnen zwischen 1 bis 8 Wiederholungen des
Scanvorganges wahlen.

Mit einer parallelen Funktion kénnen Sie auch ganze Bilder im Mittelungsverfahren aufnehmen.
siehe Bildaufnahme im Mittelungsverfahren (Seite 147)

Typische Anwendungen
Diese Funktion wird vor allem bei der Aufnahme von lebenden Proben angewandt.

Bei bleichempfindlichen Préparaten ist die Bildaufnahme im Mittelungsverfahren nicht
zu empfehlen. Die wiederholten Aufnahmen und die damit verbundene lange

Lichteinwirkung kann zur Zerstérung des Préparates fiihren.
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Bildaufnahme im Burstbetrieb

[T ——

=N

_ Burst

Funktion

Bei der Aufnahme von Bildern, bei denen sehr grosse Datenmengen vom Rechner verarbeitet werden
mussen, kann es zu einer Verzégerung des Scanvorganges kommen. Die Ursache liegt darin, dass
ein aufgenommenes Bild erst auf dem Bildschirm dargestellt wird, bevor weitere Bilder vom Scanner
abgetastet werden konnen. Mit der Burst Funktion ist es mdglich, den Scanvorgang des Lasers und
die Aktualisierung der Bilddaten auf dem Bildschirm zu entkoppeln. Zu diesem Zweck wird die
Weiterleitung der Bilddaten vom Programmspeicher an den Bildschirm verzégert, nicht jedoch der
Scanvorgang. Wenn Sie auf die Taste Burst klicken, kdnnen Sie Betriebsarten mit unterschiedlichen
Verzogerungszeiten auswahlen:

Betriebsart Beschreibung

No Burst Die Bilddaten werden aufgenommen und simultan kontinuierlich am Bildschirm
dargestellt.

Frame Burst Erst nach der Aufnahme eines Einzelbildes, werden die Bilddaten am Bildschirm
dargestellt.

Complete Erst nach der Aufnahme einer Bildserie, werden die Bilddaten am Bildschirm

Burst dargestellt.

Automatic Die Software stellt automatisch die optimale Betriebsart fur eine spezifische
Anwendung ein.

Folgende Parameter kénnen die zu verarbeitende Datenmenge so erh6hen, dass es zu
einer Verzdgerung bei der Darstellung auf dem Bildschirm kommt: Scanformat,
Scangeschwindigkeit, Bidirektionaler Scan, die Anzahl der aktiven Detektionskanéle,
die Berechnung eines Uberlagerungsbildes sowie die Grésse des Ansichtsfensters

Viewer.

Bildaufnahme im Mittelungsverfahren

_Aver|

Funktion

Mit der Taste Average wird ein Mittelungsverfahren fir die Bildaufnahme gestartet. Dabei wird jedes
einzelne Bild, also jeder xy-Schnitt oder xz-Schnitt, mehrmals abgetastet. Aus den wiederholt
gemessenen Intensitatswerten wird fir jeden Abtastpunkt der arithmetische Mittelwert berechnet und
im Ergebnisbild dargestellt. Das hier verwendete Verfahren ermittelt einen fortlaufenden Mittelwert.
Das bedeutet, dass nach der Aufnahme des ersten Bildes jedes neu aufgenommene Bild mit dem
zuvor dargestellten Bild gemittelt und im Ergebnisbild dargestellt wird (Dynamischer Mittelwert).

Wenn Sie auf die Taste Average klicken, wird ein Dialogfenster gedffnet, in dem Sie einstellen
kdnnen, wie oft ein Schnitt abgetastet werden soll. Sie kénnen zwischen 1 bis 64 Wiederholungen
des Scanvorganges wabhlen.

Typische Anwendungen
Die Bildaufnahme im Mittelungsverfahren dient vor allem zur Rauschunterdriickung. In der
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Fluoreszenzmikroskopie gelangt bei schwach fluoreszierenden Praparaten wenig Licht zum Detektor.
Die geringe Photonenzahl fuhrt zu verrauschten Bildern. In einem solchen Fall knnen Sie durch
mehrmaliges Aufnehmen und stetiger Mittelung des Bildes das Signal/ Rausch-Verhéltnis verbessern.

Bei bleichempfindlichen Préparaten ist die Bildaufnahme im Mittelungsverfahren nicht
zu empfehlen. Die wiederholten Aufnahmen und die damit verbundene lange

Lichteinwirkung kann zur Zerstérung des Préparates fiihren.

Bildaufnahme im Akkumulationsverfahren

| 3

Accu
Funktion
Mit der Taste Accumulation wird ein Akkumulationsverfahren fur die Bildaufnahme verwendet. Dabei
wird jedes einzelne Bild, also jeder xy-Schnitt oder xz-Schnitt, mehrmals abgetastet. Die wiederholt
gemessenen Intensitatswerte werden fur jeden Abtastpunkt addiert und die Summe im Ergebnisbild
dargestellit.

Wenn Sie auf die Taste Accumulation klicken, wird ein Dialogfenster gedffnet, in dem Sie einstellen
konnen, wie oft ein Schnitt abgetastet werden soll. Sie kdnnen zwischen 1 bis 16 Wiederholungen
des Scanvorganges wahlen.

Typische Anwendungen
Das Akkumulationsverfahren dient der Verbesserung der Bildqualitét bei Bildaufnahmen, bei denen
nur schwache Fluoreszenzsignale detektiert werden kdnnen.

Bildaufnahme mit einer digitalen Auflésung von 8 Bit oder 12 Bit

[T
====|

| Bit

Funktion

Mit dieser Funktion werden die vom Detektor gemessenen analogen Intensitatswerte mittels eines
AD-Wandlers entweder als 8-Bit-Signal oder 12-Bit-Signal eingelesen.

Zusitzliche Information

Bei der Digitalisierung des analogen Intensitatssignals mit einer digitalen Auflésung von 8 Bit kbnnen
256 verschiedene Intensitatswerte dargestellt werden. Unter Berlicksichtigung der natirlichen
statistischen Schwankungen des typischen Intensitatswertebereichs von Fluoreszenzproben, ist eine
Digitalisierung mit 8 Bit fur eine Bildaufnahme ohne Informationsverlust in den meisten Féllen vollig
ausreichend. FiUr Proben mit einer gro3eren Intensitatsdynamik (z.B. bei Proben, bei denen es sehr
intensitatsschwache und sehr intensitatsstarke Bereiche gibt) empfiehlt sich die Bildaufnahme mit
einer 12-Bit-Digitalisierung. Bei einer 12-Bit-Digitalisierung kénnen 4096 verschiedene
Intensitatswerte aufgeldst werden. Allerdings verdoppelt sich dabei auch die zu speichernde
Datenmenge.

Typische Anwendungen
Bei der Bildaufnahme von Praparaten mit sehr hoher Intensitatsdynamik (meist Materialproben mit
hoher Reflektivitat der Oberfache bei gleichzeitigem Auftreten sehr dunkler Bereiche).
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UV-Linsenrad einstellen (option)

@

_Uvlens|

Funktion

Diese Funktion vermindert den fir jedes Objektiv vorhandenen Fokusversatz zwischen sichtbarem
und UV-Anregungslicht auf einen Wert, der unterhalb des optischen Auflésungsvermdgens liegt. Um
dies zu erreichen wird automatisch fur jedes Objektiv, das fur die Verwendung mit UV-Anregungslicht
geeignet ist, eine geeignete Korrekturlinse in den Strahlengang gebracht. Zur Nutzung dieser
Korrekturfunktion sollten Sie wie folgt vorgehen:

» | Driicken Sie die Taste Objektive (standardmaRig im Arbeitsschritt Acquire).
siehe Objektiv auswahlen (Seite 123)
» | Wahlen Sie aus der Liste eine UV-taugliches Objektiv aus (ist in der Liste gekennzeichnet).

In diesem Fall wird die zum ausgewahlten Objektiv passende Korrektionsoptik automatisch in den
Strahlengang gebracht.

‘Das Auftreten eines Fokusversatzes zwischen sichtbarem Licht und UV-Licht hat

‘ physikalische Ursachen und ist nicht gerétebedingt.

Randbedingung
Um eine automatische Korrektur des physikalisch bedingten Farblangsfehlers zwischen sichtbarem
und UV-Licht zu erreichen, reicht es nicht aus, das Objektiv manuell in den Strahlengang zu drehen.

Laserlinie fiir Bildhintergrund auswahlen (ROI Scan)

Funktion

Diese Funktion wird fir die Aufnahme von Auswertungsbereichen (ROI Scan) ben6étigt. Bei diesem
Aufnahmeverfahren wird der Bildhintergrund mit einer anderen Anregungswellenlange aufgenommen
als die ausgewahlten Auswertungsbereiche (Regions of Interest). Mit der Taste ROI speichern Sie die
Lasereinstellungen fur den Bildhintergrund, bevor Sie die Anregungswerllenlange getrennt fir jeden
Auswertungsbereich mit der Taste Configuration festlegen.

‘Weitere Informationen zu diesem Thema finden Sie im Kapitel ,VVorgehensweisen und

Ubungen zu ausgewéhiten Prozessen
. Seite 61
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Laserlinien fiir einzelne Auswertungsbereiche auswahlen (ROI
Scan)

' g

Config

Funktion

Diese Funktion wird fir die Aufnahme von Auswertungsbereichen (ROI Scan) benétigt. Bei diesem
Aufnahmeverfahren wird der Bildhintergrund mit einer anderen Anregungswellenlange aufgenommen
als die ausgewahlten Auswertungsbereiche (Regions of Interest). Mit der Taste Configuration 6ffnen
Sie ein Dialogfenster, indem Sie verschiedene Laserlinien den einzelnen Auswertungsbereichen
zuordnen kénnen.

Weitere Informationen zu diesem Thema finden Sie im Kapitel ,Vorgehensweisen und

Ubungen zu ausgewshlten Prozessen

., Seite 61

XY-Objekttisch steuern

+—*
Stage

Funktion der Dialogelemente
Im Dialogfenster XY-Stage Control finden Sie folgende Dialogelemente zur Steuerung des

«Méarzhauser» XY-Objekttisches:
Stage control x|

e

Set Position F5]
Update Position k&]
Set Zero Position k?]
Settings IB]

8GN

Current Position ——— Virtual Range
Y-Pos.: (111000 i ]

o 1 2 3

35

¥-Range: 2.800 mmm

[‘@ X¥ - Stage control '?{;_-_I
Close
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Das Symbol des Scanfeldes (1) im Dialogfenster &ndert seine Gré3e in Abhangigkeit der Parameter,
die auch physikalisch die Grol3e des Scanfeldes bestimmen. Diese Parameter sind die
ObjektivvergrofRerung, die Strahlaufweitung, das Scanformat und der Elektronische Zoom. Der
Schnittpunkt der Fuhrungslinien (2) an der linken oberen Ecke des Scanfeldes dient als
Referenzpunkt fir die Positionierung des Objekttisches. Die Koordinaten dieses Referenzpunktes
werden im Feld Current Position angezeigt.

Positionieren des XY-Objekttisches
Sie kdnnen den XY-Objekttisch mit der Schaltflache Set Position (5), mit dem Mauszeiger, mit den
Pfeiltasten im Dialogfenster (4), mit den Pfeiltasten der Tastatur oder mit dem Joystick positionieren.

Positionieren mit der Schaltflache

» | Klicken Sie auf die Schalfflache Set Position (5). Es wird ein Dialogfenster geoffnet, in dem Sie
die x- und y-Koordinate des Referenzpunktes auf mehrere Kommastellen genau eingeben
kénnen.

Positionieren mit dem Mauszeiger

» | Klicken Sie auf das Scanfeld im Dialogfenster, halten Sie die linke Maustaste gedriickt und
ziehen Sie das Scanfeld an die gewiinschte Position. Erst beim Loslassen der linken Maustaste
wird der Tisch bewegt.

» | Um sicherzustellen, dass der Objekttisch erst verfahren wird, wenn die gewtinschte Position
erreicht ist, kdnnen Sie eine Verzdgerungszeit zwischen Loslassen der Maus und Bewegen des
Objekttisches einstellen. Klicken Sie auf die Schaltflache Settings (8) und stellen Sie im Register
Delay die Wartezeit ein.

Positionieren mit den Pfeiltasten

» | Betdtigen Sie die vier Pfeiltasten im Dialogfenster (4) oder die Pfeiltasten der Tastatur.

Wenn Sie den Objekttisch mit den Pfeiltasten der Tastatur positionieren, wird das Scanfeld
exakt um die Seitenldnge des Scanfelds verschoben, so dass ein Praparat, das gréer ist als

das Scanfeld, nahtlos abgetastet werden kann.

» | Um sicherzustellen, dass der Objekttisch erst verfahren wird, wenn die gewtinschte Position
erreicht ist, kdnnen Sie eine Verzégerungszeit zwischen Betatigen der Tasten und Bewegen des
Objekttisches einstellen. Klicken Sie auf die Schaltflache Settings (8) und stellen Sie im Register
Delay die Wartezeit ein.

Positionieren mit dem Joystick

» | Wenn Sie den Objekttisch mit dem Joystick bewegen, werden die Koordinaten im Feld Current
Position nicht aktualisiert. Klicken Sie auf die Schaltflache Update Position (6) um die aktuelle
Position einzublenden.

Positionierungsgeschwindigkeit einstellen
Die Geschwindigkeit, mit der der Objekttisch verfahren wird, und die Zeit, die dafur zur Verfligung
steht, ist einstellbar.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Settings (8) und definieren Sie im Register Speed die minimale
und maximale Positionierungsgeschwindigkeit, indem Sie den Schieberegler ziehen oder die
entsprechenden Werte in die Eingabefelder eingeben.

» | Im Eingabefeld Positioning Time definieren Sie die Positionierungszeit, also die Zeit, in der der
Objekttisch seine Position erreicht haben muss. Beachten Sie, dass eine hohe Geschwindigkeit
eine kurze Positionierungszeit erfordert und eine niedrige Geschwindigkeit eine lange
Positionierzeit.

Nullpunkt setzen
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» | Klicken Sie auf die Schaltflache Set Zero Position (7), um die aktuelle Position des Objekttisches
(Schnittpunkt der Fuhrungslinien im Dialogfenster) als Nullpunkt zu definieren. Dieser Wert wird
auch in der Legende Hardware geandert.

MaReinheit des Verfahrbereichs dndern

Die MalRangaben an den Seitenkanten des Verfahrbereichs des Objekttisches (3) &ndern sich
entsprechend der ausgewdhlten Einheit. Es kdnnen Nanometer (nm), Mikrometer (mm), Millimeter
(mm). Zentimeter (cm) oder Meter (m) eingestellt werden.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Settings (8) und wahlen Sie im Register Unit die MaReinheit
aus.

Darstellung des Verfahrbereichs vergréBern
Um den Objekttisch auch im Mikrometerbereich noch exakt positionieren zu kénnen, kann die
Darstellung von Scanfeld und Verfahrbereich im Dialogfenster vergréf3ert werden.

» | Klicken Sie auf die Schalfflachen + und — (9) und vergréRRern oder verkleinern Sie die

Darstellung des Verfahrbereichs.

Die Position des XY-Objekttisches kann auch mit einem Aufnahmeparametersatz
abgespeichert werden. Damit kann der XY-Objektisch auch bei Aufnahmesequenzen

eingesetzt werden.

It siehe Aufnahmesequenzen konfigurieren (Seite 139)

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 152 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH
LCS Softwarefunktionen:
Beschreibung der Einzelfunktionen

Datendarstellungsfunktionen

Ansichtsfenster Viewer

In der Standardeinstellung besteht das Ansichtsfenster Viewer aus drei wesentlichen Bereichen. In
der Mitte befindet sich das Bildfenster (4), in dem die aufgenommenen Bilder dargestellt werden.
Links und unterhalb von diesem Bildfenster kénnen Tastenfelder (1) und (2) und rechts davon die
Legende Experiment (3) angeordnet werden. Es ist moglich, andere Standardeinstellungen des
Ansichtsfensters auszuwahlen und benutzerdefinierte Konfigurationen als Schablone abzuspeichern.

LD siehe Ansichtsfenster Viewer als Vorlage abspeichern (Seite 241)

Tastenfelder (1) und (2)

Als Standardeinstellung befinden sich im Tastenfeld links vom Bildfenster die Tasten fur die
Bilddarstellung und im Tastenfeld unterhalb des Bildfensters die Tasten, mit denen man durch die
einzelnen Bilder einer Bildserie blattern kann. Beide Tastenfelder kénnen Sie innerhalb des
Ansichtsfensters Viewer verschieben oder aus diesem als separates Fenster herausnehmen. Zu
diesem Zweck klicken Sie mit dem Mauszeiger auf den Doppelrand des Tastenfeldes und ziehen sie
es bei gedriickter Maustaste an die gewiinschte Stelle.

Bildfenster (4)

Wenn Sie den Mauszeiger auf eine beliebige Stelle innerhalb des Bildfensters positionieren und auf
die rechte Maustaste klicken, wird ein Kontextmeni gedffnet, in dem lhnen folgende Befehle zur
Verfligung stehen:

Befehl Funktion

Send to » Experiment | » Selection Die Rohdaten eines markierten Ausschnitts im
(raw) Bildfenster werden als neues Bild in das aktuelle
Experiment kopiert. Das neue Bild kann
weiterverarbeitet werden.

» Selection Die Bildschirmkopie eines markierten Ausschnittes im
(snapshot) Bildfenster wird als neues Bild im aktuellen Experiment
angelegt. Das neue Bild kann nicht mehr
weiterverarbeitet werden.

» All Die Bildschirmkopie des gesamten aktuellen

(snapshot) Bildfensters wird als neues Bild im aktuellen Experiment
angelegt. Das neue Bild kann nicht mehr
weiterverarbeitet werden.

» Printer » Selection Der im Bildfenster markierte Ausschnitt wird gedruckt.
» All Das gesamte aktuelle Bildfenster wird gedruckt.
Left Das Tastenfeld links vom Bildfenster wird ein- oder ausgeblendet.
buttons
Bottom Das Tastenfeld unterhalb des Bildfensters wird ein- oder ausgeblendet.
buttons
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LUT Die Farbzuordnungstabellen des aktuellen Bildes werden ein- oder ausgeblendet.
Legend Die Legende Experiment wird ein- oder ausgeblendet.

Full Das Ansichtsfenster Viewer wird auf die volle Bildschirmgrésse vergrof3ert.
screen

Viewer Das Dialogfenster Viewer Options wird geoffnet.

Options

Die Farbzuordnungtabellen (5) werden als Farbleisten rechts neben dem Bildfenster angezeigt.
Wenn Sie den Mauszeiger uber die jeweilige Farbleiste halten, erscheinen Anfasspunkte am oberen
und unteren Ende der Farbleiste. Mit diesen Anfasspunkten kdnnen Sie die aktuelle
Farbzuordnungstabelle auf einen bestimmten Intensitédtswertebereich begrenzen und eine zweite
Farbzuordnungstabelle laden. Damit haben Sie die Mdglichkeit, den Kontrast des Bildes graphisch zu
erhohen.

Ziehen Sie den oberen Anfasspunkt nach unten oder den unteren Anfasspunkt nach oben.

Doppelklicken Sie auf den Bereich oberhalb oder unterhalb des jeweiligen Anfasspunktes.

auswahlen kénnen.

>
>
» | Das Dialogfenster Select LUT's wird gedffnet, in dem Sie eine zweite Farbzuordnungstabelle
>

Der obere und untere Intensitatswertebereich wird in den Farben der jeweiligen zweiten
Farbzuordnungstabelle dargestellt.

L) siehe Farbzuordnungstabellen (LUT) auswéhlen (Seite 166)

Legende Experiment (3)

In der Legende Experiment werden verschiedene Bildparameter einer Bildaufnahme registriert. Sie
konnen festlegen, welche Parameter angezeigt werden, indem Sie auf einen beliebigen Stelle in der
Legende klicken. Es wird die Liste aller verfligbaren Eintréage geoffnet. Wahlen Sie dann den
gewlnschten Eintrag. Wenn Sie den Mauszeiger Uber eine beliebige Stelle innerhalb der Legende
Experiment halten und auf die rechte Maustaste klicken, stehen Ihnen in einem Kontextmeni noch
folgende Befehle zur Verfligung:

Befehl Funktion

Experiment » Edit Im Dialogfenster Edit Legend kann ein Name flr die Legende (Title)
eingegeben, die Anzahl der Eintrage (Number of legend entries)
bestimmt oder alle Eintrage geldscht werden (Clear all entries).

» Activate | Die Legende Experiment wird im Ansichtsfenster Viewer angezeigt.

» Remove | Die aktuelle Legende Experiment wird geldscht.

Add Eine neue Legende Experiment wird im Ansichtsfenster Viewer angelegt.
Experiment
tab

Legende Hardware

In der Legende Hardware werden die Hardwareeinstellungen einer Bildaufnahme registriert. Um
diese Legende zu 6ffnen, wéhlen Sie im Meni View die Option Hardware Legend. Um die Eintrage
auszuwahlen, die in der Legende angezeigt werden sollen, klicken Sie auf die Schaltflache Edit. Es
wird das Dialogfenster Edit Legend Entries geoffnet:

» | Im Listenfeld Available Entries werden alle verfligbaren Eintrage eingeblendet. Wahlen Sie die
Eintrage aus, die in der Legende erscheinen sollen. Klicken Sie dann auf die Schaltflache Add,
um diese in das Listenfeld Show entries zu tibernehmen.

» | Im Listenfeld Show entries stehen die Eintrage, die in der Legende angezeigt werden. Mit der
Schaltflache Remove kénnen Sie Eintrage wieder aus der Legende herausnehmen.

» | Mit den Schaltflachen Move up und Move down kénnen Sie einzelne oder mehrere Eintrage in
der Liste nach oben oder unten bewegen.

» | Mit den Schaltflachen Edit grid color und Edit background color kénnen Sie die Farbe des
Rahmens und des Hintergrunds der Legende veréndern.

Die Legende Hardware wird automatisch am rechten Rand der Bedienoberflache angeordnet. GroRRe
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und Position der Legende kénnen Sie jedoch beliebig andern:

» | Um die Breite der Legende zu andern, ziehen Sie mit dem Mauszeiger den Rand an die
gewlnschte Position.

» | Um die Position der Legende zu andern, doppelklicken Sie auf den Doppelrand der Legende

Bedienoberflache geltst. Ziehen Sie die Legende jetzt mit gedriickter linker Maustaste an die
gewlnschte Stelle.

oder klicken Sie einmal auf das Symbol « . Die Legende wird als Fenster aus der

‘Ist die Legende lber die gesamte Breite der Bedienoberflédche vergrolert, Idsst sie sich
nur wieder an die urspriingliche Stelle am Rand positionieren, wenn Sie zuerst die

‘H()‘he der Legende verkleinern und sie dann erst an den Rand verschieben.

Option New Window

Wenn Sie im Meni Window die Option New Window anklicken, haben Sie die Mdglichkeit, ein
weiteres Ansichtsfenster zu 6ffnen, das dasselbe Bild anzeigt wie das aktuell gedffnete
Ansichtsfenster. Mit diesem Befehl legen Sie also nicht ein neues Experiment an, sondern 6ffnen nur
eine zweite Ansicht auf die aktuellen Bilddaten. Vorteil dieser Option ist, dass gleichzeitig
verschiedene Darstellungen derselben Bilddaten mdglich sind. Diese Kopie des aktuellen
Ansichtsfensters erhélt zur Unterscheidung eine laufende Nummer hinter der Dateiendung.

Aufnahmen als Miniaturansicht im Experiment Browser anzeigen

Ly
Browse

Funktion

Mit dem Experiment Browser haben Sie die Mdglichkeit, alle Aufnahmen eines Experiments als

Miniaturansicht anzuzeigen. Damit haben Sie einen Uberblick tiber den vorhandenen Bildbestand und

einen schnellen Zugriff auf einzelne Aufnahmen.

@ Experiment Browser

Imane 1 tif ' Imagge 2 tif Image 3 tif

Tif-File Tif-File Tif-File

» | Wahlen Sie ein Experiment im Ansichtsfenster Experiment Overview aus.

» | Klicken Sie auf die Taste Browse, um den Experiment Browser zu 6ffnen. Alle Aufnahmen des
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Experiments werden als Miniaturansicht angezeigt. Bildserien werden als Maximumsprojektion
dargestellt.

» | Klicken Sie auf eine Miniaturansicht, um den vollstéandigen Bilddatensatz im Ansichtsfenster
Viewer zu 6ffnen.

» | Klicken Sie wieder auf die Taste Browse, um den Experiment Browser zu schliel3en.

Dialogfenster Viewer Options

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol 3D

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberfléache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fir verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

In den Registern des Bildsymbols 3D kdnnen optionale Einstellungen fir folgende Funktionen
vorgenommen werden:

® @ e

Rot | Move @ Zoom

siehe 3D Ansicht drehen (Seite 184)
siehe 3D Ansicht verschieben (Seite 185)
L) siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)

Im Register Navigation werden die Zahlenwerte der Aktionen angezeigt, die mit den Tasten Rotate,
Move und Zoom (und dem Mauszeiger) ausgefihrt werden.

Im Feld Rotation konnen Sie durch Andern des Winkelgrads der drei Achsen eine 3D Ansicht in alle
drei Raumrichtungen kippen. Die 3D Ansicht wird um einen Fixpunkt gedreht, der sich in der Mitte des
Bildes befindet. Um die Drehfunktion zu verstehen, ist es am besten den Winkel nur einer Achse zu
verandern, wahrend die anderen beiden Achsen auf 0 gestellt sind:

Rotation Funktion

X von 0° auf Die 3D Ansicht wird um den Fixpunkt um 45° in Richtung der negativen z-Achse
45° gedreht.

Y von 0° auf Die 3D Ansicht wird um den Fixpunkt um 45° in Richtung der negativen x-Achse
45° gedreht.

Z von 0° auf Die 3D Ansicht wird um den Fixpunkt um 45° in Richtung der negativen y-Achse
45° gedreht.

Im Feld Translation kénnen Sie durch Andern der Koordinatenwerte eine 3D Ansicht nach rechts
oder links, nach oben oder unten verschieben sowie vergrof3ern oder verkleinern. Wenn Sie
Dezimalzahlen eingeben, verwenden Sie den Punkt als Dezimalzeichen.

| Translation | Funktion
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X Mit positiven Werten wird die 3D Ansicht nach rechts verschoben, mit negativen nach
links.

Y Mit positiven Werten wird die 3D Ansicht vergroRert, mit negativen verkleinert.

z Mit positiven Werten wird die 3D Ansicht nach oben verschoben, mit negativen nach
unten.

Im Feld Predefined kdnnen Sie mit einem Klick auf die Schaltflachen Top view und Side view das
Bild in einer voreingestellten Draufsicht oder Seitenansicht darstellen.

Im Register Display konnen Sie auf einen der aufgelisteten Befehle klicken, um das entsprechende
Gestaltungselement der 3D Ansicht im Ansichtsfenster Viewer ein- oder auszublenden:

Graphic Elements Funktion

Show LUT Die ausgewahlte Farbzuordnungstabelle (color look-up table) an der z-
Achse anzeigen.

Show scale Die Messskala anzeigen.

Show bounding box Den Quader anzeigen, der das Messvolumen begrenzt.

Show axes Die Koordinatenachsen anzeigen.

Show data during 3D | Die Bilddaten anzeigen, wahrend die 3D Ansicht gedreht, verschoben oder

motion vergroRRert und verkleinert wird.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Display

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberfléache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fir verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

In den Registern des Bildsymbols Display kénnen optionale Einstellungen fir folgende Funktionen
vorgenommen werden:

®

Display

k]
Play

siehe Film starten und beenden (Seite 171)

Im Register Settings kann mit dem graphischen Zoom das im Ansichtsfenster Viewer angezeigte
Bild vergréssert oder verkleinert werden:

n-1 Das Bild wird verkleinert, indem n Pixel als 1 Pixel im Ergebnisbild dargestellt werden.
Automatic | Das Bild wird im urspriinglichen Bildformat angezeigt.
1-n Das Bild wird vergrossert, indem 1 Pixel als n Pixel im Ergebnisbild dargestellt wird.
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Die Leica Confocal Software verfiigt (iber drei zu unterscheidende Zoom Funktionen:

den graphischen Zoom, den 3D Zoom und den elektronischen Zoom.

siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)
siehe Elektronischer Zoom (Seite 125)

Klicken Sie in demselben Register auf einen der Auswahlpunkte, um das entsprechende
Gestaltungselement im Ansichtsfenster Viewer ein- oder auszublenden:

Coordinates | Die z-Position des aktuellen Bildes wird eingeblendet.
Scale Ein Massbalken mit LAngenangabe wird angezeigt.
Grid Ein Raster wird Uber das aktuelle Bild gelegt.

Die Lange des Massbalkens und die Rasterbreite wird in Abhangigkeit des Objektivs, des
elektronischen Zooms und der Strahlaufweitung berechnet.

Im Register Movie kann die Geschwindigkeit bestimmt werden, mit der die Filmsequenz einer
Bildserie ablaufen soll. Sie kdnnen einen Wert auswéahlen zwischen 6 Einzelbildern pro Minute und 25
Einzelbildern pro Sekunde:

» | Ziehen Sie mit dem Mauspfeil den Schieber auf der Skala auf den gewiinschten Wert.

» | Wahlen Sie den Ping-Pong Modus aus, wenn die Filmsequenz vom ersten zum letzten Bild und
dann in umgekehrter Reihenfolge wieder zum ersten Bild ablaufen soll. Ist dieser Modus nicht
ausgewahlt, beginnt die Filmseguenz immer wieder mit dem ersten Bild.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Charts

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men( View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberflache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fur verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Charts kénnen optionale Einstellungen fir folgende Funktionen
vorgenommen werden:

[} ":.

Prof.|

[f@ 1 L) siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)
)

ur. (7

| | £ siehe Messen eines Profils entlang einer Strecke (Seite 224)
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Z L) siehe Messen von Oberflachen und Volumen (Seite 226)

Mat.
é LD siehe Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke (Seite 243)

R-Prof.

Die Optionen im Register Charts kdnnen erst angewéhlt werden, wenn Sie zuvor mit einer dieser
Tasten eine Quantifizierungsfunktion aktiviert haben.

Zweipunktmessung aktivieren

| » | Klicken Sie im Feld Measurement auf 2 Point, um die Zweipunktmessung zu aktivieren. |

Jede der oben genannten Tasten 6ffnet ein Ansichtsfenster, in dem eine Messkurve und statistische
Werte angezeigt werden.

Ist die Zweipunktmessung ausgewahlt, wird im Ansichtsfenster unterhalb der Messkurve (1) ein
Messschieber (2) mit zwei Messpunkten (3) eingeblendet. Die Position der beiden Messpunkte in der
Profilkurve wird durch kleine schwarze Quadrate (4) symbolisiert. So kann der auszuwertende
Bereich innerhalb der Messkurve mit hoher Genauigkeit eingestellt werden. Zusatzlich wird die
Statistik, die unterhalb der Messkurve eingeblendet wird, um folgende Messwerte erweitert: Position
der Messpunkte, Abstand der Messpunkte, Messwert an den Messpunkten, Differenz der
gemessenen Grosse zwischen den Messpunkten.
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Position und Lange des Messschiebers dndern

» | Zur Positionsanderung wird der Schieber in der Mitte mit der linken Maustaste angefasst und bei
gedruckter linker Maustaste in die gewiinschte Position verschoben.

» | Zur Veranderung der Léange des Schiebers wird er an einem Ende mit dem Mauszeiger
angefasst und bei gedrickter linker Maustaste vergrof3ert oder verkleinert.

Skalierung der Messkurve dndern

StandardmaRig wird die Skalierung der Messkurven von der Software automatisch an den
Intensitatswertebereich angepasst, der jeweils in einer Bildaufnahme vorliegt. Sie kénnen die
Skalierung jedoch auch manuell verandern:

» | Entfernen sie das Hakchen im Kontrollkastchen Auto, um die automatische Skalierung zu
deaktivieren.

» | Sie konnen jetzt getrennt furr jede Messkurve (jeden Detektionskanal) den oberen und unteren
Grenzwert des Wertebereichs neu definieren.

» | Uberpriifen Sie das Resultat der geénderten Skalierung direkt im Ansichtsfenster.
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Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men( View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberfléache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fur verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

In den Registern des Bildsymbols Projections kdnnen optionale Einstellungen fur folgende Funktionen
vorgenommen werden:

(fFiw. | [fie. | [fin_ | [30_

¥ || @ || € |6
| Avg. | Max. | Trans. @ SFP

LD siehe Maximumprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 176)
LD siehe Mittelwertprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 178)
L) siehe Transparentprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 180)
L) siehe SFP-Projektion eines Bildstapels erzeugen (Seite 182)

Im Register Projections stehen Ihnen verschiedene Optionen fir die Erzeugung eines
Projektionsbildes zur Verfugung. Wéhlen Sie aus, ob Intensitditsmaxima, das arithmetische Mittel oder
ein gewichtetes Mittel der Intensitaten im Projektionsbild dargestellt werden soll. Variieren Sie den
Gewichtungsfaktor fur die Transparentprojektion. Stellen Sie einen Schwellenwert oder einen
Skalierungsfaktor fur die darzustellenden Intensitaten ein.

Type Funktion

Maximum Aus jeder der untersuchten Saulen von Abtastpunkten wird der Abtastpunkt mit

projection der maximalen Intensitét als Reprasentant aller Werte innerhalb der Saule im
Projektionsbild dargestellt.

Average Aus jeder der untersuchten Saulen von Abtastpunkten wird das arithmetische

projection Mittel der in der Saule gemessenen Intensitaten im Projektionsbild dargestellt.

Transparent Aus jeder der untersuchten Saulen von Abtastpunkten wird ein gewichteter

projection Mittelwert der in der Saule gemessenen Intensitaten im Projektionsbild
dargestellt.

Transparent factor Funktion (nur flr Transparentprojektion aktiv)

Ziehen Sie den Je hoher der Transparentfaktor a (0 < a < 1) eingestellt ist, desto starker

Schieber auf der fliessen die Intensitatswerte aus den unteren Ebenen im Bildstapel in das

Skala Projektionshild ein.

Threshold Funktion (nur fur Mittelwert- und Transparentprojektion aktiv)

Ziehen Sie den Intensitaten, die unterhalb des eingestellten Schwellenwertes liegen,

Schieber auf der Skala | werden fur die Berechnung des Projektionsbildes nicht mehr beriicksichtigt.

Scaling Funktion (nur fur Mittelwert- und Transparentprojektion aktiv)
Rescale to Die gemessenen Intensitatswerte werden auf die maximal moglichen
maximum Intensitatswerte normiert.

Im Register SFP stehen Optionen firr die Erzeugung eines SFP-Projektionsbildes zur Verfligung.
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£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

Feld Funktion
Light Geben Sie hier jeweils eine Koordinate fur x und y ein.fir den Projektionswinkel der
Direction SFP-Projektion ein. Dieser Winkel symbolisiert den Einfallswinkel des Laserstrahls

auf das Praparat. Klicken Sie auf die Schaltflache Apply, um die Projektion mit dem
neuen Winkel zu erzeugen.

Absorption Variieren Sie mit dem Schieber den Absorptionskoeffizienten a. Je héher er
eingestellt ist, desto kleiner werden die im Projektionsbild berechneten Werte. Ist der
Koeffizient niedrig eingestellt, erreichen viele Pixel im Projektionsbild den
Maximalwert, so dass die Strukturen immer schwieriger zu unterscheiden sind.

Threshold Definieren Sie mit dem Schieber einen Schwellenwert. Die Intensitatswerte unterhalb
dieses Wertes werden fir die Erzeugung des Projektionsbildes nicht berlcksichtigt.

Rescale to Die Intensitatswerte des Bildes werden auf die maximal méglichen Intensitatswerte
maximum normiert. Dies gewahrleistet, dass die errechneten Grauwerte des Projektionsbildes
innerhalb des Wertebereichs von zum Beispiel 0 bis 255 bei 8 Bit bleiben. Dunkle
Bilder kénnen so aufgehellt werden.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Overlay

Aufbau des Ansichtsfensters Experiment Overview

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberflache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fir verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Overlay kdnnen optionale Einstellungen fiir folgende Funktionen
vorgenommen werden:

Lo
. Ovl Ovirgb
siehe Uberlagerungsbild anzeigen (Seite 169)

Im Register Overlay konnen Sie zwischen drei Arten wéhlen, wie aus den Rohdaten und den
dazugehdrigen Farbzuordnungstabellen ein Uberlagerungsbild erzeugt wird:

Color Merging Funktion

True Color (add RGBs) Die Farbwerte der Pixel in den Ursprungsbildern werden gemittelt und
im Uberlagerungsbild dargestellt.

True Color (add RGBs) Die Farbwerte der Pixel in den Ursprungsbildern werden gemittelt, auf

with dynamic adjustment | die maximal mdglichen Farbwerte normiert und im Uberlagerungsbild
dargestellt.

Fast (bitwise "OR" RGB) Die Farbwerte der Pixel in den Ursprungsbildern werden tber einen
schnellen bitweisen Rechenprozess gemischt und im Uberlagerungsbild
dargestellit.

siehe Boolsche Verknipfungen (Seite 248)
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Coloring Funktion

Only Red/ Fir die Erzeugung des Uberlagerungsbildes werden immer die
Green/ Blue Farbzuordnungstabellen Rot, Grin und Blau verwendet, unabhéngig von den
aktuellen Farbzuordnungstabellen der Ursprungsbilder.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Scan Progress

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men( View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberflache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fur verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Scan Progress kénnen optionale Einstellungen fir folgende Funktionen
vorgenommen werden:

=

=
| Mode

L) siehe Scanmodus auswéhlen (Seite 129)

Im Register Scan Progress wird der aktuell eingestellte Scanmodus anzeigt. Au3erdem kann der
Status einer Bildaufnahme anhand einer Verlaufsanzeige tUberprift werden.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface View

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men( View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberfléache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fur verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Surface View kdnnen optionale Einstellungen fur folgende Funktionen
vorgenommen werden:

ah

BDYView

L) siehe 3D Ansicht erzeugen (Seite 184)
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Im Register Visualization kénnen Sie auswahlen, ob die 3D Ansicht als Flachenbild (Surface), als
Drahtgitterbild (Wireframe) oder als Isolinienbild (Isolines) ausgefuhrt werden soll und die Perspektive
bestimmen, in der die 3D Ansicht dargestellt wird:

Render Funktion

Mode

Surface Die Zwischenrdume zwischen den Bildpunkten werden mit Flédchen gefillt.

Wireframe Alle Bildpunkte werden mit Linien verbunden, die Zwischenrdume bleiben frei.

Isolines Bildpunkte, die Werten mit gleicher Intensitat entsprechen, werden von einer Kurve
umschlossen.

Projection Type | Funktion
Perspective Die 3D Ansicht wird in Zentralperspektive dargestellt.
Parallel Die 3D Ansicht wird in Parallelperspektive dargestellt.

Im Feld Stretch height (factor) haben Sie die Mdglichkeit, den Skalierfaktor in z-Richtung zu
variieren und damit die 3D Ansicht in der Hohe zu strecken oder zu schrumpfen.

Im Feld Downsample rate kann die Informationsdichte der 3D Ansicht reduziert werden, um die
Bildverarbeitung zu beschleunigen. Bei einer Bildpunktdichte von 1:1 werden alle gemessenen
Intensitatswerte im Bild dargestellt. Bei einer Bildpunktdichte von 1:2 flie3t nur jeder zweite
Intensitatswert in das Bild ein.

Im Feld Isoline interval definieren Sie einen Abstand in um, der die einzelnen Isolinien trennen soll.
Damit kdnnen Sie die Anzahl der Isolinien in der 3D Ansicht begrenzen.

Im Feld Isoline detail level bestimmen Sie durch Eingabe eines Grenzwertes, dass nur Isolinien mit
einer bestimmten Lange in der 3D Ansicht dargestellt werden. Damit werden nur die Isolinien
angezeigt, die einem mit einer bestimmten Haufigkeit auftretenden Intensitatswert entsprechen.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface Measure

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberflache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fir verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Surface Measure konnen optionale Einstellungen fir folgende
Funktionen vorgenommen werden:

R-Prof.
LD siehe Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke (Seite 243)

Im Feld Levelling stehen Optionen zur Verfiigung, um Messkurven eines Rauhigkeitsprofils, die
einen Trendverlauf aufweisen, mittels einer Anpassungsfunktion in eine horizontale Lage zu bringen.
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Zu diesem Zweck wird eine lineare Interpolationsfunktion (Polynom) an die Messkurve angepasst.

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Materials (Seite )
siehe Anpassungsfunktion zur Korrektur von Trendverlaufen

None Es wird keine Anpassungsfunktion auf die Messkurve angewendet.

Automatic Die Messkurve wird mittels einer linearen Anpassungsfunktion in eine horizontale

linear Lage gebracht.

Interactive Die Lage der Messkurve wird mittels der linearen Anpassungsfunktion so korrigiert,

level dass die Strecke zwischen den beiden Messpunkten in der Horizontalen liegt.

Freeze Die neu positionierte Messkurve wird verriegelt, so dass die Position der Messpunkte
wieder verandert werden kann, ohne dass die Messkurve interaktiv anpepasst wird.

Im Feld Multipoint Measurement besteht die Moglichkeit, die beiden Messpunkte sowie die
Hohendifferenz zwischen den Messpunkten zu speichern.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Remember, um die Werte zu speichern. Mit der Schaltflache
Clear werden sie wieder geldscht.

Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface Calculation

Funktion

Um das Dialogfenster Viewer Options zu 6ffnen, wéhlen Sie im Men( View die Option Experiment
Overview.

Das Ansichtsfenster Experiment Overview wird auf der linken Seite der Bedienoberflache
eingeblendet. Im oberen Teil des Ansichtsfensters werden die aufgenommenen Bilder in einem
Verzeichnisbaum angezeigt. Im unteren Teil befindet sich das Dialogfenster Viewer Options. In
diesem Dialogfenster kdnnen Sie Grundeinstellungen fur verschiedene Softwarefunktionen
vornehmen. Links werden die den Funktionen entsprechenden Bildsymbole und rechts die
dazugehdrigen Register angezeigt. Wenn Sie das Dialogfenster 6ffnen, erscheinen die Bildsymbole
der Funktionen, mit denen Sie gerade arbeiten. Klicken Sie auf den Befehl Show all, um alle
Bildsymbole anzuzeigen.

Im Register des Bildsymbols Surface Calculation kénnen optionale Einstellungen fir folgende
Funktionen vorgenommen werden:

. Topo
£ siehe Topographiebild erzeugen

Im Register Topography stehen lhnen verschiedene Optionen fir die Erzeugung eines
Topographiebildes zur Verfigung. Wahlen Sie aus, ob Intensitatsmaxima oder Flachenschwerpunkte
der Intensitaten im Topographiebild als Hohe interpretiert werden sollen. Bestimmen Sie die Art der
Visualisierung von Hohe im Topographiebild und stellen Sie einen Schwellenwert fir die
darzustellenden Intensitaten ein.

Surface Funktion

Reconstruction

Search maximum Aus jeder der untersuchten Saulen aus Abtastpunkten wird der

intensity Abtastpunkt mit der maximalen Intensitat als Reprasentant aller Werte
innerhalb der Saule im Topographiebild dargestellt.

Calculate center of Aus jeder der untersuchten Saulen aus Abtastpunkten wird der
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mass of intensities Schwerpunkt der Flache, die von der Kurve der gemessenen
Intensitatswerte begrenzt wird, im Topographiebild dargestellt.

Topography Funktion

Processing

Invert height Die Saule aus Abtastpunkten wird in umgekehrter Richtung untersucht. Damit
wird die H6heninformation umgekehrt. Ein Negativ des Topographiebildes wird
dargestellit.

Level Die horizontale Lage einer Aufnahme wird mittels einer linearen
Interpolationsfunktion (Polynom) korrigiert.
siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Materials (Seite 212)

Threshold Funktion

Ziehen Sie den Schieber auf der Intensitaten, die unterhalb des eingestellten Schwellenwertes
Skala oder geben Sie einen liegen, werden flr die Berechnung des Topographiebildes nicht
Zahlenwert ein. mehr bertcksichtigt.

Anzeigen der Detektionskanale

Detektionskanal 1-8 anzeigen

' | e

0 & | R
. cth1_ch2 ch3 cha) chs_ che, ch7 chs
Funktion

Mit einem Kilick auf die Taste Channel 1-8 werden im Ansichtsfenster Viewer die Bilddaten
eingeblendet, die im Detektionskanal 1-8 aufgenommen wurden. Sie kénnen dem Detektionskanal
eine von vielen Farbzuordnungstabellen zuweisen. Dies ist sowohl im Ergebnisbild als auch wéhrend
der Bildaufnahme mdglich. Offnen Sie zu diesem Zweck das Dialogfenster Select Look-up Tables. Sie
haben zwei Mdglichkeiten, um das Dialogfenster zu 6ffnen.

» | Klicken Sie auf die Taste Select Look-up Tables.

» | Halten Sie den Mauszeiger Uber eine beliebige Stelle im Ansichtsfenster Viewer.

Klicken Sie auf die rechte Maustaste. Es erscheint ein Kontextmen, in dem Sie auf LUT klicken.
Im Ansichtsfenster werden die Farbleisten der aktiven Detektionskanéle eingeblendet.
Doppelklicken Sie auf die entsprechende Farbleiste.

L) siehe Farbzuordnungstabellen (LUT) auswéhlen (Seite 166)

Diese Methode der Zuordnung von Farbzuordnungstabellen beeinflusst nur die aktuelle
Bilddarstellung. Sobald Sie einen neuen Scanvorgang starten, werden wieder die im

Dialogfenster Beam Path Setting eingestellten Farbzuordnungstabellen verwendet.

siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)
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Bild(er) im Ansichtsfenster Viewer zoomen

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Display klicken, 6ffnet sich ein Listenfeld, in dem Sie den graphischen Zoom
einstellen konnen. Damit wird das im Ansichtsfenster Viewer angezeigte Bild vergrossert oder
verkleinert:

n-1 Das Bild wird verkleinert, indem n Pixel als 1 Pixel im Ergebnisbild dargestellt werden.
Automatic | Das Bild wird im urspriinglichen Bildformat angezeigt.
1-n Das Bild wird vergrossert, indem 1 Pixel als n Pixel im Ergebnisbild dargestellt wird.

Die Leica Confocal Software verfligt (iber drei zu unterscheidende Zoom Funktionen:

den graphischen Zoom, den 3D Zoom und den elektronischen Zoom.

L) siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)
siehe Elektronischer Zoom (Seite 125)

Farbzuordnungstabellen (LUT) auswahlen

Funktion

Mit der Taste Look-up Tables 6ffnen Sie ein Dialogfenster, in dem Sie den Detektionskanélen jeweils
eine Farbzuordnungstabelle zuweisen kdnnen. Die Einstellung der Farbzuordnungstabellen kann
sowohl am Ergebnisbild als auch wéahrend der Bildaufnahme vorgenommen werden:

» | Klicken Sie im Feld Select Channel auf den Detektionskanal, dem Sie eine neue
Farbzuordnungstabelle zuordnen wollen.

» | Wahlen Sie im Feld Select LUT die gewlinschte Farbzuordnungstabelle aus.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Apply, um das Ergebnis am Ansichtsfenster Viewer zu
Uberprifen.

Sie kdnnen das Dialogfenster Select LUT's auch Uber das Ansichtsfenster Viewer 6ffnen.

» | Halten Sie den Mauszeiger Uber eine beliebige Stelle im Bildfenster des Ansichtsfensters
Viewer. Klicken Sie dann auf die rechte Maustaste. Es erscheint ein Kontextmend, in dem Sie
auf LUT klicken.

» | Im Ansichtsfenster werden die Farbleisten der aktiven Detektionskanale rechts neben dem
Bildfenster eingeblendet. Doppelklicken Sie auf eine der Farbleisten.

Eine zweite Farbzuordnungstabelle laden

Wenn Sie den Mauszeiger Uber die jeweilige Farbleiste halten, erscheinen Anfasspunkte am oberen
und unteren Ende der Farbleiste. Mit diesen Anfasspunkten kdnnen Sie die aktuelle
Farbzuordnungstabelle auf einen bestimmten Intensitédtswertebereich begrenzen und eine zweite
Farbzuordnungstabelle laden:
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Ziehen Sie den oberen Anfasspunkt nach unten oder den unteren Anfasspunkt nach oben.

Doppelklicken Sie auf den Bereich oberhalb oder unterhalb des jeweiligen Anfasspunktes.

Das Dialogfenster Select LUT's wird geo6ffnet, in dem Sie eine zweite Farbzuordnungstabelle
auswahlen kbénnen.

v, vvv

Der obere und untere Intensitatswertebereich wird in den Farben der jeweiligen zweiten
Farbzuordnungstabelle dargestellt.

Diese Methode der Zuordnung von Farbzuordnungstabellen beeinflusst nur die aktuelle
Bilddarstellung. Sobald Sie einen neuen Scanvorgang starten, werden wieder die im

Dialogfenster Beam Path Setting eingestellten Farbzuordnungstabellen verwendet.

siehe Strahlengang einstellen (Seite 119)

Typische Anwendungen

Grundsatzlich ist die Wahl einer geeigneten Farbzuordnungstabelle fir eine bestimmte Anwendung
vom Empfinden des Benutzers abhangig. Die Erfahrung zeigt jedoch, dass sich einzelne
Farbzuordnungstabellen fir bestimmte Anwendungen besonders gut eignen:

Farbzuordnungstabelle | Anwendung

Green Wird Ublicherweise fir die Aufnahme von Praparaten verwendet, die mit
FITC, Cy2, DTAF und &hnlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden,
die im grinen Spektralbereich emittieren.

Red Wird Ublicherweise fir die Aufnahme von Préparaten verwendet, die mit
TRITC, Texas Red, Cy3, Rodamin und &hnlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert wurden, die im roten Spektralbereich emittieren.

Blue Wird Ublicherweise fir die Aufnahme von Préparaten verwendet, die mit
UV-Fluoreszenzfarbstoffen wie DAPI oder Hoechst oder &hnlichen
Farbstoffen markiert wurden, die im blauen Spektralbereich emittieren.

Gray Wird Ublicherweise fur die Darstellung von Transmissionsaufnahmen
verwendet.

P. Color 1 Eignet sich besonders fir die Darstellung von 12 Bit Bildern.

P. Color 2, 3,4,5, 6

Werden Ublicherweise fur die Aufnahme von Praparaten verwendet, die
mit pH-sensitiven bzw. ionensensitiven Fluoreszenzfarbstoffen markiert
wurden sowie flir die Darstellung von Zeitserien.

Geo (Land), Geo (Sea)
Geo (Land & Sea)

Sind fiir die Erzeugung von Topographiebildern, also fir die Abbildung
von Oberflachenstrukturen, empfehlenswert. Insbesondere Geo Land &

R&B Sea eignet sich zur Visualisierung von Vertiefungen oder Stufen.
Glow, Sind fir die Optimierung des Bildkontrastes (Offset und Gain der
Glow (Qver), Detektoren) zu empfehlen. Glow Over hebt Intensitdten am oberen
Glow (Under), Tabellenrand blau hervor, Glow Under stellt Intensitaten am unteren

Glow (Over & Under)

Tabellenrand griin dar. Glow Over and Under ist eine Kombination aus
diesen beiden Farbtabellen.

Cyan, Magenta, Yellow

Sind fur den Ausdruck eines Bildes zu empfehlen. Die sogenannten
CMY(K) Farben werden zur Farbausgabe auf Drucksystemen verwendet.
RGB Farben, wie die anderen hier genutzten Farbzuordnungstabellen,
werden fur die Farbdarstellung auf Monitoren eingesetzt. Da es sich hier
um zwei unterschiedliche Farbsysteme handelt, kbénnen sich die Farben
in der CMY(K) Darstellung stark von der Darstellung auf dem Monitor
unterscheiden.

Alle Farbzuordnungstabellen sind auch mit inversem Farbverlauf verfiigbar, das heil3t hohe
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Intensitaten werden dunkel, niedrige Intensitaten hell dargestellt.

Einzelbild anzeigen

)

_single|

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Single klicken, wird nur ein Detektionskanal oder mehrere Detektionskanale
in nur einem Bild im Ansichtsfenster Viewer dargestellt. Je nachdem welche weiteren Tasten Sie
gleichzeitig noch aktivieren, sind folgende Darstellungsarten moglich:

Tastenkombination Darstellung

Single + Channel 1/2/3/4/5 | Nur ein ausgewdahlter Detektionskanal wird dargestellt, bei einer
Bildserie das erste Bild des ausgewahlten Detektionskanals.

Single + Gallery + Channel 1/ 2 | Alle Einzelbilder einer Bildserie werden nur fir einen

/131415 ausgewahlten Detektionskanal dargestellt.

Single + Overlay + Channel 1/ | Von allen ausgewahlten Detektionskanélen wird ein einziges

21371415 Uberlagerungsbild erzeugt, bei einer Bildserie wird jeweils das
erste Bild verwendet.

Single + Gallery + Overlay + Entsprechend der Anzahl von Einzelbildern einer Bildserie werden

Channel1/2/3/415 Uberlagerungsbilder aus allen ausgewéhlten Detektionskanélen
erzeugt.

‘Die Taste Single und die Taste Tiled k6nnen nicht gleichzeitig aktiv sein, da mit ihnen

zwei sich ausschlielBende Funktionen aktiviert werden.

Mehrfachbild anzeigen

L
Tiled

Funktion

Wenn Sie auf die Taste Tiled klicken, werden die Detektionskanéle getrennt im Ansichtsfenster
Viewer dargestellt. Je nachdem welche weiteren Tasten Sie gleichzeitig noch aktivieren, sind
folgende Darstellungsarten moglich:

Tastenkombination Darstellung

Tiled + Channel 1/2/3/4/ | Alle ausgewahlten Detektionskandle werden getrennt dargestellt, bei

5 einer Bildserie wird jeweils das erste Bild verwendet.

Tiled + Gallery + Channel 1/ | Alle Einzelbilder einer Bildserie werden fir alle ausgewdahlten

2131415 Detektionskanéle getrennt dargestellt.

Tiled + Overlay + Channel 1/ | Alle ausgewahlten Detektionskanéle werden getrennt und zusatzlich

2131415 zusammen in einem Uberlagerungsbild dargestellt. Bei einer
Bildserie wird jeweils das erste Bild verwendet.

Tiled + Gallery + Overlay + Alle Einzelbilder einer Bildserie werden getrennt fir alle

Channel1/2/3/415 ausgewahlten Detektionskanéle und zusatzlich zusammen in
Uberlagerungsbildern dargestellt.
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Die Taste Tiled und die Taste Single k6nnen nicht gleichzeitig angeklickt werden, da mit

ihnen zwei sich ausschlieBende Funktionen aktiviert werden.

Uberlagerungsbild anzeigen

il

Ovl
Funktion
Wenn Sie auf die Taste Overlay klicken, werden alle ausgewahlten Detektionskanéle zusammen in
einem Uberlagerungsbild im Ansichtsfenster Viewer dargestellt. Im Gegensatz zur Taste Overlay rgb
werden die Detektionskanale immer mit den aktuell eingestellten Farbzuordnungstabellen dargestellt.
Zu diesem Zweck werden die Farbwerte der Pixel gemittelt. Je nachdem welche weiteren Tasten Sie
gleichzeitig noch aktivieren, sind folgende Darstellungsarten moglich:

Tastenkombination Darstellung
Overlay + Single + Channel 1 | Von allen ausgewahlten Detektionskanalen wird ein einziges
12131415 Uberlagerungsbild erzeugt, bei einer Bildserie wird jeweils das erste

Bild verwendet.

Overlay + Single + Gallery + Entsprechend der Anzahl von Einzelbildern einer Bildserie werden

Channel1/2/3/415 Uberlagerungsbilder aus allen ausgewéhlten Detektionskanélen
erzeugt.

Overlay + Tiled + Channel 1/ | Alle ausgewahlten Detektionskanéle werden getrennt und zusétzlich

2/3/4/5 zusammen in einem Uberlagerungsbild dargestellt, bei einer
Bildserie wird jeweils das erste Bild verwendet.

Overlay + Tiled + Gallery + Alle Einzelbilder einer Bildserie werden getrennt fur alle

Channel1/2/3/415 ausgewahlten Detektionskanéle und zusatzlich zusammen in

Uberlagerungsbildern dargestellt.

Im Dialogfenster Viewer Options kénnen Sie zwischen drei verschiedenen Arten der Farbmischung
fir die Erzeugung eines Uberlagerungsbildes wahlen:

» | Wahlen Sie im Menl View die Option Viewer Options.
» | Klicken Sie auf das Bildsymbol Overlay.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Overlay (Seite 161)
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Darstellung von Bildserien

Erstes Bild einer Serie anzeigen

s,

First
Funktion
Die bei einer Bildserie aufgenommen Einzelbilder kénnen Sie als Filmsequenz ablaufen lassen.
Klicken Sie auf die Taste First, um zum ersten Bild der Serie zu springen.

Ist die Taste Gallery angeklickt, sind die Tasten First und Last, Next und Previous und
Play/Stop grau unterlegt und kénnen nicht betétigt werden. Mit der Taste Gallery
werden alle Einzelbilder einer Bildserie eingeblendet, und kénnen somit nicht als

Filmsequenz abgespielt werden.

Nachstes Bild in einer Serie anzeigen

i

MNext
Funktion
Die bei einer Bildserie aufgenommen Einzelbilder kdnnen Sie als Filmsequenz ablaufen lassen.
Klicken Sie auf die Taste Next, um das nachfolgende Bild in der Serie anzuzeigen.

Ist die Taste Gallery angeklickt, sind die Tasten Next und Previous, First und Last und
Play/Stop grau unterlegt und kénnen nicht betétigt werden. Mit der Taste Gallery

werden alle Einzelbilder einer Bildserie eingeblendet, und k6nnen somit nicht als

Filmsequenz abgespielt werden.

Vorheriges Bild in einer Serie anzeigen
(K1

Prey
Funktion
Die bei einer Bildserie aufgenommen Einzelbilder kénnen Sie als Filmsequenz ablaufen lassen.
Klicken Sie auf die Taste Previous, um das vorherige Bild in dieser Serie anzuzeigen.

‘Ist die Taste Gallery angeklickt, sind die Tasten Next und Previous, First und Last und

|Pla y/Stop grau unterlegt und kénnen nicht betétigt werden. Mit der Taste Gallery
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werden alle Einzelbilder einer Bildserie eingeblendet, und k6nnen somit nicht als

Filmsequenz abgespielt werden.

Letztes Bild einer Serie anzeigen

T

Last
Funktion
Die bei einer Bildserie aufgenommen Einzelbilder kénnen Sie als Filmsequenz ablaufen lassen.
Klicken Sie auf die Taste Last, um zum letzten Bild der Serie zu springen.

Ist die Taste Gallery angeklickt, sind die Tasten First und Last, Next und Previous und
Play/Stop grau unterlegt und kénnen nicht betéatigt werden. Mit der Taste Gallery
werden alle Einzelbilder einer Bildserie eingeblendet, und kénnen somit nicht als

Filmsequenz abgespielt werden.

Beliebiges Bild einer Serie anzeigen

e

Sel
Funktion
Wenn Sie auf die Taste Selection klicken, wird ein Dialogfenster geoffnet, in dem Sie jedes beliebige
Bild in einer Serie auswéhlen und im Ansichtsfenster Viewer anzeigen kdnnen. Unter der Skala wird
die Zahl der Elnzelbilder der Serie von 1 bis n angezeigt und in einem Eingabefeld die Nummer des
aktuell dargestellten Bildes.

» | Bewegen Sie mit dem Mauszeiger den Schieber der Skala. Das entsprechende Bild wird sofort
angezeigt.

» | Geben Sie die Nummer des gewinschten Bildes in das Eingabefeld ein und klicken Sie auf
Apply.

Film starten und beenden
12

Play
Funktion
Die bei einer Bildserie aufgenommenen Einzelbilder kdnnen Sie als Filmsequenz ablaufen lassen. Mit
der Taste Play/Stop starten und beenden Sie diesen Film. Die Filmgeschwindigkeit, also die Anzahl
der Einzelbilder pro Zeiteinheit, ist variabel und kann im Dialogfenster Viewer Options eingestellt
werden:

» | Wahlen Sie im Men View die Option Viewer Options.
» | klicken Sie auf das Bildsymbol Display und dann auf das Register Movie.

£ siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Display (Seite 157)
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Funktion
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Ist die Taste Gallery angeklickt, sind die Tasten Play/Stop, First und Last, Next und
Previous grau unterlegt und kénnen nicht betéatigt werden. Mit der Taste Gallery werden

alle Einzelbilder einer Bildserie eingeblendet, und kénnen somit nicht als Filmsequenz

Wenn Sie auf die Taste Gallery klicken, werden alle Einzelbilder einer Bildserie im Ansichtsfenster

Viewer dargestellt. Je nachdem we

Iche weiteren Tasten Sie gleichzeitig noch aktivieren, sind

folgende Darstellungsarten moglich:

Tastenkombination

Darstellung

Gallery + Single + Channel 1/
2/3/4/5

Alle Einzelbilder einer Bildserie werden nur flr einen
ausgewahlten Detektionskanal dargestellt.

Gallery + Single + Overlay +
Channel1/2/3/4175

Entsprechend der Anzahl von Einzelbildern einer Bildserie werden
Uberlagerungsbilder aus allen ausgewahlten Detektionskanélen
erzeugt.

Gallery + Tiled + Channel 1/ 2
/3/4/5

Alle Einzelbilder einer Bildserie werden fir alle ausgewahlten
Detektionskanéle getrennt dargestellt.

Gallery + Tiled + Overlay +
Channel1/2/3/415

Alle Einzelbilder einer Bildserie werden getrennt fur alle
ausgewahlten Detektionskanale und zusatzlich zusammen in
Uberlagerungsbildern dargestellt.
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Projektionen

Prinzip und Arten von Projektionen

(4a)
(2a) Projektion bei invariabler Projektionsachse
(2b) Projektion bei variabler Projektionsachse

Das Funktionsprinzip von Projektionen

Fur die Aufnahme von biologischen Praparaten wird eine Serie von Bildern erzeugt. Jedes Einzelbild
wird auf einer bestimmten Ebene im Praparat aufgenommen. Das Ergebnis ist ein dreidimensionaler
Datensatz, der das gesamte Volumen eines Praparates abbildet. Jeder optische Schnitt, das heif3t
jedes Einzelbild, zeigt dabei nur die Informationen aus einer einzigen Ebene im Praparat. Strukturen,
die sich durch das gesamte Praparat erstrecken, sind also in verschiedenen Bildern partiell
abgebildet. Um solche Strukturen als Ganzes sichtbar zu machen, werden Projektionen bendtigt. Mit
den Algorithmen der Projektionen ist es mdglich, die Gber mehrere Einzelbilder verteilten relevanten
Teilinformationen zu selektieren und in einem einzigen zweidimensionalen Bild sichtbar zu machen.
Auf diese Weise kdnnen zusammenhangende Strukturen rekonstruiert werden.

Grundlage fur die Anwendung einer Projektion ist also eine Bildserie. Diese kann aus horizontalen
xy-Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten bestehen. Fir das Verstandnis der Funktionsweise einer
Projektion ist es sinnvoll, sich die Bildserie als ein Stapel Ubereinanderliegender Einzelbilder
vorzustellen. Jedes Einzelbild wiederum besteht aus einzelnen Abtastpunkten des Lasers. Dabei
liegen die einzelnen Abtastpunkte oder Voxel (1), also die in jedem Einzelbild gemessenen
Intensitatswerte, Gbereinander. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte, die
entlang der Projektionsachse (2a, 2b) Gibereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte hindurch
untersucht. Aus jeder dieser Saulen von Abtastpunkten (3a, 3b) wird dann der Intensitatswert, der
das Auswabhlkriterium erfillt, oder ein berechneter Wert als Reprasentant aller Intensitatswerte
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innerhalb der Saule in einem zweidimensionalen Projektionsbild (4a, 4b) dargestellt.

Projektionen bei invariabler oder variabler Projektionsachse

Die Art der Projektionsachse unterteilt die in der Leica Confocal Software zur Verfigung stehenden
Projektionsarten in zwei Hauptgruppen. Es gibt Projektionen bei einer invariablen und Projektionen
bei einer variablen Projektionsachse. Beim ersten Typ handelt es sich um orthogonale Projektionen.
Die Projektionsachse ist immer die optische Achse, die senkrecht zum Bildstapel verlauft (z-Achse
bei horizontalen xy-Schnitten und y-Achse bei vertikalen xz-Schnitten). Im Gegensatz dazu kann
beim zweiten Typ die Projektionsachse frei gewahlt werden. In beiden Hauptgruppen stehen jeweils
dieselben 3 Projektionsarten zur Verfigung (mit Ausnahme der SFP Projektion).

Die Projektionsarten

Projektionsart Invariable Projektionsachse | Variable Projektionsachse

Maximumprojektion | £in | | 2D |
@

Max.| | Max

Mittelwertprojektion | £in | | 2D |
@

Avig. | | Awvg.|

Transparentprojektion | | fix | | 2D |

| G |

| Trans.| | Trans.|

SFP-Projektion | 2D |
@

SFP.

Die Projektionsarten kdnnen zum einen mit der jeweiligen Taste und zum anderen im Dialogfenster
Image Tool aktiviert werden. Wird die Funktion Gber die Taste ausgel6st, ist das Projektionsbild nur
eine temporare Monitordarstellung. Wird die Funktion im Dialogfenster ausgelost, wird das
Projektionsbild als neue Datei im aktuellen Experiment angelegt:

» | Die Projektionen mit invariabler Projektionsachse finden sich im Dialogfenster Image Tool/
Schaltflache 3D/ Bildsymbol Orthogonal Projection

» | Die Projektionen mit variabler Projektionsachse finden sich im Dialogfenster Image Tool/
Schaltflache 3D/ Bildsymbol Projections and Animations.

» | Die SFP-Projektion findet sich im Dialogfenster Image Tool/ Schaltfliche 3D/ Bildsymbol SFP.

Maximumprojektion

Bei der Maximumprojektion geht man davon aus, dass die maximalen Intensitéatswerte die fur die
Rekonstruktion einer Struktur relevante Information sind. Deshalb wird bei der Maximumprojektion in
jeder Saule aus Abtastpunkten der Maximalwert gesucht und im zweidimensionalen Projektionsbild
als Reprasentant fur die gesamte Saule dargestellt:

Ip = Max(Vn)
wobei Ip das Pixel im Projektionsbild ist und Vn die untersuchten Voxel

Mittelwertprojektion

Bei der Mittelwertprojektion soll jeder Intensitatswert mit der gleichen Gewichtung in das
Projektionsbild einfliessen. Deshalb wird bei der Mittelwertprojektion in jeder Sdule aus Abtastpunkten
das arithmetische Mittel aus allen Intensitéatswerten berechnet und im zweidimensionalen
Projektionsbild als Repréasentant fur die gesamte Saule dargestellt:

M-1
>
_n=0

lp =
il
wobei IP das Pixel im Projektionsbild ist, Vn die untersuchten Voxel und N die Gesamtzahl der Voxel
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Transparentprojektion

Bei der Transparentprojektion sollen ebenfalls alle Intensitatswerte in das Projektionsbild mit
einfliessen. Im Gegensatz zur Mittelwertprojektion werden die Intensitatswerte aus den verschiedenen
Einzelbildern unterschiedlich gewichtet. Die Intensitatswerte aus den unteren Einzelbildern im
Bildstapel werden weniger beriicksichtigt als Intensitéatswerte aus den oberen Bildern. Deshalb wird
bei der Transparentprojektion in jeder Saule aus Abtastpunkten ein gewichtetes Mittel aus allen
Intensitatswerten berechnet und im zweidimensionalen Projektionsbild als Reprasentant fur die
gesamte Saule dargestellt:

o =%0
11 = (Trxa)= g+
2= (Tnxa) 1y +g

Iy = frnx'ﬂ) #lp-1 +%n

wobei In das Pixel im Projektionsbild ist, Tn = 1 - (Vn / Vmax) die Normierung, a der variable
Transparentfaktor, In-1 der Wert des zuvor berrechneten Voxels und Vn das aktuell untersuchte
Voxel

Die Berechnung des Projektionsbhildes beginnt mit dem untersten und endet mit dem obersten
Einzelbild im Bildstapel. Die Gewichtung der Intensitatswerte setzt sich aus zwei Faktoren zusammen.
Der erste Faktor Tn ergibt sich aus dem Verhéltnis des jeweilig gemessenen Intensitatswertes zur
maximal moéglichen Intensitat (Normierung). Dieser Faktor gewéhrleistet, dass der Grauwertebereich
eines Bildes von zum Beispiel 0 bis 255 bei 8 Bit nicht Uiberschritten wird.

Der zweite - vom Benutzer einstellbare - Transparentfaktor a (0 < a < 1) bestimmt die Gewichtung
des zuvor gemessenen Intensitatswertes. Je hdher der Transparentfaktor eingestellt ist, desto starker
fliessen die Intensitatswerte aus den unteren Ebenen im Bildstapel in das Projektionsbild ein.

SFP-Projektion (Simulierter Fluoreszenz Prozess), mathematische Simulation eines
Fluoreszenzprozesses

Mit dieser Projektionsart wird der aus der Fluoreszenzmikroskopie bekannte Vorgang der Absorption
von Laserlicht und Emission von Fluoreszenzlicht in einem Praparat mit Rechenoperationen simuliert.
Dieses Verfahren besteht aus zwei Rechenschritten.

() ’//,"/'/{2{,

-
f’wﬁ/

5
/ .i’

|
1

|
|

T
| =

Im ersten Schritt wird der durch die Probe dringende und sich abschwéachende Laserstrahl (1)
simuliert. Man geht von einer seitlich gelegenen Lichtquelle aus, die auf die Voxel des Bildstapels
trifft. Die Abschwéchung des einfallenden Strahls beim Durchqueren des Bildstapels wird durch den
folgenden Ausdruck bertcksichtigt:
¥

)
Fray
wobei In+1 die nach der Absorption im n.-ten Voxel tibrigbleibende Intensitét des einfallenden Lichtes
ist, In die Intensitat des einfallenden Lichtes im n.-ten Voxel, a der Absorptionskoeffizient des

Laserlichts in der Probe, Vn die Intensitat im Voxel und Vmax die maximale Voxelintensitat. Der
Quotient Vn / Vmax entspricht der Normierung.

Intl =ln - o
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Fir jedes Voxel wird anhand der ermittelten Intensitéten In die Beleuchtungsstérke VIn = In x Vn
ausgerechnet und in einer Tabelle temporar gespeichert (In = Intensitét des einfallenden Lichtes im
Voxel n, Vn = Intensitat des Voxels n). Die Berechnung wird fir den gesamten Bildstapel, d.h. fur alle
Voxel in Richtung der einfallenden Strahlung in einem Schritt durchgefuhrt. Es ergibt sich daraus eine
Tabelle von Beleuchtungsstéarken.

Im zweiten Schritt wird unter Verwendung der ermittelten Beleuchtungsstarken die emittierte
Fluoreszenz (2) berechnet. Die Intensitat des Pixels im Projektionsbild als Reprasentant der Voxel in
Blickrichtung des Beobachters wird berechnet mittels der rekursiven Formel:

*n
|n+1:|n(1"3='v IR

(e
Dabei ist a der Absorptionskoeffizient des Fluoreszenzlichts in der Probe und Vin die im ersten Schritt
berechnete Beleuchtungsstarke des n.-ten Voxels.

Maximumprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse

[Fin

~ Max.|

Funktion

Mit der Taste Fix. Max. starten Sie eine Maximumprojektion. Die Projektionsachse ist bei dieser
Funktion immer die orthogonale Achse (z-Achse bei horizontalen xy-Schnitten und y-Achse bei
vertikalen xz-Schnitten).

Grundlage fur die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse Ubereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Séulen von Abtastpunkten wird dann der maximale
Intensitatswert als Repréasentant aller Intensitatswerte innerhalb der Séaule im zweidimensionalen
Projektionsbild dargestellt.

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Klicken Sie auf die Taste Fix. Max. Es wird eine Maximumprojektion des aktuellen Bildstapels
erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Im Dialogfenster Viewer Options kann zusatzlich noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und
der im Bild vorliegende Intensitétswertebereich skaliert werden (scaling).

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)

‘Eine Maximumprojektion kann zum einen mit der Taste Fix. Max. und zum anderen im
|Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus aktiviert werden. Wird die Funktion

‘u‘ber die Taste ausgeldst, ist das Projektionsbild nur eine temporédre Monitordarstellung.

LD siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus (Seite 204)
L) siehe Experiment anlegen (Seite 241)
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Beachten Sie den Unterschied zwischen einer Maximumprojektion und einem
Topographiebild, das aus Intensitdtsmaxima erzeugt wird. Bei einer Maximumprojektion
werden die Intensitdtsmaxima direkt einem Farbwert zugeordnet. Bei einem
Topographiebild aus Intensitdtsmaxima werden die Intensitdtsmaxima zuerst der realen

z-Position des jeweiligen Abtastpunktes zugeordnet und dann farbkodiert.

siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

Maximumprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse (optional)
320

il

Max
Funktion
Mit der Taste 3D Max. starten Sie eine Maximumprojektion. Die Projektionsachse kann frei variiert
werden.
Grundlage fur die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse tbereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen von Abtastpunkten wird dann der maximale
Intensitatswert als Repréasentant aller Intensitatswerte innerhalb der Séaule im zweidimensionalen
Projektionsbild dargestellt.

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Klicken Sie auf die Taste 3D Max. Es wird eine Maximumprojektion des aktuellen Bildstapels
erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie kdnnen nun die Projektionsachse @ndern, indem Sie in das Bild im Ansichtsfenster Viewer
klicken und die linke Maustaste gedruckt halten.

» | Es werden gestrichelte Hilfslinien eingeblendet, die den symbolisch dargestellten Bildstapel
umgrenzen. Drehen Sie nun den Bildstapel in die gewlinschte neue Position, indem Sie bei
gedriickter linker Maustaste den Mauszeiger bewegen.

» | Wenn Sie dann die linke Maustaste loslassen, wird die neue Maximumprojektion errechnet und
dargestellt. Die Projektionsachse ist dabei die Blickrichtung des Anwenders auf den neu
positionierten Bildstapel.

» | Mit der Taste Zoom kénnen Sie die Projektion vergréssern oder verkleinern.
LD siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Im Dialogfenster Viewer Options kann zusatzlich noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und
der im Bild vorliegende Intensitétswertebereich skaliert werden (scaling).

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)

‘Eine Maximumprojektion kann zum einen mit der Taste 3D Max. und zum anderen im

|Arbeitsschritt Process / Ordner 3D Visualization and Animation aktiviert werden. Wird
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die Funktion dber die Taste ausgeldst, ist das Projektionsbild nur eine temporére

Monitordarstellung.

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner 3D Visualization and Animation (Seite 187)
siehe Experiment anlegen (Seite 241)

Beachten Sie den Unterschied zwischen einer Maximumprojektion und einem
Topographiebild, das aus Intensitdtsmaxima erzeugt wird. Bei einer Maximumprojektion
werden die Intensitdtsmaxima direkt einem Farbwert zugeordnet. Bei einem
Topographiebild aus Intensitdtsmaxima werden die Intensitatsmaxima zuerst der realen

z-Position des jeweiligen Abtastpunktes zugeordnet und dann farbkodiert.

L) siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

Mittelwertprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse
[Fin

]
L".‘"ﬂu‘
Funktion
Mit der Taste Fix. Avg. starten Sie eine Mittelwertprojektion. Die Projektionsachse ist bei dieser

Funktion immer die orthogonale Achse (z-Achse bei horizontalen xy-Schnitten und y-Achse bei
vertikalen xz-Schnitten).

Grundlage fir die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse tbereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen aus Abtastpunkten wird dann der arithmetische
Mittelwert aus allen Intensitatswerten berechnet und im zweidimensionalen Projektionsbild als
Reprasentant fur die gesamte Saule dargestellt.

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Klicken Sie auf die Taste Fix. Avg. Es wird eine Mittelwertprojektion des aktuellen Bildstapels
erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Im Dialogfenster Viewer Options kann zusatzlich noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und
der im Bild vorliegende Intensitatswertebereich skaliert werden (scaling).

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)
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Eine Mittelwertprojektion kann zum einen mit der Taste Fix. Avg. und zum anderen im
Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus aktiviert werden. Wird die Funktion

Uber die Taste ausgelést, ist das Projektionsbild nur eine temporére Monitordarstellung.

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus (Seite 204)
siehe Experiment anlegen (Seite 241)

Mittelwertprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse (optional)
320

il

Avg.
Funktion
Mit der Taste 3D Avg. starten Sie eine Mittelwertprojektion. Die Projektionsachse kann frei variiert
werden.
Grundlage fur die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse tUbereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen aus Abtastpunkten wird dann der arithmetische
Mittelwert aus allen Intensitatswerten berechnet und im zweidimensionalen Projektionsbild als
Reprasentant fir die gesamte Saule dargestellt.

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Klicken Sie auf die Taste 3D Avg. Es wird eine Mittelwertprojektion des aktuellen Bildstapels
erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie kdnnen nun die Projektionsachse @ndern, indem Sie in das Bild im Ansichtsfenster Viewer
klicken und die linke Maustaste gedruckt halten.

» | Es werden gestrichelte Hilfslinien eingeblendet, die den symbolisch dargestellten Bildstapel
umgrenzen. Drehen Sie nun den Bildstapel in die gewiinschte neue Position, indem Sie bei
gedruckter linker Maustaste den Mauszeiger bewegen.

» | Wenn Sie dann die linke Maustaste loslassen, wird die neue Mittelwertprojektion errechnet und
dargestellt. Die Projektionsachse ist dabei die Blickrichtung des Anwenders auf den neu
positionierten Bildstapel.

» | Mit der Taste Zoom kénnen Sie die Projektion vergréssern oder verkleinern.
£ siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Im Dialogfenster Viewer Options kann zusatzlich noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und
der im Bild vorliegende Intensitatswertebereich skaliert werden (scaling).

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)
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Process / Ordner 3D Visualization and Animation aktiviert werden. Wird die Funktion

Uber die Taste ausgelést, ist das Projektionsbild nur eine temporére Monitordarstellung.

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner 3D Visualization and Animation (Seite 187)
siehe Experiment anlegen (Seite 241)

Transparentprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse

[Fin

_Trans.,

Funktion

Mit der Taste Fix. Trans. starten Sie eine Transparentprojektion. Die Projektionsachse ist bei dieser
Funktion immer die orthogonale Achse (z-Achse bei horizontalen xy-Schnitten und y-Achse bei
vertikalen xz-Schnitten).

Grundlage fir die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse tbereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen aus Abtastpunkten wird dann ein gewichteter Mittelwert
aus allen Intensitatswerten berechnet und im zweidimensionalen Projektionsbild als Reprasentant fir
die gesamte Saule dargestellt.

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

Die Gewichtung der Abtastpunkte fir die Errechung des Mittelwerts kann vom Benutzer durch die
Einstellung eines entsprechenden Faktors (transparent factor) im Dialogfenster Viewer Options
variiert werden. Zusatzlich kann noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und der im Bild
vorliegende Intensitatswertebereich skaliert werden (scaling).

LD siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)

» | Klicken Sie auf die Taste Fix. Trans. Es wird eine Transparentprojektion des aktuellen
Bildstapels erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Eine Transparentprojektion kann zum einen mit der Taste Fix. Trans. und zum anderen
im Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus aktiviert werden. Wird die Funktion

Uiber die Taste ausgelést, ist das Projektionsbild nur eine temporére Monitordarstellung.

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Extended Focus (Seite 204)
siehe Experiment anlegen (Seite 241)
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Transparentprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse
(optional)

Funktion

Mit der Taste 3D Trans. starten Sie eine Transparentprojektion. Die Projektionsachse kann frei variiert
werden.

Grundlage fir die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine Serie aus horizontalen xy-
Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion werden die Abtastpunkte
der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse tUbereinanderliegen, durch alle optischen Schnitte
hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen aus Abtastpunkten wird dann ein gewichteter Mittelwert
aus allen Intensitatswerten berechnet und im zweidimensionalen Projektionsbild als Reprasentant fur
die gesamte Saule dargestellt.

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

Die Gewichtung der Abtastpunkte fir die Errechung des Mittelwerts kann vom Benutzer durch die
Einstellung eines entsprechenden Faktors (transparent factor) im Dialogfenster Viewer Options
variiert werden. Zusatzlich kann noch ein Schwellenwert (threshold) eingestellt und der im Bild
vorliegende Intensitatswertebereich skaliert werden (scaling).

LD siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Projections (Seite 160)

» | Klicken Sie auf die Taste 3D Trans. Es wird eine Transparentprojektion des aktuellen Bildstapels
erzeugt und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie kdnnen nun die Projektionsachse @ndern, indem Sie in das Bild im Ansichtsfenster Viewer
klicken und die linke Maustaste gedruckt halten.

» | Es werden gestrichelte Hilfslinien eingeblendet, die den symbolisch dargestellten Bildstapel
umgrenzen. Drehen Sie nun den Bildstapel in die gewiunschte neue Position, indem Sie bei
gedruckter linker Maustaste den Mauszeiger bewegen.

» | Wenn Sie dann die linke Maustaste loslassen, wird die neue Transparentprojektion errechnet
und dargestellt. Die Projektionsachse ist dabei die Blickrichtung des Anwenders auf den neu
positionierten Bildstapel.

» | Mit der Taste Zoom kénnen Sie die Projektion vergrdssern oder verkleinern.
LD siehe 3D Ansicht zoomen (Seite 186)

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

Eine Transparentprojektion kann zum einen mit der Taste 3D Trans. und zum anderen
im Arbeitsschritt Process / Ordner 3D Visualization and Animation aktiviert werden.

Wird die Funktion tber die Taste ausgeldst, ist das Projektionsbild nur eine temporére

Monitordarstellung.

LD siehe Arbeitsschritt Process / Schaltflache 3D Visualization and Animation (Seite 187)
LD siehe Experiment anlegen (Seite 241)
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SFP-Projektion eines Bildstapels erzeugen (optional)

'”3% .

_ SFP

Funktion

Mit der Taste SFP starten Sie eine SFP-Projektion, die mathematische Simulation eines
Fluoreszenzprozesses. Grundlage fiir die Anwendung einer Projektion ist ein Bildstapel, also eine
Serie aus horizontalen xy-Schnitten oder vertikalen xz-Schnitten. Bei der Erzeugung einer Projektion
werden die Abtastpunkte der Einzelbilder, die entlang der Projektionsachse Uibereinanderliegen,
durch alle optischen Schnitte hindurch untersucht. Im ersten Schritt wird der durch die Probe
dringende und sich abschwéchende Laserstrahl simuliert. Im zweiten Schritt wird unter Verwendung
der ermittelten Beleuchtungsstarken die simulierte Fluoreszenz fiir jedes Voxel berechnet.

LD siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Klicken Sie auf die Taste SFP. Es wird eine SFP-Projektion des aktuellen Bildstapels erzeugt
und im Ansichtsfenster Viewer dargestellt.

» | Sie konnen nun die Projektionsachse @ndern, indem Sie in das Bild im Ansichtsfenster Viewer
klicken und die linke Maustaste gedruckt halten.

» | Es werden gestrichelte Hilfslinien eingeblendet, die den symbolisch dargestellten Bildstapel
umgrenzen. Drehen Sie nun den Bildstapel in die gewiunschte neue Position, indem Sie bei
gedruckter linker Maustaste den Mauszeiger bewegen.

» | Wenn Sie dann die linke Maustaste loslassen, wird die neue SFP-Projektion errechnet und
dargestellt. Die Projektionsachse ist dabei die Blickrichtung des Anwenders auf den neu
positionierten Bildstapel.

» | Sie konnen jederzeit zum Ursprungsbild zurtickkehren, indem Sie auf die Taste Original klicken.

‘Die SFP-Projektion kann mit der Taste SFP und im Arbeitsschritt Process / Ordner 3D
Visualization and Animation aktiviert werden. Wird die Funktion iber die Taste

‘ausgelést, ist das Projektionsbild nur eine temporare Monitordarstellung.

LD siehe Arbeitsschritt Process / Ordner 3D Visualization and Animation (Seite 187)
L) siehe Experiment anlegen (Seite 241)

Topographiebild erzeugen

b |

__ Topo|

Funktion

Mit der Topography Funktion konnen Sie bestimmte Intensitdtsdaten aus einem Bildstapel, also einer
Serie von xy-Schnitten oder xz-Schnitten, auswahlen und in ein zweidimensionales Topographiebild
Ubertragen. Dabei werden die entlang der z-Achse lbereinanderliegenden Abtastpunkte (Voxel)
durch alle optischen Schnitte hindurch untersucht. Aus jeder dieser Saulen von Abtastpunkten wird
nur der Intensitatswert, welcher das Auswahlkriterium erflllt, als Reprasentant aller Werte innerhalb
der Saule im Topographiebild dargestellt.

Sie kdnnen entweder nach dem Intensitatsmaximum (maximum intensity) oder nach dem
Flachenschwerpunkt (center of mass) der gemessenen Intensitaten selektieren. Sollen
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Intensitatsmaxima im Topographiebild dargestellt werden, wird nur der Abtastpunkt ausgewahlt, bei
dem die maximale Intensitat gemessen wurde. Bei der Ermittlung des Flachenschwerpunktes wird
aus allen tbereinanderliegenden Abtastpunkten ein Mittelwert errechnet (der Schwerpunkt der
Flache, die von der Kurve der gemessenen Intensitatswerte begrenzt wird).

Das Intensitatsmaximum bzw. der Flachenschwerpunkt wird dann der realen z-Position des
entsprechenden Abtastpunktes zugeordnet und anschlieRend farbkodiert. Aufgrund dieser Zuordnung
bildet ein Topographiebild die reale Oberflachenstruktur des Praparates ab. In der
Standardeinstellung erscheinen héhere Strukturen hell, tiefere Strukturen dunkel.

Die Einstellung des Auswabhlkriteriums flir das Topographiebild kdnnen Sie im Dialogfenster Viewer
Options vornehmen:

» | Wahlen Sie im Menu View die Option Viewer Options.

» | Klicken Sie auf das Bildsymbol Surface Calculation, um das Register Topography einzublenden.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface Calculation (Seite 164)

In einem zweiten Schritt kénnen Sie das Topographiebild mit der Funktion 3D Ansicht in einer
dreidimensionalen Graphik darstellen.

L) siehe 3D Ansicht erzeugen (Seite 184)

Typische Anwendungen

Die Darstellung der Bilddaten in einem Topographiebild ist vor allem bei materialwissenschaftlichen
Untersuchungen aufschlussreich. Fir die Anwendung von Quantifizierungsfunktionen ist die
Topographiefunktion unerlasslich.

Originalbild anzeigen

m

. Origi

Funktion

Klicken Sie auf die Taste Original, um ein Projektionsbild oder ein Topographiebild riickgangig zu
machen. Im Ansichtsfenster Viewer werden wieder die aufgenommenen Rohdaten des Bildes
angezeigt.
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Erzeugung von 3D-Ansichten

3D Ansicht erzeugen

Funktion

Mit der Taste 3D View kdnnen Sie einen zweidimensionalen Datensatz dreidimensional darstellen.
Bei einer Bildserie wird immer der Datensatz der Serie verwendet, der aktuell im Ansichtsfenster
Viewer eingeblendet ist. Sie kbnnen entweder einen einzelnen xy-Schnitt oder xz-Schnitt aus
Rohdaten oder ein Ergebnisbild, wie zum Beispiel ein Topographiebild oder Projektionsbild, in der 3D
Ansicht darstellen. Je nachdem, welche Grésse im Ausgangsbild dargestellt oder berechnet wurde,
werden bei der Erzeugung der 3D Ansicht entweder Intensitatswerte oder Hohenwerte auf der z-
Achse der 3D Ansicht abgebildet.

Die rédumliche Darstellung von Intensitét in einer 3D Ansicht fiihrt leicht zu der
Annahme, dass die Topographie des Préparates dargestellt wird. Beachten Sie jedoch,

dass Sie die reale Oberfldchenstruktur eines Préaparates nur darstellen kénnen, wenn

Sie zuvor ein Topographiebild erzeugt haben.

siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

Die 3D Ansicht kann in drei Darstellungsarten, namlich als Flachenbild (Surface), als Drahtgitterbild
(Wireframe) oder als Isolinienbild (Isolines) erzeugt werden. Stellen Sie eine dieser Darstellungsarten
im Dialogfenster Viewer Options ein:

» | Wahlen Sie im Men View die Option Viewer Options.
» | Klicken Sie auf das Bildsymbol Surface View und dann auf das Register Visualization.

LD siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface View (Seite 162)

Fir jeden Detektionskanal wird eine getrennte 3D Ansicht erstellt. Es ist daher nicht
méglich, aus einem Uberlagerungsbild (Taste Overlay) eine einzige 3D Ansicht zu

erzeugen.

3D Ansicht drehen

Funktion
Mit der Taste Rotate kénnen Sie eine 3D Ansicht in alle drei Raumrichtungen drehen. Beachten Sie,
dass die 3D Ansicht um einen Fixpunkt gedreht wird, der sich in der Mitte des Bildes befindet.

| » | Halten Sie den Mauszeiger iiber eine beliebige Stelle in der 3D Ansicht. \
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» | Klicken Sie auf die linke Maustaste und halten Sie diese gedriickt.
» | Bewegen Sie den Mauszeiger in die Richtung, in die Sie die 3D Ansicht drehen wollen.

Wéhrend Sie die 3D Ansicht drehen, wird die Auflésung des Bildes leicht herabgesetzt,
um das Arbeiten mit dieser Funktion zu beschleunigen. Nach Loslassen der linken

Maustaste wird das Bild in der zuvor eingestellten Auflésung neu angezeigt.

Als Alternative zu dieser manuellen Methode eine 3D Ansicht zu drehen, gibt es im Dialogfenster
Viewer Options auch die Mdglichkeit, Drehwinkel fur die drei Raumachsen einzugeben:

» | Wahlen Sie im Menil View die Option Viewer Options.
» | Klicken Sie auf das Bildsymbol 3D und dann auf das Register Navigation.
» | Im Feld Rotation kénnen Sie Drehwinkel fiir alle drei Achsen eingeben.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol 3D (Seite 156)

3D Ansicht verschieben

y:

MMove
Funktion
Mit der Taste Move kdnnen Sie eine 3D Ansicht verschieben:

» | Halten Sie den Mauszeiger Uber eine beliebige Stelle in der 3D Ansicht.
» | Klicken Sie auf die linke Maustaste und halten Sie diese gedriickt.
» | Bewegen Sie den Mauszeiger in die Richtung, in die Sie die 3D Ansicht verschieben wollen.

‘Wéhrend Sie die 3D Ansicht verschieben, wird die Auflésung des Bildes leicht
|herabgesetzt, um das Arbeiten mit dieser Funktion zu beschleunigen. Nach Loslassen

der linken Maustaste wird das Bild in der zuvor eingestellten Auflésung neu angezeigt.

Als Alternative zu dieser manuellen Methode eine 3D Ansicht zu verschieben, gibt es im Dialogfenster
Viewer Options auch die Méglichkeit, Koordinatenwerte flr die Positionierung des Bildes einzugeben:

» | Wahlen Sie im Menil View die Option Viewer Options.
» | Klicken Sie auf das Bildsymbol 3D und dann auf das Register Navigation.
» | Im Feld Translation kénnen Sie die Koordinatenwerte fir die x-Achse und z-Achse verandern.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol 3D (Seite 156)
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3D Ansicht zoomen

Funktion

Mit der Taste Zoom kénnen Sie eine 3D Ansicht stufenlos proportional vergréRern oder verkleinern.
Hierbei handelt es sich lediglich um eine Skalierung des erzeugten Bildes, eine verbesserte
Auflésung kdénnen Sie mit dieser Zoomfunktion nicht erzielen.

Um die 3D Ansicht Klicken Sie im Bildfenster des Ansichtsfensters Viewer auf eine beliebige
Zu vergrossern Stelle und ziehen Sie mit gedruckter linker Maustaste den Mauspfeil zum
unteren Rand.

Um die 3D Ansicht Klicken Sie im Bildfenster des Ansichtsfensters Viewer auf eine beliebige
zu verkleinern Stelle und ziehen Sie mit gedruckter linker Maustaste den Mauspfeil zum

oberen Rand.

‘Wéhrend Sie die 3D Ansicht zoomen, wird die Auflésung des Bildes leicht
|herabgesetzt, um das Arbeiten mit dieser Funktion zu beschleunigen. Nach Loslassen

der linken Maustaste wird das Bild in der zuvor eingestellten Auflésung neu angezeigt.

Als Alternative zu dieser manuellen Methode eine 3D Ansicht zu zoomen, gibt es im Dialogfenster
Viewer Options auch die Méglichkeit, den Zoom lber die Eingabe von Zahlenwerten zu verandern:

» | Wahlen Sie im Menu View die Option Viewer Options.

» | Klicken Sie dann auf das Bildsymbol 3D.

» | Im Register Navigation kénnen Sie den Zoom variieren, indem Sie im Feld Translation den y-
Wert andern.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol 3D (Seite 156)

‘Die Leica Confocal Software verflgt tber drei zu unterscheidende Zoom Funktionen:

‘den 3D Zoom, den elektronischen Zoom und den graphischen Zoom.

£ siehe Elektronischer Zoom (Seite 125)
LD siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Display (Seite 157)
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Datenverarbeitung

3D Projektionen und Animationen von Bildserien (optional)

3D [
Visualization
and Animation

\o?

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen
v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: 3D Visualization and Animation\ Projections
~ Navigation: 3D Visualization and Animation\ Projections with
Animation
~ Navigation: 3D Visualization and Animation\ Stereo
v Navigation: 3D Visualization and Animation\ Stereo with Animation

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
S . (5 -
E:_-:' - « Irage Processing {d]
{1) - L -
(3)
— < w- B v

R — " E— —— ———

Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst tibliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfigbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grof3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlduterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
konnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:
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o o ) B
Back| _ Forward] . Up| . Reset

.

Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch héheren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, vv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Frewiem Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: 3D Visualization and Animation\ Projections
Projektionsbilder entlang einer frei einstellbaren Projektionsachse erzeugen

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Wahlen Sie eine der vier Projektionsarten aus: Mittelwertprojektion (Average Projection),
Maximumprojektion (Maximum Projection), Transparentprojektion (Transparent Projection),
SFP-Projektion (SFP Projection, SFP Shadow Projection).

Register Options

» | Klicken Sie auf Rescale im Feld Options, um bei der Erzeugung des Projektionsbildes die
Intensitatswerte des Bildes auf die maximal mdglichen Intensitatswerte zu normieren. Dies
gewahrleistet, dass die errechneten Grauwerte des Projektionsbildes innerhalb des
Wertebereichs von zum Beispiel 0 bis 255 bei 8 Bit bleiben. Dunkle Bilder kénnen so aufgehellt
werden.

» | Wenn Sie auf Invert im Register Options klicken, wird die Projektionsachse gespiegelt. Die
Berechnung des Projektionsbildes erfolgt also in entgegengesetzer Richtung. Dies ist eine
Funktion, die vor allem bei inversen Mikroskopen sinnvoll ist, um die Berechnung des
Projektionsbildes dem inversen Strahlengang des Laserlichts anzugleichen.

» | Bewegen Sie den Schieber im Feld Threshold, um einen Schwellenwert zu definieren. Die
Intensitatswerte unterhalb dieses Wertes werden fiir die Erzeugung des Projektionsbildes nicht
bericksichtigt.

Register Rotation

» | Im Feld Viewing Direction stellen Sie die gewiinschte Projektionsachse ein, indem Sie einen
Wert fur Z, Y und X eingeben. Mit diesen drei Werten drehen Sie den Bildstapel in eine
bestimmte Position und definieren so den Winkel, unter dem die Projektion des Bildstapels
erfolgt.

Die Projektionsachse ist dabei die Blickrichtung des Betrachters auf den gedrehten Bildstapel.
Das untenstehende Schema veranschaulicht die Rotationsrichtung der jeweiligen Bildebene, bei
positiven Werten fir Z, Y und X. Bei negativen Werten ist die Rotationsrichtung genau
umgekehrt.
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» | Im Feld Depth Factor geben Sie einen Wert ein, um die z-Achse der Projektionsbilder zu
skalieren.

Register Factor (nur bei Transparentprojektion)

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Das Register Factor wird nur bei ausgewahlter Transparentprojektion angezeigt. Mit dem
Schieber variieren Sie den Transparentfaktor a. Je hoher er eingestellt ist, desto starker fliessen
die Intensitétswerte aus den unteren Ebenen im Bildstapel in das Projektionsbild ein.

» | Klicken Sie auf die Kachel Transparency Gallery, um eine Galerie von Vorschaubildern des
ausgewabhlten Bilddatensatzes zu sehen. Jedes der Vorschaubilder wurde mit einem anderen
Transparentfaktor berechnet. Klicken Sie auf eine Kachel, um den Dialog mit den
entsprechenden Einstellungen anzuzeigen.

Register Light (nur bei SFP Projektion)

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

» | Das Register Light wird nur bei ausgewahlter SFP Projektion angezeigt. Definieren Sie im Feld
Light Direction den Projektionswinkel fur den ersten Rechenschritt der SFP-Projektion. Dieser
Winkel symbolisiert den Einfallswinkel des Laserstrahls auf das Préparat. Geben Sie jeweils
eine Koordinate fir x und y ein.

» | Bewegen Sie den Schieber im Feld Absorption, um den Absorptionskoeffizienten a zu variieren.
Je hoher er eingestellt ist, desto kleiner werden die im Projektionsbild berechneten Werte. Ist der
Koeffizient niedrig eingestellt, erreichen viele Pixel im Projektionsbild den Maximalwert, so dass
die Strukturen immer schwieriger zu unterscheiden sind.

» | Wenn Sie im Register Options im Feld Options auf Calc. Shadow klicken, wird ein
Schlagschatten fir das SFP-Projektionshild berechnet und angezeigt.

» | Klicken Sie auf die Kachel SFP Light Gallery, um eine Galerie von Vorschaubildern des
ausgewabhlten Bilddatensatzes zu sehen. Jedes der Vorschaubilder wurde mit einem anderen
Projektionswinkel berechnet. Klicken Sie auf eine Kachel, um den Dialog mit den
entsprechenden Einstellungen anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Kachel SFP Absorption Gallery, um eine Galerie von Vorschaubildern des
ausgewahlten Bilddatensatzes zu sehen. Jedes der Vorschaubilder wurde mit einem anderen
Absorptionskoeffizienten berechnet. Klicken Sie auf eine Kachel, um den Dialog mit den
entsprechenden Einstellungen anzuzeigen.

Navigation: 3D Visualization and Animation\ Projections and Animation
Projektionsbilder als dreidimensionale Rotationsanimation ablaufen lassen

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

Register Animation

» | Um Einstellungen fir die Rotationsanimation vorzunehmen, klicken Sie das Kontrollkastchen
Animation an. Die entsprechenden Felder werden aktiv.

» | Wahlen Sie im Feld Rotation den Animationstyp aus: ganze Drehung oder 360° (Full turn), halbe
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Drehung oder 180° (half turn), Vierteldrehung oder 90° (quarter turn) oder einen anderen
beliebigen Winkel.

» | Geben Sie im Feld Frames die Anzahl der Projektionsbilder ein, die fir die Animation erzeugt
werden sollen. Die Anzahl der Projektionsbilder und der Animationstyp bestimmen, in welchen
Abstanden die Projektionsbilder erzeugt werden. Bei einer halben Drehung (Winkel von 180°)
und einer Bildanzahl von beispielsweise 10 wird in Schritten von jeweils 20° (nicht 18°) ein Bild
erzeugt, da es bei 10 Aufnahmen nur 9 Schritte gibt.

Eine andere Berechnung liegt bei der ganzen Drehung (Winkel von 360°) vor. Um zu vermeiden,
dass das erste und das letzte Projektionsbild unter demselben Winkel aufgenommen werden
(360° = 0°), rechnet die Funktion mit einer Aufnahme mehr, ohne jedoch das entsprechende
Projektionsbild zu erzeugen. Bei einer Bildanzahl von 10 zum Beispiel ist deshalb der Abstand
zwischen den Projektionsbildern 36° (nicht 40°), da mit 11 Aufnahmen (also 10 Schritten)

gerechnet wird. Erzeugt werden jedoch nur 10 Projektionsbilder.

» | Variieren Sie im Feld Rotation Axis die Neigung der Rotationsachse.

» | Um die Rotationsanimation zu starten, klicken Sie auf die Taste Movie.

siehe Film starten und beenden (Seite 171)

Die drei Projektionsarten kbnnen auch direkt tber die entsprechenden Tasten (3D Proj/
3D Max / 3D Avg / 3D Trans) aktiviert werden. Wird die Funktion tber die Taste

ausgeldst, ist das Projektionsbild nur eine temporédre Monitordarstellung. Diese kénnen

Sie mit der Taste Original wieder riickgdngig machen.

LD siehe Maximumprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse (Seite 177)
LD siehe Mittelwertprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse (Seite 179)
LD siehe Transparentprojektion eines Bildstapels bei variabler Projektionsachse (Seite 181)

Navigation: 3D Visualization and Animation\ Stereo
Navigation: 3D Visualization and Animation\ Stereo with Animation
Rot-griine Stereobilder (Anaglyphenbilder) erzeugen

Feld Stereo View Options

» | Bestimmen Sie im Listenfeld Eye Angle den Winkel, unter dem die beiden Stereobilder
aufgenommen werden. Wenn Sie zum Beispiel den Wert 30 eingeben, wird im Winkel von
jeweils 15° rechts und links von der im Register Rotation eingestellten Projektionsachse ein
Stereobild aufgenommen.

» | Stereobilder kdnnen nur aus einem Detektionskanal erzeugt werden. Haben Sie ein Bildserie,
die in mehreren Detektionskanalen aufgenommen wurde, wéahlen Sie im Listenfeld Detection
Channel den gewiinschten Bilddatensatz aus.

» | Um die beiden Stereobilder in einem Bild im Ansichtsfenster Viewer darzustellen, muissen die
Tasten Channel 1, Channel 2, Single und Overlay gedriickt sein.

siehe Detektionskanal 1 anzeigen (Seite 165)

siehe Detektionskanal 2 anzeigen (Seite Error! Bookmark not defined.)

siehe Einzelbild anzeigen (Seite 168)

siehe Uberlagerungsbild anzeigen (Seite 169)
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Zusitzliche Information

Anaglyphenbilder erzeugen einen raumlichen Tiefeneindruck, wenn man sie mit einer
entsprechenden 3D Brille (rot-griinen Stereobrille) betrachtet. Die raumliche Wirkung des
Anaglyphenbildes ist moglich, weil der Mensch mit zwei Augen sieht. Durch den Augenabstand von
ca. 6,5 cm werden dem Gehirn zwei Bilder aus unterschiedlichen Perspektiven geliefert.
Unterschiedlich weit entfernte Objekte werden unter verschiedenen Winkeln wahrgenommen. Diese
Winkeldifferenz ist flir das Gehirn des Menschen ein Mal fiir die Entfernung. Der Unterschied der von
den beiden Augen erzeugten ahnlichen Bildern wird vom Gehirn zu einem Bild mit rAumlichem
Tiefeneindruck verarbeitet. Diese Bildunterschiede lassen sich auch simulieren, indem man vor jedes
Auge ein leicht unterschiedliches Bild halt.

Bei Anaglyphenbildern befindet sich die ganze stereoskopische Bildinformation auf einem einzigen
Bild. Die Informationen des linken und rechten Bildes sind durch Farben kodiert. Daher bendétigt man
fur das Betrachten der Bilder eine Brille mit einem unterschiedlichen Farbfilter fir jedes Auge, der die
Bildinformationen fir jedes Auge wieder separiert. Der rote Filter lasst nur rotes Licht ungehindert
passieren, wohingegen griines Licht vollstandig von ihm absorbiert wird. Umgekehrt absorbiert der
grune Filter das rote Licht. Jedes Auge erkennt je ein Bild, die beide im Gehirn zu einem rédumlichen
Gesamtbild verschmelzen.

Arithmetische und Boolesche Operationen

Arrirthrrrietic and
Boolean Logic

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen

v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

v Navigation: Arithmetic and Boolean Logic\ Image and Image

~ Navigation: Arithmetic and Boolean Logic\ Image and Constant

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
el A SCES
== @)
(1) - @ s
da{al P
- @ wi: B =

Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
geotffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
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Bedienoberflache werden 10 grof3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kénnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwéahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Menuzeile oben rechts stehen lhnen folgende Tasten (5) zur Verfigung:

ok]od]fr ]h‘z‘ﬁ»

™

Reset

.

Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch héheren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, Vvv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Frewiem Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Arithmetic and Boolean Logic\ Image and Image
Arithmetische und logische Operationen mit zwei Bilddatensatzen

Voraussetzung fiir die Durchfiihrung arithmetischer Operationen sind gleiche
Dimensionen oder eine 1/n-Beziehung der beiden Datensétze. Gleiche Dimensionen
bedeutet, dass zwei Bilder dasselbe Format in x und y haben miissen, zwei Bildstapel
ausserdem noch dieselbe Anzahl von Einzelbildern (z). Die 1/n-Beziehung ist dann
gegeben, wenn zum Beispiel 1 Einzelbild mit jedem (n-ten) Einzelbild eines Bildstapels

verrechnet wird.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 192 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH

LCS Softwarefunktionen:
Beschreibung der Einzelfunktionen

Kachel Boolean Logic

siehe Boolesche VerknlUpfungen (Seite 248)

>

Waéhlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den ersten Bilddatensatz aus, indem Sie
die Datei doppelklicken.

>

Wabhlen Sie im Feld Second Source Image, den zweiten Bilddatensatz fur die Rechenoperation
aus.

Wahlen Sie den Operator AND, um die binéaren Darstellungen der Pixel der beiden
ausgewabhlten Bilder mit dem logischen Operator AND zu verknipfen. Das heisst, das Pixel im
Ergebnisbild erhélt dann den Wert 1, wenn in den beiden Pixeln der Wert 1 vorliegt, ansonsten
wird die 0 eingetragen.

Mit diesem Booleschen Operator erzielt man sinnvolle Ergebnisse, wenn man ein Bild mit einer
bindren Maske verknipft. Wo die Pixel des Bildes auf Pixel der Maske mit dem Wert 1 treffen,
wird das Pixel im Ergebnisbild angezeigt. Die von der Maske definierten Bereiche werden also
aus dem Bild herausgestanzt.

Wabhlen Sie den Operator OR, um die binaren Darstellungen der Pixel der beiden ausgewahlten
Bilder mit dem logischen Operator OR zu verknipfen. Das heisst, das Pixel im Ergebnisbild
erhélt dann den Wert 1, wenn in mindestens einem der beiden Pixel der Wert 1 vorliegt,
ansonsten wird die O eingetragen.

Mit diesem Booleschen Operator erzielt man sinnvolle Ergebnisse:

1. Wenn man zwei bindre Masken verknlpft. Das Ergebnisbild ist eine Kombination beider
Masken.

2. Wenn man ein Bild mit einer bindren Maske verknlpft. Das Ergebnisbild ist ein Bild, in das die
Maske eingeblendet wird.

3. Wenn man zwei Bilder miteinander verkniipft. Im Gegensatz zum Uberlagerungsbild werden
hier reine Intensitatswerte tUberlagert. Eine RGB-Farbaddition findet hier NICHT statt.

£ siehe Uberlagerungsbild anzeigen (Seite 169)

Wahlen Sie den Operator XOR, um die binaren Darstellungen der Pixel der beiden
ausgewahlten Bilder mit dem logischen Operator XOR zu verknipfen. Das heisst, das Pixel im
Ergebnisbild erhalt dann den Wert 1, wenn in den beiden Pixeln unterschiedliche Werte
vorliegen, ansonsten wird die O eingetragen.

Mit diesem Booleschen Operator erzielt man sinnvolle Ergebnisse, wenn man zwei binare
Masken von Bildern erstellt und miteinander verknulpft. Wo die Pixel in den beiden Bildern
unterschiedlich sind, wird das Pixel im Ergebnisbild angezeigt.

Kachel Arithmetic with World Coordinates

Kachel Arithmetic with Pixel Values

Wenn Sie Arithmetic with World Coordinates wahlen, werden Weltkoordinaten, also zum Beispiel die
z-Position, der Zeitpunkt oder die Wellenlange fir die arithmetischen Operationen verwendet. Haben
Sie Arithmetic with Pixel Values ausgewahlt, werden die auf das Intervall 0 bis 255 bei 8 Bit bzw. 0 bis
4095 bei 12 Bit normierten Grauwerte verwendet.

>

Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den ersten Bilddatensatz aus, indem Sie
die Datei doppelklicken.

Wabhlen Sie im Feld Second Source Image, den zweiten Bilddatensatz fur die Rechenoperation
aus.

Waéhlen Sie Addition, um die Intensitatswerte der beiden ausgewahlten Bilder nach der Formel:
Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (First Source Image) + Pixel (Second Source Image) zu addieren.

>
>
>

Waéhlen Sie Subtraction, um die Intensitatswerte der beiden ausgewdahlten Bilder nach der
Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (First Source Image) — Pixel (Second Source Image) zu
subtrahieren.

>

Waéhlen Sie Multiplication, um die Intensitatswerte der beiden ausgewahlten Bilder nach der
Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (First Source Image) x Pixel (Second Source Image) zu
multiplizieren.

>

Wahlen Sie Division, um die Intensitatswerte der beiden ausgewahlten Bilder nach der Formel:
Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (First Source Image) / Pixel (Second Source Image) zu dividieren.
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Wahlen Sie Min, um fir jedes Pixel jeweils den Minimalwert der beiden ausgewahlten Bilder
nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = MIN (Pixel (First Source Image); Pixel(Second Source
Image)) im Ergebnisbild zu verwenden.

Wabhlen Sie Max, um fiir jedes Pixel jeweils den Maximalwert der beiden ausgewahlten Bilder
nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = MAX (Pixel (First Source Image); Pixel(Second Source
Image)) im Ergebnisbild zu verwenden.

Wabhlen Sie Average, um fir jedes Pixel jeweils den Mittelwert der beiden ausgewahlten Bilder
nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = 1/2 x (Pixel (First Source Image + Pixel Second Source
Image) im Ergebnisbild zu verwenden.

Wenn Sie 12 Bit Output im Feld Output Option wéhlen, wird im Ergebnisbild jedes Pixel mit 12
Bit kodiert, d.h. die Speicherung der Ergebniswerte erfolgt in einem Wertebereich von [0..4095].

Klicken Sie das Auswahlkastchen Absolute Value an, wenn die Betréage der Ergebnisdaten
verwendet werden sollen. Aus negativen Ergebnissen werden so positive.

bei Arithmetic with Pixel Values

Klicken Sie das Auswahlkastchen Cut at Maximum an, um Werte die nach der Berechnung
aul3erhalb des Wertebereichs liegen abzuschneiden. Werte kleiner als 0 werden auf O gesetzt.
Alle Werte gréRer als 255 bei 8-Bit Bildern bzw. 4095 bei 12 Bit-Bildern werden auf den Wert
255 bzw. 4095 gesetzt.

Klicken Sie das Auswahlkéstchen Rescale an, um die Intensitatswerte des Bildes auf die
maximal moglichen Intensitatswerte zu normieren. Es werden die Extremwerte bestimmt. Der
Minimalwert wird der 0 zugeordnet. Der Maximalwert wird im Falle von 8-Bit Bildern dem Wert
255, im Falle von 12 Bit-Bildern dem Wert 4095 zugeordnet. Dies gewahrleistet, dass die
errechneten Pixelwerte des Ergebnisbildes innerhalb des jeweiligen Wertebereichs bleiben.

Navigation: Arithmetic and Boolean Logic\ Image and Constant
Arithmetische und logische Operationen mit einem Bilddatensatz und einer Konstanten

Voraussetzung fiir die Durchfiihrung arithmetischer Operationen sind gleiche
Dimensionen oder eine 1/n-Beziehung der beiden Datensétze. Gleiche Dimensionen
bedeutet, dass zwei Bilder dasselbe Format in x und y haben miissen, zwei Bildstapel
ausserdem noch dieselbe Anzahl von Einzelbildern (z). Die 1/n-Beziehung ist dann
gegeben, wenn zum Beispiel 1 Einzelbild mit jedem (n-ten) Einzelbild eines Bildstapels

verrechnet wird.

Kachel Boolean Logic

L) siehe Boolesche Verkniipfungen (Seite 248)

>

Geben Sie im Feld Constant einen Wert fiir die Konstante ein. Wahlen Sie im Ansichtsfenster
Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus, indem Sie die Datei
doppelklicken.

>

Waéhlen Sie den Operator AND, um die binaren Darstellungen der Pixel der Konstante und des
Bildes mit dem logischen Operator AND zu verknupfen. Das heisst, das Pixel im Ergebnisbild
erhalt dann den Wert 1, wenn in den beiden Pixeln der Wert 1 vorliegt, ansonsten wird die 0
eingetragen.

Wahlen Sie den Operator OR, um die binaren Darstellungen der Pixel der Konstante und des
Bildes mit dem logischen Operator OR zu verkniipfen. Das heisst, das Pixel im Ergebnisbild
erhalt dann den Wert 1, wenn in mindestens einem der beiden Pixel der Wert 1 vorliegt,
ansonsten wird die 0 eingetragen.

>

Wahlen Sie den Operator XOR, um die bindren Darstellungen der Pixel der Konstante und des
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Bildes mit dem logischen Operator XOR zu verknipfen. Das heisst, das Pixel im Ergebnisbild
erhalt dann den Wert 1, wenn in den beiden Pixeln unterschiedliche Werte vorliegen, ansonsten
wird die 0 eingetragen.

Kachel Arithmetic with World Coordinates

Kachel Arithmetic with Pixel Values

Wenn Sie Arithmetic with World Coordinates wahlen, werden Weltkoordinaten, also zum Beispiel die
z-Position, der Zeitpunkt oder die Wellenlange fiir die arithmetischen Operationen verwendet. Haben
Sie Arithmetic with Pixel Values ausgewahlt, werden die auf das Intervall O bis 255 bei 8 Bit bzw. O bis
4095 bei 12 Bit normierten Grauwerte verwendet.

>

Geben Sie im Feld Constant einen Wert fur die Konstante ein. Wahlen Sie im Ansichtsfenster
Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus, indem Sie die Datei
doppelklicken.

Geben Sie im Feld Constant einen Wert flr die Konstante ein. Der Bilddatensatz ist automatisch
der aktive Bilddatensatz im Ansichtsfenster Viewer.

Wahlen Sie Addition, um die Konstante pixelweise zu den Intensitatswerten des ausgewahlten
Bildes nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (Source Image) + Konstante zu addieren.

Wabhlen Sie Subtraction, um die Konstante pixelweise von den Intensitatswerten des
ausgewabhlten Bildes nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (Source Image) — Konstante
Zu subtrahieren.

Waéhlen Sie Multiplication, um die Konstante pixelweise mit den Intensitatswerten des
ausgewabhlten Bildes nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (Source Image) x Konstante
zu multiplizieren.

Wabhlen Sie Division, um die Intensitatswerte des ausgewahlten Bildes durch die Konstante
nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = Pixel (Source Image) / Konstante zu dividieren.

Wahlen Sie Min, um fir jedes Pixel jeweils den Minimalwert von ausgewahltem Bild und
Konstante nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = MIN (Pixel (Source Image); Konstante) im
Ergebnisbild zu verwenden.

Wahlen Sie Max, um fir jedes Pixel jeweils den Maximalwert von ausgewahltem Bild und
Konstante nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = MAX (Pixel (Source Image); Konstante) im
Ergebnisbild zu verwenden.

Wahlen Sie Average, um fir jedes Pixel jeweils den Mittelwert von ausgewéhltem Bild und
Konstante nach der Formel: Pixel (Ergebnisbild) = 1/2 x (Pixel (Source Image) + Konstante) im
Ergebnisbild zu verwenden.

Wenn Sie 12 Bit Output im Feld Output Option wéahlen, wird im Ergebnisbild jedes Pixel mit 12
Bit kodiert, d.h. die Speicherung der Ergebniswerte erfolgt in einem Wertebereich von [0..4095].

Klicken Sie das Auswahlkastchen Absolute Value an, wenn die Betrédge der Ergebnisdaten
verwendet werden sollen. Aus negativen Ergebnissen werden so positive.

bei Arithmetic with Pixel Values

Klicken Sie das Auswahlkastchen Cut at Maximum an, um Werte die nach der Berechnung
aulBerhalb des Wertebereichs liegen abzuschneiden. Werte kleiner als 0 werden auf O gesetzt.
Alle Werte gréRer als 255 bei 8-Bit Bildern bzw. 4095 bei 12 Bit-Bildern werden auf den Wert
255 bzw. 4095 gesetzt.

Klicken Sie das Auswahlkastchen Rescale an, um die Intensitatswerte des Bildes auf die
maximal moglichen Intensitatswerte zu normieren. Es werden die Extremwerte bestimmt. Der
Minimalwert wird der 0 zugeordnet. Der Maximalwert wird im Falle von 8-Bit Bildern dem Wert
255, im Falle von 12 Bit-Bildern dem Wert 4095 zugeordnet. Dies gewahrleistet, dass die
errechneten Pixelwerte des Ergebnisbildes innerhalb des jeweiligen Wertebereichs bleiben.
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Konvertierung der Bitauflésung von Bildern

—_—
Conversion |
I

|

@

s |

- |

i?\m"&mi'égéﬁ“kapitel finden Sie folgende Themen
v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: Conversion\ Bit Depth Conversion

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
gedffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfigbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwéahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Menuzeile oben rechts stehen lhnen folgende Tasten (5) zur Verfigung:

€ o]\tr ]r&f‘»

| Forward Up| . Reset

BEEJ

™

» | Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.
» | Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.
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» | Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch hoheren Ebene zu gelangen.

» | Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zuruckzusetzen.

» | Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen

Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.
» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz

anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Bit Depth Conversion
Bilder von 8 Bittiefe in 12 Bittiefe konvertieren und umgekehrt

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Im Feld Source wird die Bittiefe des ausgewahlten Bildes angezeigt.

» | Wahlen Sie im Feld New Resolution die Bittiefe aus, in die der Bilddatensatz konvertiert werden

soll.

Verbinden oder Trennen von Bildauschnitten, Bildern und

Editing

Bildserien

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen

v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: Editing\ Merging

~ Navigation: Editing\ Separation

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewilinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

o R B
Back Forward| Up| . Reset

™

.

Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch héheren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zuriickzusetzen.

v, Vviv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
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anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Editing\ Merging
Mehrere Bilder oder Datenséatze zu einem neuen Bild bzw. Datensatz vereinigen

Register Amplitude
Anpassung unterschiedlicher Bitauflésungen und weitere Einstellungen zur Berechnung des
Ergebnisbildes

Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den ersten Bilddatensatz aus, indem Sie
die Datei doppelklicken.

aus.

| 2
» | Wahlen Sie im Feld Second Source Image, den zweiten Bilddatensatz fiir die Rechenoperation
| 2

Stellen Sie im Feld Amplitude Image 1/2 Min. den minimalen Intensitatswert ein. Bei
Datensatzen mit Grauwerten ist dieser Wert «0». Bei Datensatzen mit Weltkoordinaten steht
hier das tatséachliche Minimum. Das Minimum ist deshalb einstellbar, damit unterschiedlich
skalierte Datenséatze aufeinander angepasst werden kdnnen.

Wird ein Datensatz mit einem kleinen Intervall von Intensitatswerten mit einem Datensatz
vereinigt, der einen grof3en Intensitatswertebereich besitzt, wird der erste dunkler dargestellt als
der zweite. Durch Anpassen des Minimums beider Datenséatze werden diese so skaliert, dass
die Intensitatswerte beider Datensétze zu gleichen Teilen in das Vereinigungsbild eingehen.

» | Stellen Sie im Feld Amplitude Image 1/2 Max. den maximalen Intensitatswert ein. Bei
Datensatzen mit Grauwerten ist dieser Wert «255» bei 8-Bit-Daten bzw. «4095» bei 12-Bit-
Daten. Bei Datensatzen mit Weltkoordinaten steht hier das tatsachliche Maximum. Das
Maximum ist deshalb einstellbar, damit unterschiedlich skalierte Datenséatze aufeinander
angepasst werden kénnen.

Wird ein Datensatz mit einem kleinen Intervall von Intensitatswerten mit einem Datensatz
vereinigt, der einen grof3en Intensitatswertebereich besitzt, wird der erste dunkler dargestellt als
der zweite. Durch Anpassen des Maximums beider Datensatze werden diese so skaliert, dass
die Intensitatswerte beider Datensétze zu gleichen Teilen in das Vereinigungsbild eingehen.

» | Im Feld Result definieren Sie die Bildauflésung des Vereinigungsbildes. 8 Bit Bildauflosung kann
256 verschiedene Intensitatsstufen darstellen. 12 Bit Bildauflosung kann 4096 verschiedene
Intensitatsstufen darstellen.

» | Ist die Option Maximum Value im Feld Result ausgewahlt, wird aus den beiden zu
vereinigenden Bildern jeweils das hellste Pixel zur Berechnung des entsprechenden Pixels des
Vereinigungshildes verwendet.

» | Ist die Option Average Value im Feld Result ausgewahlt, wird aus den beiden zu vereinigenden
Bildern jeweils das arithmetische Mittel zur Berechnung des entsprechenden Pixels des
Vereinigungshildes verwendet.

Wenn zwei stark unterschiedliche Bilder mittels des Mittelwertverfahrens zu einem
Vereinigungsbild berechnet werden, so bewirkt der schwarze Bildhintergrund eine Reduzierung
der Bildhelligkeit !

Register x,y, z, t, la
Definition der raumlichen Anordnung der Ausgangsbilder im Ergebnisbild VOR der
Vereinigung

» | Im Feld Image 1 und Image 2 geben Sie im Eingabefeld Shift die Position (x/y/z/t/)) des
Ausgangsbildes im Vereinigungsbild ein. Ublicherweise wird dieser Wert «0» sein. Ein Wert > 0
ist dann sinnvoll, wenn beispielsweise eine Verkleinerung des einen Ausgangsbildes an einer
bestimmten Position des anderen Ausgangsbildes gezeigt werden soll. Diese Funktion ist auch
bei lateralen Bildserien sinnvoll, wie sie beispielsweise beim Biomapping vorkommen.

siehe Beispiel fur das Verschieben eines Bildes (Seite 247)
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Im Feld Image 1 und Image 2 geben Sie im Eingabefeld Size die Grésse der Dimensionen (x/y
/z/t/ ) des Ausgangsbildes im Vereinigungsbild ein.

Wenn Sie das Auswahlkastchen Append auswahlen, wird der zweite Datensatz neben den
ersten Datensatz platziert. Die Richtung der Platzierung hangt davon ab, ob das
Auswahlkastchen im Register X, y oder z ausgewahlt wurde. Die gleichzeitige Auswahl dieser
Funktion in den verschiedenen Registern fir x, y und z, verschiebt das zweite Ausgangsbild
entweder nur in einer Dimension oder in mehreren.

Im Feld Result kbnnen Sie angeben, nhach welchem Pixel das Vereinigungsbild zu Ende ist.

Hintergrund dieser Definition ist: Zur Bestimmung der Dimensionen des Vereinigungsbildes
werden absolute Ldngen verwendet. Haben nun die zwei zu vereinigenden Datensétze zwar
dieselben Ldngenausdehnungen, aber eine unterschiedliche Anzahl von Pixeln (bedingt durch
ein unterschiedliches Scanformat), so muss entschieden werden, ob nun die Pixelanzahl oder

die resultierende Gesamtlange fiir das Vereinigungsbild entscheidend sein sollen.

Wenn Sie im Feld Result die Option Best Fit auswahlen, benutzt die Software fir die Berechung
des Ergebnisbildes folgendes Verfahren:

Fir beide Bilder wird berechnet, welcher Breite ein einziges Pixel entspricht: pm/Pixel. Ist der
Unterschied dieser Grof3e zwischen beiden Bildern kleiner als ein Faktor 2, so wird bei diesem
Verfahren die gréRere Bildauflésung (d.h. kleinerer Wert um/Pixel) fur das Ergebnisbild
verwendet. Ist die Abweichung in der Bildauflésung zwischen den Ausgangsbildern grof3er als
ein Faktor 2, so wird die kleiner Bildauflosung (d.h. ein groRerer Wert um/Pixel) zur Berechnung
des Ergebnisbildes verwendet. Die Anzahl der Pixel des Ergebnisbildes (Element Number)
dividiert durch die Gesamtlange ergibt die Auflésung des Ergebnisbildes.

Hintergrund dieser Definition ist: Zur Bestimmung der Dimensionen des Vereinigungsbildes
werden absolute Ldngen verwendet. Haben nun die zwei zu vereinigenden Datensétze zwar
dieselben Ldngenausdehnungen, aber eine unterschiedliche Anzahl von Pixeln (bedingt durch
ein unterschiedliches Scanformat), so muss entschieden werden, ob nun die Pixelanzahl oder

die resultierende Gesamtlange fiir das Vereinigungsbild entscheidend sein sollen.

LD siehe Scanformat auswahlen (Seite 128)

Register ch
Definition der Vereinigung von Bildern mit unterschiedlicher Anzahl von Detektionskandlen

>

Wenn zwei Bilder oder Datenséatze mit unterschiedlicher Anzahl von Detektionskanélen
miteinander vereinigt werden sollen, definieren Sie im Feld Image 1, ab welcher Kanalnummer
im Vereinigungsbild die Kanéle des Ausgangsbildes 1 eingefiigt werden sollen.

Wenn zwei Bilder oder Datenséatze mit unterschiedlicher Anzahl von Detektionskanélen
miteinander vereinigt werden sollen, definieren Sie im Feld Image 2, ab welcher Kanalnummer
im Vereinigungsbild die Kanale des Ausgangsbildes 2 eingefligt werden sollen.

Wenn Sie das Auswahlkastchen auswéhlen, werden die beiden Ausgangsbilder auf
unterschiedliche Kanale des Vereinigungsbildes verteilt.
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Navigation: Editing\ Separation
Einzelne Bilder oder Bildausschnitte aus einem Datensatz herauslésen

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

Feld Dimension Selection

» | Im Eingabefeld ch werden die Detektionskanéle des Bildes oder der Bildserie angezeigt. Wahlen
Sie die Detektionskandle aus, in denen der Bildausschnitt oder die einzelnen Bilder herausgeldst
werden sollen.

» | Im Eingabefeld y wird die Anzahl der Pixel in y angezeigt, die vom Scanformat abhéngt. Geben
Sie in den Eingabefeldern Start y und End y die Anzahl der Pixel an, die herausgeldst werden
sollen. Mit der Schaltflache R (Reset) konnen die Eingaben wieder riickgéngig gemacht werden.

» | Im Eingabefeld x wird die Anzahl der Pixel in x angezeigt, die vom Scanformat abhéngt. Geben
Sie in den Eingabefeldern Start x und End x die Anzahl der Pixel an, die herausgeldst werden
sollen. Mit der Schaltflache R (Reset) konnen die Eingaben wieder riickgéngig gemacht werden.

» | Im Eingabefeld z wird die Anzahl der Einzelbilder einer Bildserie angezeigt. Geben Sie in den
Eingabefeldern Start z und End z die Anzahl der Bilder an, die herausgeldst werden sollen. Mit
der Schaltflache R (Reset) kénnen die Eingaben wieder rickgangig gemacht werden.

» | Im Eingabefeld Step z / y / x kann innerhalb einer Dimension ein Intervall eingegeben werden.
Wenn Sie zum Beispiel im Eingabefeld Step z eine 2 eingeben, wird immer nur jedes 2. Bild
herausgeschnitten.

Beispiele

» | Wenn Sie alle Bilder eines Detektionskanals aus einer Bildserie herausschneiden wollen, klicken
Sie im Eingabefeld ch den Kanal an, der herausgeltst werden soll, ohne die Werte in den
Eingabefeldern der anderen Dimensionen zu verandern.

» | Wenn Sie einzelne Bilder als Ganzes aus einer Bildserie herausschneiden wollen, geben Sie in
den Eingabefeldern Start z und End z die entsprechenden Zahlen ein, ohne die Werte in den
Eingabefeldern der anderen Dimensionen zu verandern.

» | Wenn Sie einen Ausschnitt in allen Bildern einer Bildserie herausschneiden wollen, definieren
Sie in den Eingabefeldern Start x, End x und Start y, End y die Grosse des Ausschnitts, ohne die
Werte in den Eingabefeldern fur z zu andern.

Einstellen von Helligkeit, Kontrast und Gammakorrektur

Enhancement

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen
v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: Enhancement\ Contrast and Brightness
~ Navigation: Enhancement\ Gamma Correction

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewilinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

o R B
Back Forward| Up| . Reset

™

.

Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch héheren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zuriickzusetzen.

v, Vviv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
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anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Enhancement\ Brightness and Contrast

Einstellen von Helligkeit und Kontrast

Wenn Sie die Helligkeit des Bildes verandern, werden helle Stellen, dunkle Stellen und mittlere
Helligkeitswerte des Bildes in gleichem MaRe aufgehellt. Mit dem Kontrast variieren Sie das
Verhaltnis von hellen und dunklen Stellen im Bild.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Fir Mehrkanalbilder, wahlen Sie das Auswahlkastchen Lock Channels, um alle Anderungen fiir
alle Kandle gleichzeitg und in gleichem Umfang vorzunehmen.

» | Wahlen Sie fur Bilder, die nicht den gesamten Dynamikbereich ausnutzen, das
Auswahlkastchen Linear Model. Ist das Auswahlkastchen angewahlt, so besteht eine lineare
Beziehung zwischen der Helligkeit im Ausgangsbild und im Ergebnisbild. Ob ein Bild den
gesamten zur Verfiigung stehenden Dynamikbereich ausnutzt, konnen Sie herausfinden, indem
Sie ein Histogramm des Bildes erstellen. Falls sich das Histogramm nicht Uber den gesamten
Intensitatsbereich erstreckt (siehe Minimal- und Maximalwerte), wird der Dynamikbereich nicht
komplett ausgenutzt.

siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

Falls Sie Bilder haben, in denen Sie die mittleren Helligkeitswerte starker hervorheben wollen,
so wahlen Sie das nichtlineare Modell (Auswahlkéstchen Linear Model nicht ausgewahlt).

» | Verandern Sie im Feld Channel Adjustment mit dem Schieberegler Brightness die Helligkeit des
Ergebnisbildes. Befindet sich der Schieberegler exakt in der Mitte, so sind Ausgangsbild und
Ergebnisbild genau gleich hell. Wird der Schieberegler aus der Mitte nach rechts geschoben, so
wird das Ergebnisbild heller als das Ausgangsbild. Wird der Schieberegler aus der Mitte nach
links geschoben, so wird das Ergebnisbild dunkler als das Ausgangshild.

» | Verandern Sie im Feld Channel Adjustment mit dem Schieberegler Contrast den Kontrast des
Ergebnisbildes. Befindet sich der Schieberegler exakt in der Mitte, so haben Ausgangsbild und
Ergebnisbild genau denselben Kontrast. Wird der Schieberegler aus der Mitte nach rechts
geschoben, so wird das Ergebnisbild kontrastreicher als das Ausgangsbild. Wird der
Schieberegler aus der Mitte nach links geschoben, so wird das Ergebnisbild kontrastarmer als
das Ausgangsbild.

Navigation: Enhancement\ Gamma Correction

Einstellen der mittleren Helligkeitswerte (Gammakorrektur)

Mit der Gammakorrektur wird die Umsetzung des Kontrasts des Ausgangsbildes in den Kontrast des
Ergebnisbildes auf nichtlineare Weise beeinflul3t. Die Gammakorrektur wirkt sich nur auf die mittleren
Helligkeitswerte eines Bildes aus, wahrend die sehr hellen und die sehr dunklen Bildbereiche
unveréndert bleiben.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Fur Mehrkanalbilder, wahlen Sie das Auswahlkastchen Lock Channels, um alle Anderungen fiir
alle Kandle gleichzeitg und in gleichem Umfang vorzunehmen.

» | Verandern Sie im Feld Channel Adjustment mit dem Schieberegler die mittleren Helligkeitswerte
des Ergebnisbildes. Befindet sich der Schieberegler exakt in der Mitte, so sind Ausgangsbild
und Ergebnisbild genau gleich hell. Wird der Schieberegler aus der Mitte nach rechts
geschoben, so werden die mittleren Helligkeitswerte aufgehellt. Wird der Schieberegler aus der
Mitte nach links geschoben, so werden die mittleren Helligkeitswerte dunkler.
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Erweiterter Fokus durch Projektionen von Bildstapeln auf ein
Einzelbild

Extended
Focus |
-BeF1 |
HES. |
In diesem kapitel finden Sie folgende Themen
v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
v Navigation: Extended Focus\ Average Projection, Maximum Projection, Transparent Projection

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewilinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

o R B
Back Forward| Up| . Reset

™

.

\ > \ Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.
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Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch h6heren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, vV V

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.
» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz

anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Extended Focus\ Average Projection, Maximum Projection, Transparent Projection
Ein Projektionsbild entlang der orthogonalen Achse (z-Achse bei horizontalen xy-Schnitten
und y-Achse bei vertikalen xz-Schnitten) erzeugen

£ siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

>

Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

>

Wahlen Sie eine der drei Projektionsarten aus: Mittelwertprojektion (Average Projection),
Maximumprojektion (Maximum Projection), Transparentprojektion (Transparent Projection).

Reg

ister Options

Im Feld Projection Direction bestimmen Sie, Uber welche Dimension die Projektion ausgefiihrt
wird.

Wahlen Sie [z] bei raumlichen Serien, [t] bei Zeitserien oder [A] bei Wellenlangenserien, um die
Projektion aus allen Bildern eines Detektionskanals, also zum Beispiel von Bild 1 bis Bild 10 im
Detektionskanal 1, zu erzeugen.

Wabhlen Sie [ch], um die Projektion jeweils aus einem bestimmten Bild in allen
Detektionskanélen, also zum Beispiel von Bild 1 in Detektionskanal 1 und Bild 1 in
Detektionskanal 2, zu erzeugen.

Klicken Sie auf Rescale im Feld Options, um bei der Erzeugung des Projektionsbildes die
Intensitatswerte des Bildes auf die maximal méglichen Intensitatswerte zu normieren. Dies
gewahrleistet, dass die errechneten Grauwerte des Projektionsbildes innerhalb des
Wertebereichs von zum Beispiel 0 bis 255 bei 8 Bit bleiben. Dunkle Bilder kénnen so aufgehellt
werden.

Wenn Sie auf Invert im Feld Options klicken, wird die Projektionsachse gespiegelt. Die
Berechnung des Projektionsbildes erfolgt also in entgegengesetzer Richtung. Dies ist eine
Funktion, die vor allem bei inversen Mikroskopen sinnvoll ist, um die Berechnung des
Projektionsbildes dem inversen Strahlengang des Laserlichts anzugleichen.

Bewegen Sie den Schieber im Feld Threshold, um einen Schwellenwert zu definieren. Die
Intensitatswerte unterhalb dieses Wertes werden fiir die Erzeugung des Projektionsbildes nicht
bericksichtigt.

Register Factor (nur bei Transparentprojektion)

siehe Prinzip und Arten von Projektionen (Seite 173)

>

Das Register Factor wird nur bei ausgewahlter Transparentprojektion angezeigt. Mit dem
Schieber variieren Sie den Transparentfaktor a. Je héher er eingestellt ist, desto starker fliessen
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| [ die Intensitatswerte aus den unteren Ebenen im Bildstapel in das Projektionsbild ein.

Die drei Projektionsarten kbnnen auch direkt tiber die entsprechenden Tasten (Fix Max
/ Fix Avg / Fix Trans) aktiviert werden. Wird die Funktion (ber die Taste ausgeldst, ist

das Projektionsbild nur eine tempordre Monitordarstellung. Diese kénnen Sie mit der

Taste Original wieder riickgdngig machen.

siehe Maximumprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 176)
siehe Mittelwertprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 178)
siehe Transparentprojektion eines Bildstapels bei invariabler Projektionsachse (Seite 180)

Lineare Filter und Morphologische Filter (optional)

Image Filters

| |

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen

v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
v Was sind lineare Filter?

~ Navigation: Image Filters\ Linear Filters

v Was sind morphologische Filter?

~ Navigation: Image Filters\ Morphological Filters

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
Slaala) e o o5 |
o
(1) - w L. || -e=m

— o r—
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
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Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
koénnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

o o ) B
Back Forward Up| . Reset

. ™ ™

Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch h6heren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, Vvv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Was sind lineare Filter?

Filter werden dazu eingesetzt, die Qualitat eines Bildes zu verbessern. In der Regel bedeutet dies,
unerwiinschte Bildpunkte (Pixel) aus dem Bild zu entfernen. Mit der hier verfligbaren Filterfunktion,
einem Tiefpassfilter, wird statistisches Rauschen, das zum Beispiel durch den Detektor hervorgerufen
werden kann, in einem Bild unterdruckt.

Das Prinzip eines Filters besteht darin, den Wert eines jeden Pixel in einem Bild mit den Werten
seiner Nachbarpixel zu verrechnen. Der Filterkern (Kernel) beschreibt die Anzahl und die Gewichtung
der Nachbarpixel, die in die Berechnung des neuen Bildpunktes miteinflieRen. Der hier verwendete
Filterkern lasst sich mit dem Pascalschen Dreieck beschreiben:

Filterkerngrésse | Pascalsches Dreieck Normier-ung
1 1 1/2
Kernel Size 3 1 2 1 1/4
1 3 3 1 1/8
Kernel Size 5 1 4 6 4 1 1/16
1 5 10 10 5 1 1/32
Kernel Size 7 1 6 15 20 15 6 1/64
1 7 21 3 3 21 1 1/128
Kernel Size 9 1 8 28 56 70 56 28 1| 1/256
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Waéhlt man zum Beispiel die Filterkerngrésse 5 (Kernel Size 5) aus, so werden jeweils 5 Pixel des
Originalbildes in die Berechnung 1 Pixels im gefilterten Bild verwendet. Immer das mittlere Pixel im
Filterkern ist der zu berechnende Bildpunkt. Dabei werden die Grauwerte der 5 Pixel, entsprechend
dem Gewichtungsschema 1-4-6-4-1, mit den Faktoren 1/16, 4/16, 6/16, 4/16, 1/16 multipliziert und
miteinander zum Endwert addiert. In der folgenden schematischen Darstellung, bedeutet dies fur die
Berechnung des Pixels C, dass die Grauwerte der Pixel A, B und D, E in die Berechung des
gefilterten Pixels C' mit einflie3en. Die Berechnung von C' lautet: 16x1/16 + 4x4/16 + 8x6/16 +
32x4/16 +8x1/16 =1+1+3+8+0,5=135

A B C D E
Grauwerte der Pixel A-E im Originalbild | 16 4 8 32 8
Faktoren der Filterkerngrésse 5 1/16 | 4/16 | 6/16 | 4/16 | 1/16
Grauwert von C' im gefilterten Bild 13,5

Eine solche Berechnung wird furr jedes Pixel im Originalbild durchgefiihrt. Am Rand des Bildes ragt
die Filtermaske Uber das Bild hinaus. Fir diese Pixel wird der Wert O gesetzt.

Wirkung der linearen Filter

#
163 178
s i
o I¥§
- 4L | jg im]
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Intensitatsprofil eines ungefilterten Bildes Intensitatsprofil des Bildes nach der Anwendung
des Filters Blur
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Intensitatsprofil des Bildes nach der Anwendung | Intensitéatsprofil des Bildes nach der Anwendung
des Filters Sharpen des Filters Highpass

» | Wenn Sie den Filter Blur auswahlen, wird der oben beschriebene Tiefpassfilter auf das Bild
angewendet. Dieser Filtertyp filtert die hohen Frequenzen aus dem Bild. Das heif3t, die stark
ausgepragten Ubergange von niedrigen zu hohen Intensitatswerten werden abgeschwacht. Mit
diesem Filter kann Rauschen aus einem Bild entfernt werden.

» | Wenn Sie den Filter Sharpen auswéhlen, wird der Tiefpassfilter auf das Bild angewendet und
dann werden die Werte des hochpassgefilterten Bildes auf die Werte des Originalbildes
aufaddiert. Dieser Filtertyp filtert die niedrigen Frequenzen aus dem Bild. Das heif3t, die stark
ausgepragten Ubergange von niedrigen zu hohen Intensitatswerten werden verstarkt.

» | Wenn Sie den Filter Highpass auswahlen wird der Tiefpassfilter auf das Bild angewendet und
dann werden die Werte des Originalbildes von den Werten des tiefpassgefilterten Bildes
subtrahiert. Das Ergebnis entspricht einem Bild, das mit einem Hochpassfilter bearbeitet wurde.
Dieser Filtertyp stellt nur die stark ausgepragten Ubergange von niedrigen zu hohen
Intensitatswerten im Bild dar.

Navigation: Image Filters\ Linear Filters
Lineare Filter (Tiefpass- und Hochpassfilter) auf Bilder anwenden

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Wahlen Sie eine der drei Filtertypen aus: Glatten (Blur), Schéarfen (Sharpen), Hochpassfilter
(Highpass).

» | Im Feld Kernel Size wahlen Sie einen Wert fiir die Filterkerngrésse aus. Der Wert, der im Feld
Kernel Size als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die Grosse des Filters gemessen in
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Pixel. Dieser Wert wird auf Grundlage der fur das jeweilige Bild verwendeten Scanparameter
(VergréRerung des Objektivs, Wellenlange des Anregungslicht, Scanformat, Elektronischer
Zoomfaktor ...) berechnet.

» | Im Feld Filter Directions stellen Sie die Dimensionalitét des Filters ein. Wahlen Sie die
Raumachsen aus, auf die der Filter sequentiell angewendet werden soll. Es werden hier
eindimensionale Filter eingesetzt, das heil3t der Filter wird auf einmal immer nur tUber eine Achse
berechnet. Der Wert, der im Feld Filter Directions als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die
Grosse des Filters gemessen in Nanometern. Bei einem Wert von zum Beispiel 160 nm, werden
alle Wellenlangen kleiner gleich 160 nm gefiltert.

Sharp Factor (nur bei Filtertyp Sharpen)

Mit dem Schieber im Feld Sharp Factor variieren Sie die Wirkung des Filtertyps Sharp. Ist dieser
Faktor auf O eingestellt, ist der Filter nicht aktiv.

Kacheln Blur (Gallery), Sharpen (Gallery), Highpass (Gallery)

» | Klicken Sie auf die Kachel Blur (Gallery), Sharpen (Gallery) oder Highpass (Gallery), um eine
Galerie von Vorschaubildern des ausgewéhlten Bilddatensatzes zu sehen. Jedes der
Vorschaubilder wurde mit einer anderen Filterkerngrésse (und einem anderen Schérfefaktor)
berechnet. Klicken Sie auf eine Kachel, um den Dialog mit den entsprechenden Einstellungen
anzuzeigen.

Was sind morphologische Filter?

Morphologische Filter dienen dazu, mit Hilfe mathematischer Operatoren die Form von
zusammenhangenden Strukturen im Bild zu verédndern und vom Hintergrund zu trennen.
Morphologische Operatoren werden ublicherweise auf bindre Bilder angewandt. Bin&rbilder haben
Pixel, die nur den Wert 1 oder 0 haben. In der Leica Confocal Software kdnnen Sie mit den
Segmentierungsfunktionen binare Bilder erzeugen. Es konnen aber auch Grauwertbilder, also Bilder
mit einem Wertebereich von zum Beispiel 256 (8 Bit) verschiedenen Grauwerten/ Intensitatswerten,
mit diesen Operatoren bearbeitet werden.

LD siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Segmentation (Seite 218)

Das Prinzip besteht darin, eine Maske — auch Strukturelement genannt — Pixel fur Pixel Giber das Bild
zu bewegen. Das zu untersuchende Pixel ist immer das zentrale Pixel in der Maske. Die Maske kann
in der Leica Confocal Software die Form eines Quadrats, eines Kreuzes oder eines Kreises haben.
Form und Grosse der Maske bestimmen, welche und wieviele Nachbarpixel zum Filtern
herangezogen werden. Anhand eines bestimmten Kriteriums wird unterschieden, welche Pixel als
Struktur und welche als Hintegrund im Ergebnisbild definiert werden. Bei Binarbildern ist dieses
Kriterium die logische Verknipfung AND bzw. OR, bei Grauwertbildern ist es die Hohe des
Grauwertes/ Intensitatswertes.

L) siehe Boolesche Verkniipfungen (Seite 248)

Mit der Form der Maske beeinflusst man die Strukturen, die im Ergebnisbild hervorgehoben werden.
Hat man zum Beispiel die Kugel als Maskenform gewahlt, werden runde Formen im Ergebnisbild
betont. Es hangt jedoch von dem morphologischen Operator ab, bei welcher
Nachbarschaftsbeziehung das entsprechende Pixel im Ergebnisbild als Struktur oder als Hintergrund
kodiert wird.

Es gibt folgende zwei elementare Grundtypen morphologischer Operatoren, namlich die Erosion
(Erosion) und die Dilatation (Dilation), sowie Kombinationen dieser Operatoren:

Operator Beschreibung
Erosion Bei Binarbildern wird das untersuchte Pixel im Ergebnisbild dann auf den binaren
(Erosion) Wert 1 gesetzt, wenn alle Nachbarpixel (bestimmt durch die Form und Grosse der

Maske) im bin&ren Originalbild mit einer 1 kodiert sind.
Bei Grauwertbildern wird der minimale Grauwert der Nachbarpixel anstelle des
Wertes des untersuchten Pixels im Ergebnisbild eingetragen.
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Dilatation
(Dilation)

Bei Binarbildern wird das untersuchte Pixel im Ergebnisbild dann auf den binaren
Wert 1 gesetzt, wenn mindestens eines der Nachbarpixel (bestimmt durch die Form
und Grésse der Maske) im bindren Schwellenwertbild mit einer 1 kodiert ist.

Bei Grauwertbildern wird der maximale Intensitatswert der Nachbarpixel anstelle des
Wertes des untersuchten Pixels im Ergebnisbild eingetragen.

Operatorkombination | Beschreibung

Offnen (Open)

Offnen ist eine Operatorkombination. Zuerst wird eine Erosion und dann
eine Dilatation ausgefuhrt.

SchlieBen (Close)

Schliel3en ist eine Operatorkombination. Zuerst wird eine Dilatation und
dann eine Erosion ausgefuhrt.

Top Hat Top Hat bearbeitet das Bild mit der Operatorkombination Offnen und zieht
das Ergebnisbild vom Originalbild ab.

Bottom Hat Bottom Hat bearbeitet das Bild mit der Operatorkombination SchlieRen und
zieht das Originalbild vom Ergebnisbild ab.

Filter Beschreibung

Median

Rangordnung in der Mitte steht.

Der Medianfilter gehort zur Gruppe der nichtlinearen Rangordnungsfilter. Bei der
Medianfilterung werden die Intensitatswerte der Nachbarpixel (bestimmt durch die Form
und Grosse der Maske) nach ihrer GroR3e sortiert. Im Ergebnisbild der Medianfilterung wird
dann derjenige Intensitatswert anstelle des untersuchten Pixels eingetragen, der in dieser

Wirkung der morphologischen Operatoren

Originalbild

- pv. [ g
Nach der Anwendung des Filters Median

Strukturen (mit sehr hohen Intensitatswerten) sind
grau farbkodiert, der Hintergrund (Intensitatswert
0) dunkelblau. Zwischen diesen beiden
Extremwerten ist die Spanne von héheren zu
niedrigeren Intensitatswerten von braun, gelb, grin
bis turkis farbkodiert.

Der Medianfilter glattet das Gesamtbild,
wahrend er gleichzeitig Strukturen im Bild
akzentuiert und konturiert.

Nach der Anwendung des Operators Erosion

Nach der Anwendung des Operators
Dilation

Zusammenhangende Strukturen schrumpfen und
kleine Strukturen und Verbindungen zwischen
Strukturen verschwinden (die Zahl der hohen
Intensitatswerte sinkt, wahrend die Zahl der
niedrigen Intensitatswerte steigt).

Zusammenhangende Strukturen wachsen und
Zwischenraume innerhalb einer Struktur und
zwischen Strukturen werden gefillt. (die Zahl
der hohen Intensitatswerte steigt, wahrend die
Zahl der niedrigen Intensitatswerte sinkt).
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Nach der Anwendung des Operators Open Nach der Anwendung des Operators Close

(Erosion + Dilation) (Dilation + Erosion)

Zusammenhangende Strukturen schrumpfen und Zusammenhangende Strukturen wachsen und
Zwischenraume werden grosser (die Zahl der Zwischenraume bleiben nahezu unveréndert
hohen Intensitatswerte sinkt, wahrend die Zahl der | (die Zahl der hohen Intensitatswerte steigt,
niedrigen Intensitatswerte steigt). wahrend die Zahl der niedrigen

Intensitatswerte ungeféhr gleich bleibt).

Nach der Anwendung des Operators Top Hat Nach der Anwendung des Operators

Bottom Hat
Die hohen Intensitatswerte werden extrahiert Die niedrigen Intensitatswerte werden

extrahiert

Navigation: Image Filters\ Morphological Filters
Morphologische Filter auf Bilder anwenden

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Wahlen Sie eine der sieben Filtertypen aus: Medianfilter (Median), Erosion (Erosion), Dilatation
(Dilation), Offnen (Open), SchlieRen (Close) sowie Top hat und Bottom hat.

» | Wahlen Sie im Feld Mask die Grundform der Filtermaske aus: Quadrat (Cube), Kreuz (Cross)
oder Kreis (Sphere). Mit der Wahl der Form des Strukturelements beeinflusst man die

Bildstrukturen, die vom Filter herausgearbeitet werden. Zum Beispiel betonen Kreise runde

Strukturen im Ergebnisbild.

Geben Sie in den Feldern Size X, Size Y und Size Z die Grésse der Maske in Pixeln an. Die

Maskengrésse bestimmt, wieviele Nachbarpixel in die Filtermaske miteinbezogen werden.

Legen Sie im Feld Repetition fest, wie haufig der Filter angewendet werden soll.

v

v

Kacheln mit der Bezeichnung (Gallery)
» | Klicken Sie auf eine der mit (Gallery) benannten Kacheln, um eine Galerie von Vorschaubildern
des ausgewahlten Bilddatensatzes zu sehen. Jedes der Vorschaubilder wurde mit einem

anderen Strukturelement und oder Maskengrdsse berechnet. Klicken Sie auf eine Kachel, um
den Dialog mit den entsprechenden Einstellungen anzuzeigen.
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Nivellieren und Filtern von Oberflaichenaufnahmen (optional)

Materials

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen

v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: Materials\ Leveling

v Was sind lineare Filter?

~ Navigation: Materials\ Roughness Filter

~ Navigation: Materials\ Waviness Filter

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process

Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst tibliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfigbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grof3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlduterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
konnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewilinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

TR RN

Forward

Reset

. ™
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Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch h6heren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, vv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Materials\ Leveling

Anpassen einer Interpolationsfunktion an einen Datensatz zur Korrektur von Trendverldufen
(z.B. schief aufgenommener Datensatz)

Ziel des Verfahrens ist es, einen Intensitatsverlauf, der eine Trendkurve aufweist, in eine horizontale
Lage zu bringen. Dazu wird zuerst eine geeignete Interpolationsfunktion (Polynom) an den
Intensitatsverlauf angepasst. Danach wird der Abstand der optimalen Interpolationsfunktion zu einem
horizontalen Intensitatsplateau berechnet. Die auftretenden Intensitatsdifferenzen werden pixelweise
zum Originaldatensatz dazu addiert. Damit wird der Trendverlauf kompensiert.

siehe Anpassungsfunktion zur Korrektur von Trendverlaufen (Seite 246)

Die zu optimierende Zielfunktion bei der Ermittlung der Koeffizienten der Anpassungsfunktion lautet:

[11-fs2)dz =min
>

Waéhlen Sie einen der vier Typen der Anpassungsfunktion aus: Leveling (Linear), Leveling
(Bilinear), Leveling (Quadratic), Leveling (Cubic).

Fitting Interpolation Function | Formel

Linear f(x)=a+ bx +cy

Bilinear f(x) = a + bx + cx + dxy

Quadratic f(x) = a + bx + cx + dxy + fx2

Cubic f(x) =a+ bx + cx + dxy + fx2 + gxy? + hx3 + iy3

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Wahlen Sie die Schrittweite im Feld Sample Step Width. Mit der Schrittweite stellen Sie die
Anzahl von Stitzstellen fir das Polynom ein. Je kleiner die Schrittweite eingestellt wird, desto
zeitaufwendiger und genauer ist die Berechnung der Anpassungsfunktion.

» | Falls der Datensatz verrauscht ist, empfiehlt es sich, im Feld Threshold die
intensitatsschwachen Rauschsignale durch Einstellen eines Schwellenwertes auszublenden.
Alle Intensitatswerte, die betragsmaRig kleiner sind als der Schwellenwert, werden nicht zur
Berechnung herangezogen. Damit vermeidet man, dass die Rauschsignale falschlicherweise als
Stitzstellen fur die Anpassungsfunktion verwendet werden.
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Was sind lineare Filter?

Filter werden dazu eingesetzt, die Qualitat eines Bildes zu verbessern. In der Regel bedeutet dies,
unerwiinschte Bildpunkte (Pixel) aus dem Bild zu entfernen. Mit der hier verfliigbaren Filterfunktion,
einem Tiefpassfilter, wird statistisches Rauschen, das zum Beispiel durch den Detektor hervorgerufen
werden kann, in einem Bild unterdriickt.

Das Prinzip eines Filters besteht darin, den Wert eines jeden Pixel in einem Bild mit den Werten
seiner Nachbarpixel zu verrechnen. Der Filterkern (Kernel) beschreibt die Anzahl und die Gewichtung
der Nachbarpixel, die in die Berechnung des neuen Bildpunktes miteinflieRen. Der hier verwendete
Filterkern I&sst sich mit dem Pascalschen Dreieck beschreiben:

Filterkerngrésse | Pascalsches Dreieck Normierung
1 1 1/2
Kernel Size 3 1 2 1 1/4
1 3 3 1 1/8
Kernel Size 5 1 4 6 4 1 1/16
1 5 10 10 5 1 1/32
Kernel Size 7 1 6 15 20 15 6 1 1/64
1 7 21 35 35 21 7 1 1/128
Kernel Size 9 1 8 28 56 70 56 28 8 1]1/256

Wahlt man zum Beispiel die Filterkerngrosse 5 (Kernel Size 5) aus, so werden jeweils 5 Pixel des
Originalbildes in die Berechnung 1 Pixels im gefilterten Bild verwendet. Immer das mittlere Pixel im
Filterkern ist der zu berechnende Bildpunkt. Dabei werden die Grauwerte der 5 Pixel, entsprechend
dem Gewichtungsschema 1-4-6-4-1, mit den Faktoren 1/16, 4/16, 6/16, 4/16, 1/16 multipliziert und
miteinander zum Endwert addiert. In der folgenden schematischen Darstellung, bedeutet dies fiir die
Berechnung des Pixels C, dass die Grauwerte der Pixel A, B und D, E in die Berechung des
gefilterten Pixels C' mit einflieRen. Die Berechnung von C' lautet: 16x1/16 + 4x4/16 + 8x6/16 +
32x4/16 + 8x1/16 =1+1+3+8+0,5=13,5

A B C D E
Grauwerte der Pixel A-E im Originalbild | 16 4 8 32 8
Faktoren der Filterkerngrésse 5 1/16 | 4/16 | 6/16 | 4/16 | 1/16
Grauwert von C' im gefilterten Bild 13,5

Eine solche Berechnung wird fiir jedes Pixel im Originalbild durchgefihrt. Am Rand des Bildes ragt
die Filtermaske Uber das Bild hinaus. Fir diese Pixel wird der Wert O gesetzt.

Wirkung der linearen Filter

-
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Intensitatsprofil eines ungefilterten Bildes
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Intensitatsprofil des Bildes nach der Anwendung | Intensitatsprofil des Bildes nach der Anwendung
des Filters Waviness des Filters Roughness

» | Wenn Sie den Filter Waviness auswahlen, wird der oben beschriebene Tiefpassfilter auf das
Bild angewendet. Dieser Filtertyp filtert die hohen Frequenzen aus dem Bild. Das heif3t, die stark
ausgepragten Ubergange von niedrigen zu hohen Intensitédtswerten werden abgeschwacht. Mit
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diesem Filter kann Rauschen aus einem Bild entfernt werden.

Wenn Sie den Filter Roughness auswéhlen wird der Tiefpassfilter auf das Bild angewendet und
dann werden die Werte des Originalbildes von den Werten des tiefpassgefilterten Bildes
subtrahiert. Das Ergebnis entspricht einem Bild, das mit einem Hochpassfilter bearbeitet wurde.
Dieser Filtertyp stellt nur die stark ausgepragten Ubergénge von niedrigen zu hohen
Intensitatswerten im Bild dar.

Navigation: Materials\ Roughness Filter
Hochpassfilter auf Bilder anwenden

>

Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

>

Im Feld Kernel Size wahlen Sie einen Wert fur die Filterkerngrosse aus. Der Wert, der im Feld
Kernel Size als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die Grosse des Filters gemessen in
Pixel. Dieser Wert wird auf Grundlage der fur das jeweilige Bild verwendeten Scanparameter
(VergroRerung des Objektivs, Wellenlange des Anregungslicht, Scanformat, Elektronischer
Zoomfaktor ...) berechnet.

Im Feld Filter Directions stellen Sie die Dimensionalitét des Filters ein. Wahlen Sie die
Raumachsen aus, auf die der Filter sequentiell angewendet werden soll. Es werden hier
eindimensionale Filter eingesetzt, das heil3t der Filter wird auf einmal immer nur tber eine Achse
berechnet. Der Wert, der im Feld Filter Directions als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die
Grosse des Filters gemessen in Nanometern. Bei einem Wert von zum Beispiel 160 nm, werden
alle Wellenldngen kleiner gleich 160 nm gefiltert.

Navigation: Materials\ Waviness Filter
Tiefpassfilter auf Bilder anwenden

>

Waéhlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

>

Im Feld Kernel Size wahlen Sie einen Wert fir die Filterkerngrosse aus. Der Wert, der im Feld
Kernel Size als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die Grisse des Filters gemessen in
Pixel. Dieser Wert wird auf Grundlage der fur das jeweilige Bild verwendeten Scanparameter
(VergroRRerung des Objektivs, Wellenlange des Anregungslicht, Scanformat, Elektronischer
Zoomfaktor ...) berechnet.

Im Feld Filter Directions stellen Sie die Dimensionalitat des Filters ein. Wahlen Sie die
Raumachsen aus, auf die der Filter sequentiell angewendet werden soll. Es werden hier
eindimensionale Filter eingesetzt, das heil3t der Filter wird auf einmal immer nur tber eine Achse
berechnet. Der Wert, der im Feld Filter Directions als Cut-off Wavelength angegeben wird, ist die
Grosse des Filters gemessen in Nanometern. Bei einem Wert von zum Beispiel 160 nm, werden
alle Wellenldngen kleiner gleich 160 nm gefiltert.
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Reduzieren von Ubersprechen zwischen Detektionskanilen

Multicolor

sAL:

I_ﬁ"'&iéé&ﬁmkapitel finden Sie folgende Themen
v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
~ Navigation: Multicolor\ Crosstalk Reduction

Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
gedffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfigbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlauterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger Uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwéahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Menuzeile oben rechts stehen lhnen folgende Tasten (5) zur Verfigung:

o R B
| Back Forward| Up| . Reset

™

» | Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

» | Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.
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» | Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch hoheren Ebene zu gelangen.

» | Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

» | Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Navigation: Multicolor\ Crosstalk Reduction

Reduzieren von Ubersprechen zwischen Detektionskanilen

Bei der Aufnahme von Praparaten, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden, deren
Emissionsspektren nahe beeinander liegen oder sich tiberlappen kann es zum Ubersprechen von
Fluoreszenzsignalen kommen. Dabei kommt es zu einer unerwiinschten Ubertragung von Signalen
von einem Detektionskanal in einen anderen. Mit dieser Funktion haben Sie die Méglichkeit, diese
unerwtiinschte Signalinformation eines Bilddatensatzes mit bis zu vier Detektionskanalen mittels einer
Matrixmultiplikation zu reduzieren.

— Matri

e 211 M12 M13 f14 chi
h2 21 M22_Mp3 M ch2
{i = 2{2{: 2 h§ )
ch3 M3 M3IZ MBI 2 e

chd T 820 i hdd ch

[
[7100 ﬂ|:‘-u.1n ﬂ| 00 ﬂpn.nu
[ oo ﬂ| 100 = Lu.un ﬂ| o.00
[ oo ﬂ| T ﬂ| o.00
| 000 ﬂ| 0.00 ﬂ| 0.00 ﬂ| 1.00

Im Dialog ist die Matrixmultiplikation dargestellt. Die Pixelwerte der bis zu 4 méglichen Kanéle des zu
bearbeitenden Originalbildes (1) werden mit Hilfe von den Faktoren M11 bis M44 (2) miteinander
verrechnet. Die Kennzahlen der Faktoren M beziehen sich auf die Kanéle. Der Faktor M12 zum
Beispiel représentiert den Anteil an Signalinformation, den der Kanal 2 des Originalbildes (1) im Kanal
1 des Ergebnisbildes (3) haben soll. Da sich die Faktoren M11, M22, M33 und M44 auf denselben
Kanal in Originalbild und Ergebnisbild beziehen, sind diese Faktoren auf den Wert 1 eingestellt.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Durch Veranderung des Faktors M reduzieren oder erhohen Sie die Signalinformation im Kanal
des Ergebnisbildes. Soll zum Beispiel das Ubersprechen von Kanal 2 in Kanal 1 aus dem Kanal
1 im Ergebnisbild entfernt werden, geben Sie im Feld M12 eine negative Zahl zwischen 0 und 1
ein. Wenn Sie positive Zahlen zwischen 0 und 1 in Feld M12 eingeben, wird die
Signalinformation in Kanal 1 des Ergebnisbildes erhoht.
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Segmentierung von Bildstrukturen (optional)

Segmentation

In diesem Kapitel finden Sie folgende Themen

v Aufbau und Bedienung des Arbeitsschritts Process
v Was ist Segmentierung in der Bildverarbeitung ?

v Navigation: Segmentation\ Thresholding

Navigation: Segmentation\ Seeding (Threshold)
Navigation: Segmentation\ Seeding (Single Channel)
Navigation: Segmentation\ Seeding (Cross-Channel)

<

<

4
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Wenn Sie auf das Pfeilsymbol Process klicken, wird der sonst Ubliche Aufbau der Bedienoberflache
vollstandig verandert. Alle Funktionstasten der anderen Schaltflachenbereiche/ Arbeitsschritte werden
ausgeblendet. Auf der linken Seite wird das Ansichtsfenster Experiment Overview (1) mit den
getffneten Experimenten angezeigt. Darunter befindet sich das Navigationsfenster (2) mit dem
Verzeichnisbaum aller in diesem Arbeitsschritt verfligbaren Funktionen. In der Mitte der
Bedienoberflache werden 10 grol3e Kacheln (3) angezeigt, die 10 Funktionsgruppen umfassen.
Oberhalb dieser Kacheln befindet sich ein Hilfefeld (4), in dem eine kurze Erlduterung zu einer
Funktionsgruppe eingeblendet werden kann, indem man den Mauszeiger Uber die entsprechende
Kachel halt.

» | Klicken Sie auf die Kachel mit der gewtinschten Funktionsgruppe. Auf jeder Navigationsebene
kdnnen Sie eine Erlauterung der Funktionsgruppen oben im Hilfefeld einblenden, indem Sie den
Mauszeiger uber die jeweilige Kachel halten.

» | Wahlen Sie in den nachfolgenden Navigationsebenen jeweils eine Kachel, bis Sie auf der
untersten Ebene die gewlinschte Funktion mit dem entsprechenden Dialog erreicht haben.

» | Im Navigationsfenster konnen Sie direkt eine Funktion anwahlen, indem Sie den
entsprechenden Ordner anklicken.

In der Mentizeile oben rechts stehen Ihnen folgende Tasten (5) zur Verfligung:

o R B
| Back Forward| Up| . Reset

™
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Klicken Sie auf die Taste Back, um zur zuletzt angezeigten Navigationsebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Forward, um die Ebene anzuzeigen, die Sie ausgewahlt hatten, bevor
Sie auf die Taste Back geklickt haben.

Klicken Sie auf die Taste Up, um zur hierarchisch h6heren Ebene zu gelangen.

Klicken Sie auf die Taste Reset, um geanderte Variablen auf die letzte Einstellung
zurlickzusetzen.

vV, vv VvV

Um den Arbeitsschritt Process zu verlassen, klicken Sie auf das Pfeilsymbol eines anderen
Arbeitsschritts (z.B. Acquire).

Am unteren Ende jedes Dialogs finden Sie folgende beiden Schaltflachen:

Prewview Apply

» | Klicken Sie auf die Schalflache Preview, um die ausgewahlte Funktion auszufiihren und das
Ergebnisbild rechts im Vorschaufenster anzuzeigen.

» | Klicken Sie auf die Taste Apply, um die ausgewahlte Funktion auf den aktiven Bilddatensatz
anzuwenden, das Ergebnisbild im Ansichtsfenster Viewer anzuzeigen und eine neue Datei im
aktiven Experiment zu erzeugen.

Was ist Segmentierung in der Bildverarbeitung ?

Viele Anwendungen der Konfokalmikroskopie erfordern es, Strukturen in einem Bild zu extrahieren
und diese als Ganzes zum Beispiel quantitativen Analysen zugénglich zu machen. Um relevante von
irrelevanter Bildinformation zu trennen, wendet man das Verfahren der Segmentierung an. Unter
Segmentierung versteht man in der Bildverarbeitung einerseits die Trennung von Hintergrund und
Struktur und andererseits die Unterteilung eines Bildes in zusammenhangende Strukturen. Es gibt
punktorientierte und regionenorientierte Verfahren der Segmentierung.

Punktorientierte Verfahren betrachten den Intensitatwert eines isolierten Pixels. Bei diesem Verfahren
erfa8t man die Intensitatswertverteilung eines Bildes in einem Histogramm und versucht, in diesem
einen Schwellenwert zu finden. Dieses Verfahren ist in der Leica Confocal Software mit der
«Thresholding» Funktion (Schwellenwertfunktion) realisiert. Es kann ein unterer und ein oberer
Schwellenwert eingestellt werden. Fir alle Pixel, deren Intensitatswert innerhalb des von den
Schwellenwerten definierten Bereiches liegt, wird im Ergebnisbild der bindre Wert 1 eingetragen und
fur alle anderen Pixel der binare Wert 0. Das Ergebnis ist ein Binarbild mit der Information Struktur
versus Hintergrund. Die als Struktur kodierten Pixel werden alle mit dem maximalen Grauwert 255
(bei 8 Bittiefe) dargestellt, die als Hintergrund kodierten Pixel mit dem Grauwert O.

Im Gegensatz zum punktorientierten Verfahren, bertcksichtigt das regionenorientierte Verfahren der
Segmentierung den Sachverhalt, dass Strukturen zusammenhangende Gebilde sind. Dies bedeutet
fur die Bildverarbeitung, dass jedes Pixel immer zusammen mit seinen Nachbarpixeln untersucht
werden muss. Entscheidend fir die Identifikation eines Pixels als Struktur oder Hintergrund ist dann
nicht mehr die isolierte Betrachtung des Intensitatswertes eines Pixels, sondern der Intensitatswert
eines Pixels im Kontext der Intensitatswerte seiner Nachbarpixel. Dieses Verfahren ist in der Leica
Confocal Software mit den «Seeding» Funktionen (Bereichswachstumsfunktionen) realisiert.
Ausgehend von einem Startpixel (auch «Saatpixel» genannt) wird die Relation der Intensitatswerte
von Startpixel und Nachbarpixel Gberpruft. Anhand eines Kriteriums, zum Beispiel, dass der
Intensitatswert eines Nachbarpixels nicht mehr als 75% vom Wert eines Saatpixels abweichen darf,
wird dann entschieden, welche Pixel im binaren Ergebnisbild zur Struktur (binarer Wert 1) und welche
zum Hintergrund (binarer Wert 0) gerechnet werden.
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Originalbild Binarbild o Bindrbild
Punktorientiertes Verfahren, Regionenorientiertes Verfahren,
Thresholding Seeding

Navigation: Segmentation\ Thresholding

Punktorientiertes Segmentieren mittels Schwellenwert

Es kann ein unterer und ein oberer Schwellenwert definiert werden. Der Intensitatswert jedes Pixels
im Bild wird danach untersucht, ob er innerhalb oder au3erhalb dieses Schwellenwertbereiches liegt.
Diese Methode der Segmentierung ist vor allem dann sinnvoll, wenn sich die Strukturen im Bild nicht
bertihren und deutlich vom Hintergrund abheben.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Legen Sie im Register Lower im Feld Channels getrennt fur jeden Detektionskanal den unteren
Schwellenwert fest, indem Sie einen Wert zwischen 0 und 255 (bei 8 Bittiefe) eingeben oder den
Schieberegler entsprechend positionieren. Intensitatswerte, die unterhalb dieses
Schwellenwertes liegen, werden im bindren Ergebnisbild auf 0 gesetzt.

» | Legen Sie im Register Upper im Feld Channels getrennt firr jeden Detektionskanal den oberen
Schwellenwert fest, indem Sie einen Wert zwischen 0 und 255 (bei 8 Bittiefe) eingeben oder den
Schieberegler entsprechend positionieren. Intensitatswerte, die oberhalb dieses
Schwellenwertes liegen, werden im bindren Ergebnisbild auf 0 gesetzt.

» | Klicken Sie im Feld Options auf Lock Channels, wenn Sie denselben Schwellenwert fiir alle
Detektionskandle festlegen wollen.

» | Klicken Sie auf die Schaltflache Suggest, wenn die Software einen geeigneten unteren
Schwellenwert berechnen soll. Fir die Berechnung des Schwellenwertes wird der Algorithmus
verwendet, der im Register Estimation ausgewahlt wurde (siehe unten).

Register Estimation

Entropy Maximisation: Berechnung der maximalen Entropie

Grundlage dieses Algorithmus ist die Pramisse, dass es einen Zusammenhang zwischen der
Wahrscheinlichkeit eines Ereignisses und seinem Informationsgehalt gibt. Demnach haben haufigere
Ereignisse (oftmals Hintergrund) einen geringeren Informationswert und seltenere Ereignisse (oftmals
Struktur) einen héheren. Die im Bild vorhandenen lintensitatswerte werden in zwei Mengen unterteilt
und nach dem Intensitatswert untersucht, bei dem die Entropie, die Wahrscheinlichkeit seines
Auftretens am groRten ist. Der optimale Schwellenwert ist dann jener, bei dem die Summe der
Entropien der beiden Mengen am gréR3ten ist, oder anders gesagt der Informationsgehalt am
geringsten ist.

Within Group Variance Minimisation: Berechung des Minimalwertes der Gruppenvarianz
Grundlage dieses Algorithmus ist die Pramisse, dass in einem Bild zwei Normalverteilungen von
einerseits niedrigen und andererseits hohen Intensitatswerten gefunden werden kénnen, die der
Struktur und dem Hintergrund entsprechen. Fir jeden moglichen Schwellenwert werden die im Bild
vorhandenen Intensitatswerte untersucht und zwei Normalverteilungskurven berechnet. Der
Schwellenwert wird dann zwischen diese beiden Kurven gelegt.

Navigation: Segmentation\ Seeding (Threshold)
Regionenorientiertes Segmentieren mittels Schwellenwert
Der Benutzer kann einen unteren und einen oberen Schwellenwert definieren. Ausgehend von einem
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auswahlbaren Startpixel werden die Intensitatswerte aller Nachbarpixel danach untersucht, ob sie
innerhalb oder au3erhalb dieses Schwellenwertbereiches liegen. Werden keine Nachbarpixel mehr
gefunden, die innerhalb des Wertebereichs liegen, wird die Operation beendet.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Legen Sie im Feld Lower Threshold den unteren Schwellenwert und im Feld Upper Threshold
den oberen Schwellenwert fest, indem Sie einen Wert zwischen 0 und 255 (bei 8 Bittiefe)
eingeben oder den Schieberegler entsprechend positionieren. Intensitatswerte, die unterhalb
bzw. oberhalb dieses Schwellenwertbereiches liegen, werden im bindren Ergebnisbild auf O
gesetzt.

» | Wahlen Sie im Feld Position im Listenfeld Channels den Detektionskanal aus, dessen Bilddaten
segmentiert werden sollen. Ist die Option All ausgewahlt, wird die Segmentierung getrennt fir
jeden Detektionskanal ausgefiihrt.

» | Ist der Bilddatensatz eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie, wahlen Sie im Listenfeld rechts
daneben, noch die vierte Dimension, das heif3t einen bestimmten Zeitpunkt bzw. eine bestimmte
Wellenlange aus.

» | Positionieren Sie das Fadenkreuz im Bild zur Definition des Startpixels. Zu diesem Zweck geben
Sie im Feld Position je einen Wert fur die x-, y- und z-Koordinate ein. Oder ziehen Sie das
Fadenkreuz im Bild mit gedriickter linker Maustaste an die gewiinschte Position.

Navigation: Segmentation\ Seeding (Single Channel)

Regionenorientiertes Segmentieren in einem Kanal

Der Benutzer kann eine zulassige Abweichung (in Prozent) vom Intensitatswert eines auswéhlbaren
Startpixels definieren. Ausgehend von diesem Startpixel werden die Intensitatswerte aller
Nachbarpixel danach untersucht, ob sie mehr als zum Beispiel 75% vom Wert des Startpixels
abweichen. Werden keine Nachbarpixel mehr gefunden, die innerhalb des zulassigen Wertebereichs
liegen, wird die Operation beendet. Diese Operation wird fur jeden ausgewahlten Detektionskanal
getrennt ausgefuhrt.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Legen Sie im Feld Threshold die zulassige Abweichung in Prozent fest, indem Sie einen Wert
eingeben oder den Schieberegler entsprechend positionieren. Intensitatswerte, die starker
abweichen als der eingestellte Prozentbereich, werden im bindren Ergebnisbild auf 0 gesetzt.

» | Wahlen Sie im Feld Position im Listenfeld Channels den Detektionskanal aus, dessen Bilddaten
segmentiert werden sollen. Ist die Option All ausgewahlt, wird die Segmentierung getrennt fir
jeden Detektionskanal ausgefiihrt.

» | Ist der Bilddatensatz eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie, wahlen Sie im Listenfeld rechts
daneben, noch die vierte Dimension, das heif3t einen bestimmten Zeitpunkt bzw. eine bestimmte
Wellenlange aus.

» | Positionieren Sie das Fadenkreuz im Bild zur Definition des Startpixels. Zu diesem Zweck geben
Sie im Feld Position je einen Wert fir die x-, y- und z-Koordinate ein. Oder ziehen Sie das
Fadenkreuz im Bild mit gedrickter linker Maustaste an die gewtinschte Position.

Navigation: Segmentation\ Seeding (Cross-Channel)

Regionenorientiertes Segmentieren iiber alle Kanile

Der Benutzer kann eine zulassige Abweichung (in Prozent) vom Intensitatswert eines auswéhlbaren
Startpixels definieren. Ausgehend von diesem Startpixel werden die Intensitatswerte aller
Nachbarpixel danach untersucht, ob sie mehr als zum Beispiel 75% vom Wert des Startpixels
abweichen. Werden keine Nachbarpixel mehr gefunden, die innerhalb des zulassigen Wertebereichs
liegen, wird die Operation beendet. Im Gegensatz zur vorhergehenden Funktion «Seeding (Single
Channel)» wird hier die Operation gleichzeitig tiber alle Detektionskanale ausgefihrt.

» | Wahlen Sie im Ansichtsfenster Experiment Overview den zu bearbeitenden Bilddatensatz aus,
indem Sie die Datei doppelklicken.

» | Legen Sie im Feld Threshold die zulassige Abweichung in Prozent fest, indem Sie einen Wert
eingeben oder den Schieberegler entsprechend positionieren. Intensitatswerte, die starker
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abweichen als der eingestellte Prozentbereich, werden im binaren Ergebnisbild auf O gesetzt.

» | Im Feld Position im Listenfeld Channels ist die Option All fest eingestellt. Ist der Bilddatensatz

eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie, wahlen Sie im Listenfeld rechts daneben, noch die
vierte Dimension, das heil3t einen bestimmten Zeitpunkt bzw. eine bestimmte Wellenlédnge aus.

» | Positionieren Sie das Fadenkreuz im Bild zur Definition des Startpixels. Zu diesem Zweck geben

Sie im Feld Position je einen Wert fur die x-, y- und z-Koordinate ein. Oder ziehen Sie das
Fadenkreuz im Bild mit gedriickter linker Maustaste an die gewiinschte Position.

Mess- und Analysefunktionen

Histogramm berechnen

I[[I]]l ?

| Hist]
Funktion

Mit der Funktion Histogram wird die Haufigkeit einer Messgrosse gemessen, in einer Kurve dargestellt
und zusatzlich verschiedene statistische Werte berechnet. Das Histogramm wird aus dem im
Ansichtsfenster Viewer ausgewahlten Datensatz gemessen. Bei diesem Datensatz kann es sich um
eine raumliche Serie, eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie handeln. Die statistischen Werte
werden in Abhangigkeit der Grésse der dritten Dimension - Héhe (z) fur raumliche Serien, Zeit (t) fur
Zeitserien, Wellenlange (A) fur Wellenldngenserien - berechnet.

» | Klicken Sie auf die Taste Histogram.

» | Es wird ein Ansichtsfenster gedffnet, in dem die Messkurve fiir jeden Detektionskanal und die

statistischen Werte angezeigt werden.

Parameter Bedeutung | Formel
# Pixel Gesamtzahl der Pixel, die in die Berechnung des Histogramms eingehen.
Entspricht dem eingestellten Scanformat.
Mean Der arithmetische Mittelwert ( ] 1 Z
wil)= L
Fixel =
Maximum Maximalwert Max (1)
Minimum Minimalwert Min (1)
Variance Varianz 1 2
VAR (T)= Wz. (1; - 1))
Average Mittlere Abweichung 1
Deviation DIsF ':I:'-mzi: |1 - l1)|
Standard Standardabweichung
Deviation

Mean Energy

Mittlere Bildenergie

Root Mean
Square (RMS)

Quadratischer Mittelwert

Skewness

Schiefe der Verteilung
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Einige der Parameter sind in wissenschaftlicher Exponentialnotation angegeben, z.B. Pixel =
3.28e+005 = 327680 (entspricht dem Scanformat 640 x 512).

Mit dem Maximalwert und Minimalwert der Intensitét lassen sich der Gain Wert und der

Offset Wert die Detektoren optimal einstellen.

Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI)

=
Pr.(2)

Funktion

Mit der Funktion Profile (z) wird eine Messgrosse innerhalb eines Auswertungsbereichs gemessen, in
einer Kurve dargestellt und verschiedene statistische Werte berechnet. Das Profil wird aus dem im
Ansichtsfenster Viewer ausgewahlten Datensatz gemessen. Bei diesem Datensatz kann es sich um
eine raumliche Serie, eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie handeln. Die statistischen Werte
werden in Abhangigkeit der Grosse der dritten Dimension - Hohe (z) fur raumliche Serien, Zeit (t) fur
Zeitserien, Wellenlange (A) fur Wellenlangenserien - berechnet.

» | Klicken Sie auf die Taste Profile (z) und zeichnen Sie einen Auswertungsbereich (ROI) im Bild
ein. Die Tasten, mit denen Sie einen Auswertungsbereich definieren, werden zusammen mit der
Profile (z) Taste aktiviert.

siehe Auswertungsbereich (ROI) als Ellipse definieren (Seite 228 ff.)

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) als Polygon definieren

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) als Rechteck definieren

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) automatisch definieren

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) marikieren und verschieben

ED) siehe Auswertungsbereiche (ROI) I6schen

» | Es wird automatisch ein Ansichtsfenster gedffnet, in dem die Messkurve fiir jeden
Detektionskanal und die statistischen Werte angezeigt werden.

Parameter Bedeutung | Formel
# Pixel(ROI) Anzahl der Pixel innerhalb des ausgewahlten Auswertungsbereichs
Area Flacheninhalt des A
Auswertungsbereichs A = .[d’g‘ A
1]
Length Hohe des Bildstapels (Raumliche
Serie) L=z = w412 #ly2 - y1)?

Aufnahmezeit (Zeitserie)
Bandbreite (Wellenldngenserie)

Mean Amplitude Arithmetisches Mittel 1

pl=— 31,

Fixel Bog

Maximum Amplitude Maximalwert Max (1)
Position Maximum Position des Maximalwertes Arg Max | (z), (t), (A)
Amplitude
Minimum Amplitude Minimalwert Min (1)
Position Minimum Position des Minimalwertes Arg Min | (2), (t), ()
Amplitude
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Average Deviation Mittlere Abweichung

DISP |;1:|=N1__12 11 - )]

Standard Deviation Standardabweichung

Variance Varianz 1

Die folgenden 4 Messwerte erscheinen nur, wenn im Dialogfenster Viewer Options die
Funktion Zweipunktmessung ausgewahlt ist

» | Wahlen Sie Menii View, Option Experiment Overview, Bildsymbol Charts.
siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Charts (Seite 158)

» | Im Feld Measurement konnen Sie die Zweipunktmessung ein- oder ausschalten, indem Sie 2
Point oder Off wahlen.

I(um); I(s); Intensitat gemessen an Messpunkt 1 (z, t, A) [(z2); I(ty); 1(A1)
I(nm)
I(2); 1(t); I(A) | Intensitdt gemessen an Messpunkt 2 (z, t, A) 1(z); I(t,); I(A)
dl, dz Differenz der Werte zwischen Messpunkt 1 und 2 [1(z1) - (Z2)]; [I(ty) - I(t)],
[I(AL) - 1(A2)]
d(z), (t), () Hoéhe (z), Aufnahmezeit (t), Bandbreite (A) zwischen den | |zy - Z,]; [ty - G2, |A1 - Ag]
Messpunkten 1 und 2

Typische Anwendungen

Diese Funktion kann zur Ermittlung der Extremwerte der Intensitét innerhalb eines Bildstapels
verwendet werden. Diese wiederum ermoglichen die optimierte Einstellung der Detektoren.
Desweiteren kann mit dieser Funktion das Emissionsmaximum einer Wellenlangenserie ermittelt
werden. Durch Anpassung der Breite und Position der Blenden vor den Detektoren, kann mehr
Emissionslicht aus der Probe aufgenommen werden als mit konventionellen optischen Filtern. Bei
Zeitserien kann mit dieser Funktion der Zeitpunkt der hdchsten Fluoreszenzaktivitat ermittelt werden.

Diese Quantifizierungsfunktion ist nur offline, d.h. nur fir bereits aufgenommene

Datensétze verfigbar.

Messen eines Profils entlang einer Strecke

A
=
Prof.,

Funktion

Mit der Funktion Profile wird eine Messgrosse entlang einer Strecke gemessen, in einer Kurve
dargestellt und verschiedene statistische Werte berechnet. Das Profil wird aus dem im
Ansichtsfenster Viewer ausgewahlten Datensatz gemessen. Bei diesem Datensatz kann es sich um
eine raumliche Serie, eine Zeitserie oder eine Wellenlangenserie handeln. Die statistischen Werte
werden in Abhangigkeit der Grésse der dritten Dimension - Héhe (z) fur raumliche Serien, Zeit (t) fur

Zeitserien, Wellenlange (A) fur Wellenlangenserien - berechnet.

Benutzerhandbuch Leica TCS SP2 deutsch
Art.Nr.: 15-9330-052 / Vers.: 21022002
Seite 224 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH

LCS Softwarefunktionen:

Beschreibung der Einzelfunktionen

» | Klicken Sie auf die Taste Profile. Die Messstrecke wird im Ansichtsfenster Viewer als weilRe

ziehen.

Linie im Bild eingeblendet.
Die Lange und Position der Messstrecke kdnnen Sie beliebig &ndern, indem Sie die Strecke
anklicken und mit gedruickter linker Maustaste die Anfasspunkte an die gewilinschte Position

» | Es wird automatisch ein Ansichtsfenster geétffnet, in dem die Messkurve fiir jeden

Detektionskanal und die statistischen Werte angezeigt werden.

Parameter Bedeutung Formel
Length Lange der Mel3strecke
2 2
L=oflez - x1)? +{y2 - v1)
Mean Arithmetisches Mittel der Messgrolie 1
Amplitude ul)= o Z' i
Fiel Pl
Maximum Maximalwert der MessgroRe Max ( I)
Amplitude
Minimum Minimalwert der Messgrofie Min (1)
Amplitude
Average Mittlere statistische Abweichung der Werte 1
Deviation vom Mittelwert der MessgroRe DISF (I)= mz |1i - &1}
i
Standard Standardabweichung der Werte der 7 5
Deviation MessgroRe s(1)= JWAR T = e (15 - (1))
i
Variance Varianz der Messgrolie 2

Die folgenden 4 Messwerte erscheinen nur, wenn im Dialogfenster Viewer Options die
Funktion Zweipunktmessung ausgewahlt ist

» | Wahlen Sie Menii View, Option Experiment Overview, Bildsymbol Charts.

siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Charts (Seite 158)

» | Im Feld Measurement konnen Sie die Zweipunktmessung ein- oder ausschalten, indem Sie 2

Point oder Off wéahlen.

Parameter Bedeutung Formel

I((um); I(s); An Messpunkt 1 gemessener Wert (z, t, A) [(z1); 1(ts); 1(A1)

I(nm)

I(um); 1(s); An Messpunkt 2 gemessener Wert (z, t, A) 1(z.); I(t); 1(A.)

I(nm)

dl, dz Differenz der Werte zwischen Messpunkt 1 und 2 [(zy) - 1(z2)]; |I(ty) - 1(t2)],
[I(A1) - 1(A2)|

d(2), (t), \) Hoéhe (z), Aufnahmezeit (t), Bandbreite (A) zwischen |21 - Zo|; |ty - to], |A1 - Ag]

den Messpunkten 1 und 2

Datensétze verflugbar.
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Messen von Oberflachen und Volumen

Funktion

Mit der Funktion Materials werden Oberflachen und Volumina eines dreidimenionalen, raumlichen
Datensatzes berechnet.

Wenn Sie auf die Taste Materials klicken, wird automatisch ein Ansichtsfenster getffnet, in dem eine
Messkurve und die Gro3e des akkummulierten Volumens in Abhéngigkeit von der z-Position
angezeigt werden. Akummuliertes Volumen bedeutet, dass flr jede z-Position der Wert des
darunterliegenden Volumens des Datensatzes ermittelt wird.

Voraussetzung fur die Berechnung der Oberflachen und Volumina ist ein Topographiebild. Die Taste
Materials ist deshalb erst aktiv, wenn zuvor mit der Taste Topography ein Topographiebild des
Datensatzes erzeugt wurde. Es kann immer nur ein Detektionskanal quantifiziert werden.

siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

Parameter Bedeutung

Scanned Dieser Wert stellt die horizontale Projektion der Oberflache eines xy- Schnittes dar.

Area A

Surface Dieser Wert stellt die tatsachliche Oberflache eines xy-Schnittes dar. Die tatséachliche

Area A' Oberflache ist im Verhaltnis zur horizontalen Projektion immer mindestens gleich
grol3, im allgemeinen sogar grofier.

Ratio A'/A Dieser Wert stellt das Verhaltnis von Oberflache zur Grundflache dar. Je groRRer er
ist, desto mehr ist die zweidimensionale Oberflache in den dreidimensionalen Raum
eingebettet.

Die folgenden 4 Messwerte erscheinen nur, wenn im Dialogfenster Viewer Options die
Funktion Zweipunktmessung ausgewahlt ist

» | Wahlen Sie Menii View, Option Experiment Overview, Bildsymbol Charts.
siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Charts (Seite 158)

» | Im Feld Measurement konnen Sie die Zweipunktmessung ein- oder ausschalten, indem Sie 2
Point oder Off wahlen.

V(z<=oberer Dieser Wert stellt das Volumen dar, das unterhalb des oberen
Positionswert) Positionswertes des Messschiebers liegt (rechter Eckpunkt des Schiebers)
V(z<=unterer Dieser Wert stellt das Volumen dar, das unterhalb des unteren
Positionswert) Positionswertes des Messschiebers liegt (rechter Eckpunkt des Schiebers)
av Volumen zwischen den beiden Positionswerten des Schiebers
dz Abstand zwischen den beiden Positionswerten des Schiebers

‘Diese Quantifizierungsfunktion ist nur offline, d.h. nur fiir bereits aufgenommene

‘Datensétze verfugbar.
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Quantifizierungsgraphen in die Prasentationsseite kopieren

0Snap

Funktion

Mit der Funktion Snap Quantification Data werden die von Quantifizierungsfunktionen berechneten
Daten in eine Prasentationsseite kopiert. Die berechneten Werte der folgenden
Quantifizierungsfunktionen, die auch einen Auswertungsgraphen anzeigen, kénnen in eine
Prasentationsseite kopiert werden:

LD siehe Prasentationsseite anlagen (Seite 234)

[ -_5‘ ] siehe Messen eines Profils entlang einer Strecke (Seite 224)

[ @ L) siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

[ Z | | £ siehe Messen von Oberflachen und Volumen (Seite 226)

é LD siehe Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke (Seite 243)

R-Prof.

Quantifizierungsgraphen drucken

Funktion

Mit der Funktion Print Quantification Data werden die von Quantifizierungsfunktionen berechneten
Daten an den Standarddrucker gesendet. Die berechneten Werte der folgenden
Quantifizierungsfunktionen, die auch einen Auswertungsgraphen anzeigen, kdnnen gedruckt werden:

[ -_5‘ ] siehe Messen eines Profils entlang einer Strecke (Seite 224)

Prof.
[ g ] siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

A
]

. Pr. (2)
[ IL ] siehe Messen von Oberflachen und Volumen (Seite 226)

Mat.
é | | £ siehe Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke (Seite 243)

R-Prof.

Diese Funktion steht auch im Kontextmenu innerhalb der Ansichtsfenster von
Quantifizierungsfunktionen zur Verfligung:
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> Halten Sie den Mauszeiger Uber das von einer Quantifizierungsfunktion geoffnete
Ansichtsfenster.

> Klicken Sie die rechte Maustaste und wahlen Sie den MenUpunkt Print.

Quantifizierungsdaten exportieren

1?31

OExp.
Funktion
Mit der Funktion Export Quantification Data kbnnen Sie die von Quantifizierungsfunktionen
berechneten Daten als ASCII-Daten exportieren. Damit kénnen die Daten zum Beispiel in Excel
eingelesen und bearbeitet werden. Die berechneten Werte der folgenden Quantifizierungsfunktionen,
die auch einen Auswertungsgraphen anzeigen, kénnen exportiert werden:

L) siehe Messen eines Profils entlang einer Strecke (Seite 224)

Prof.
'i_g ] siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)
. Pr. (2)

IL siehe Messen von Oberflachen und Volumen (Seite 226)

@ siehe Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke (Seite 243)

R-Prof.

Diese Funktion steht auch im Kontextmenu innerhalb der Ansichtsfenster von
Quantifizierungsfunktionen zur Verfigung:

> Halten Sie den Mauszeiger Uber das von einer Quantifizierungsfunktion getffnete
Ansichtsfenster.

> Klicken Sie die rechte Maustaste und wahlen Sie den MenUpunkt Export.

Auswertungsbereich (ROI) als Ellipse definieren

—

P
Ellip

Funktion

Mit der Taste Ellipse kann ein elliptischer Auswertungsbereich (Region of Interest oder ROI) im Bild
definiert werden:

Klicken Sie auf die Taste Ellipse.

Dricken Sie die linke Maustaste Uber der Position im Bild, wo sich ein Eckpunkt des
Auswertungsbereichs befinden soll.

> Ziehen sie bei gedriickter linker Maustaste den Cursor diametral in die gegentberliegende Ecke,
um den zweiten Eckpunkt des Auswertungsbereichs zu definieren.

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) markieren und verschieben (Seite 231)
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LD siehe Auswertungsbereich (ROI) verschieben und drehen (Seite 232)
siehe Auswertungsbereiche (ROIs) léschen (Seite 232)

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Ellipse ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

'f@ | | £ siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

I I] L) siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

. Hist.
[ R ] siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)
R-Area

Auswertungsbereich (ROI) als Polygon definieren

Funktion
Mit der Taste Polygon kann ein frei bestimmbarer, polygonférmiger Auswertungsbereich (Region of
Interest oder ROI) im Bild definiert werden:

Klicken Sie auf die Taste Polygon.

Driucken Sie die linke Maustaste Uber der Position im Bild, wo sich ein Eckpunkt des
Auswertungsbereichs befinden soll.

» | Um weitere Eckpunkte des Polgons zu definieren, lassen Sie die Maustaste los, fahren Sie den
Cursor in die nachste Ecke des Polygons und klicken Sie erneut die linke Maustaste.
Wiederholen Sie dies fir jede gewiinschte Ecke des Polygons.

p | Wenn Sie das Polygon frei Hand zeichnen wollen, halten Sie die linke Maustaste gedriickt,
wahrend Sie den Auswertungsbereich in das Bild zeichnen.

p | Sie konnen das Polygon durch einen Doppelklick schliessen.

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) markieren und verschieben (Seite 231)
L) siehe Auswertungsbereich (ROI) verschieben und drehen (Seite 232)
LD siehe Auswertungsbereiche (ROIs) I6schen (Seite 232)

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Polygon ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

# g
&
¥

Pr. (2]

il

Hist

] L) siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

L) siehe Histogramm berechnen (Seite 222)
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L) siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)

|R-Area

Auswertungsbereich (ROI) als Rechteck definieren

L]

_ Rect|

Funktion

Mit der Taste Rectangle kann ein rechteckiger Auswertungsbereich (Region of Interest oder ROI) im
Bild definiert werden:

Klicken Sie auf die Taste Rectangle.

Driicken Sie die linke Maustaste Uber der Position im Bild, wo sich ein Eckpunkt des
Auswertungsbereichs befinden soll.

> Ziehen Sie bei gedrickter linker Maustaste den Cursor diametral in die gegeniberliegende
Ecke, um den zweiten Eckpunkt des Auswertungsbereichs zu definieren.

siehe Auswertungsbereich (ROI) markieren und verschieben (Seite 231)
siehe Auswertungsbereich (ROI) verschieben und drehen (Seite 232)
LD siehe Auswertungsbereiche (ROIs) I6schen (Seite 232)

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Rectangle ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

‘@ siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

I I] siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

L) siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)

Auswertungsbereich (ROI) automatisch definieren

e

Wiz,

Funktion

Mit der Taste Wizard kbénnen Sie eine beliebige Struktur im Bild als einen Auswertungsbereich
(Region of Interest oder ROI) automatisch vom Rechner im Bild definieren lassen. Je nachdem,
welche der Tasten Sie noch angeklickt haben, wird ein elliptischer, rechteckiger oder polygonférmiger
Auswertungsbereich um die Struktur gelegt.

Klicken Sie auf die Taste Ellipse, Rectangle oder Polygon und dann auf die Taste Wizard.

Doppelklicken Sie mit der linken Maustaste auf die Struktur im Bild, die Sie als
Auswertungsbereich markieren wollen.
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> Die Struktur wird automatisch als elliptischer, rechteckiger oder polygonférmiger
Auswertungsbereich markiert.

siehe Auswertungsbereich (ROI) als Ellipse definieren (Seite 228 ff.)
siehe Auswertungsbereich (ROI) als Polygon definieren

siehe Auswertungsbereich (ROI) als Rechteck definieren

siehe Auswertungsbereiche (ROIs) léschen

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Wizard ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

[ g | | £ siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

I I] L) siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

L) siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)

Auswertungsbereich (ROI) markieren und verschieben

Funktion
Mit der Taste Select ROI kénnen sie einen Auswertungsbereich (Region of Interest oder ROI) im Bild
markieren und verschieben:

Klicken Sie auf die Taste Select ROl und dann auf den Auswertungsbereich, den Sie
verschieben wollen.

Bewegen Sie den Mauszeiger in das Innere des Auswertungsbereichs.

Sobald sich der Mauszeiger zu einem Uberkreuzten Doppelpfeil verandert, driicken Sie die linke
Maustaste und halten diese gedriickt.

V| Vv | Vv| Vv

Verschieben Sie den Auswertungsbereich bei gedrickter linker Maustaste.

Sie kdnnen die Grosse eines einmal gezeichneten Auswertungsbereiches wieder andern:

> Halten Sie den Mauszeiger Uber eine Seitenkante des markierten Auswertebereichs, bis ein
Doppelpfeil sichtbar wird. Driicken Sie die linke Maustaste um den Auswertungsbereich in eine
Richtung zu ziehen.

» | Wenn Sie den Mauszeiger exakt in einen Eckpunkt des markierten Auswertungsbereichs stellen,
kénnen Sie die Ausdehnung in zwei Richtungen gleichzeitig verandern.

siehe Auswertungsbereich (ROI) verschieben und drehen (Seite 232)
siehe Auswertungsbereiche (ROI's) léschen (Seite 232)

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Select ROI ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:
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'i_g ] siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

I I] L) siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

L) siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)

Funktion
Mit der Taste Rotate ROI kénnen sie einen Auswertungsbereich (Region of Interest oder ROI) im Bild
verschieben und drehen:

Klicken Sie auf die Taste Rotate ROl und dann auf den Auswertungsbereich, den Sie drehen
wollen.

Stellen Sie den Mauszeiger exakt in einen Eckpunkt des markierten Auswertungsbereichs.

Sobald sich der Mauszeiger zu einem Doppelpfeil veréandert, driicken Sie die linke Maustaste
und halten diese gedrickt.

V| Vv | Vv| Vv

Drehen Sie den Auswertungsbereich bei gedrickter linker Maustaste. Der Auswertungsbereich
wird um seinen Mittelpunkt gedreht.

Sie kénnen die Grosse eines einmal gezeichneten Auswertungsbereiches wieder andern:

» | Halten Sie den Mauszeiger Uber eine Seitenkante des markierten Auswertebereichs, bis ein
Doppelpfeil sichtbar wird. Driicken Sie die linke Maustaste um den Auswertungsbereich in eine
Richtung zu ziehen.

LD siehe Auswertungsbereiche (ROIs) I6schen (Seite 232)

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Rotate ROI ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

A
]

[ g ] siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

. Pr. (2)
I I] ] siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

Hist
[ R ] siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)
R-Area

Auswertungsbereiche (ROIl's) I6schen
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Funktion

Mit der Taste Clear kénnen alle definierten Auswertungsbereiche (ROI's) auf einmal geléscht werden.
Léschen Sie einen einzelnen Auswertungsbereich, indem Sie die Taste Select ROl anklicken, dann
den Auswertungsbereich im Bild und mit der auf der Tastatur befindlichen Ldschtaste entfernen.

LCS Softwarefunktionen:
Beschreibung der Einzelfunktionen

Randbedingungen

Die Definition eines Auswertungsbereichs im Bild ist fir Quantifizierungsfunktionen erforderlich. Die
Taste Clear ist deshalb erst aktiv, wenn Sie zuvor mit einer der folgenden Tasten eine
Quantifizierungsfunktion aktiviert haben:

e
£

[ @ | | £ siehe Messen eines Profils innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 223)

L Pr. (z)
I I] | | £ siehe Histogramm berechnen (Seite 222)

. Hist
A

R-Area)

L) siehe Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs (ROI) (Seite 244)
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Datendokumentation

Prasentationsseite anlegen

&

Annot.

Funktion

Mit der Taste Annotation wird ein Fenster gedffnet, in dem Sie aufgenommene Bilder zu
Prasentationszwecken aufbereiten kdnnen. Haben Sie die Préasentationsseite gedffnet, werden die
zusatzlichen Tasten Snap, Line, Rectangle und Text aktiv. Mit diesen Tasten kénnen Sie das im
Ansichtsfenster Viewer geladene Bild in die Prasentationsseite kopieren, bestimmte Bereiche im
kopierten Bild mit Linien und Rechtecken hervorheben und in einem Textfeld eine Bildbeschriftung
einfagen.

LD siehe Linie zeichnen (Seite 235)
L) siehe Rechteck zeichnen (Seite 235)
siehe Textfeld anlegen (Seite 236)

Wenn Sie den Mauszeiger uber die Présentationsseite halten und dann auf die rechte Maustaste
klicken, erscheint ein Kontextmeni, in dem lhnen folgende Befehle zur Verfugung stehen:

Befehl Funktion

Line Eine Linie im voreingestellten Format wird in die Présentationsseite eingefigt.
Rectangle | Ein Rechteck im voreingestellten Format wird in die Présentationsseite eingefligt.
Text Ein Textfeld im voreingestellten Schrifttyp wird in die Prasentationsseite eingeflgt.
Zoom Sie kénnen zwischen vier Gro3endarstellungen der Prasentationsseite auswahlen.
Grid Ein nicht druckbares Gitterliniennetz wird in der Prasentationsseite eingeblendet.

Die Befehle Line, Rectangle und Text sind nicht nur im Kontextmen( vorhanden, sondern kénnen
auch mit den entsprechenden separaten Tasten aktiviert werden.

Prasentationsseiten erhalten beim Abspeichern die Dateiendung *.ano.

Bild in die Prasentationsseite kopieren

Snap
Funktion

Wenn Sie auf die Taste Snap klicken, wird das im Ansichtsfenster Viewer geladene Bild in die
Prasentationsseite kopiert. Wenn Sie das kopierte Bild markieren und dann auf die rechte Maustaste
klicken, erscheint ein Kontextmeni, in dem lhnen folgende Befehle zur Verfigung stehen:

Befehl Funktion
Original size | Das Bild wird in Originalgré3e angezeigt.
Fit to page Das Bild wird auf die Grol3e der Prasentationsseite vergrof3ert.

Bring to front | Das Bild wird in den Vordergrund gerickt.
Send to back | Das Bild wird in den Hintergrund geriickt.
Delete Das Bild wird gel6scht.

Die GroRRe des Bildes kdnnen Sie beliebig verandern, indem Sie mit dem Mauszeiger an einem
Anfasspunkt des Bildes ziehen. Um das Bild zu verschieben, ohne seine Grél3e zu verandern,
markieren Sie das Bild und verschieben Sie es, wahrend Sie die linke Maustaste gedriickt halten.
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Die Taste Snap kann nur betatigt werden, wenn zuvor eine Prasentationsseite mit der

Taste Annotation gedffnet und dann das Ansichtsfenster Viewer angeklickt wurde.

Linie in die Prasentationsseite zeichnen

]

_ Line]

Funktion

Mit der Taste Line zeichnen Sie eine Linie in die Prasentationsseite. Klicken Sie in der
Prasentationsseite auf die Stelle, an der die Linie beginnen soll. Halten Sie die linke Maustaste
gedriickt und ziehen Sie den Mauszeiger Uber die Seite, bis zu dem Punkt, an dem die Linie enden
soll. Wenn Sie die Linie markieren und dann auf die rechte Maustaste klicken, erscheint ein
Kontextmend, in dem Ihnen folgende Befehle zur Verfligung stehen:

Befehl Funktion
Style In einem Dialogfenster kdnnen Typ, Starke und Lange der Linie eingestellt werden.
Color In einem Dialogfenster kann eine beliebige Farbe fir die Linie ausgewahlt werden.

Bring to front | Die Linie wird in den Vordergrund geruckt.
Send to back | Die Linie wird in den Hintergrund gerickt.
Delete Die Linie wird gelscht.

Die Lange der Linie kdnnen Sie verandern, indem Sie mit dem Mauszeiger an einem der
Anfasspunkte der Linie ziehen. Um die Linie zu verschieben, ohne ihre Gré3e zu veréandern, klicken
Sie auf den mittleren Anfasspunkt und verschieben Sie die Linie, wahrend Sie die linke Maustaste
gedruckt halten.

‘Die Taste Line kann nur betétigt werden, wenn zuvor eine Prdsentationsseite mit der

‘ Taste Annotation gedffnet wurde.

Rechteck in die Prasentationsseite zeichnen

Rect|
Funktion

Mit der Taste Rectangle zeichnen Sie ein Rechteck in die Prasentationsseite. Klicken Sie in der
Prasentationsseite auf die Stelle, an der sich eine Ecke des Rechtecks befinden soll. Halten Sie die
linke Maustaste gedriickt und ziehen Sie den Mauszeiger Uber die Seite, um die GroRe des
Rechtecks zu bestimmen. Wenn Sie das Rechteck markieren und dann auf die rechte Maustaste
klicken, erscheint ein Kontextmen, in dem lhnen folgende Befehle zur Verfligung stehen:

Befehl Funktion

Style In einem Dialogfenster kdnnen Typ und Starke der Linie sowie weitere Optionen
eingestellt werden.

Color In einem Dialogfenster kann eine beliebige Farbe fir das Rechteck ausgewéhlt
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werden.
Bring to Das Rechteck wird in den Vordergrund gerUckt.
front
Sent to Das Rechteck wird in den Hintergrund gerickt.
back
Delete Das Rechteck wird geldscht.

Die GroRRe des Rechtecks kdnnen Sie verandern, indem Sie mit dem Mauszeiger an einem der
Anfasspunkte des Rechtecks ziehen. Um das Rechteck zu verschieben, ohne seine GréR3e zu
verandern, klicken Sie in die Mitte des Rechtecks und verschieben Sie es, wahrend Sie die linke
Maustaste gedriickt halten.

‘Die Taste Rectangle kann nur betétigt werden, wenn zuvor eine Présentationsseite mit

‘der Taste Annotation gedffnet wurde.

Textfeld in die Prasentationsseite einfligen

Funktion

Mit der Taste Text fugen Sie ein Textfeld in die Prasentationsseite ein. Klicken Sie in der

Prasentationsseite auf die Stelle, wo sich das Textfeld befinden soll. Halten Sie die linke Maustaste
gedrickt und ziehen Sie den Mauszeiger Uber die Seite, um die GroRe des Textfelds zu bestimmen.
Wenn Sie das Textfeld markieren und dann auf die rechte Maustaste klicken, erscheint ein
Kontextmen, in dem lhnen folgende Befehle zur Verfugung stehen:

Befehl Funktion

Font In einem Dialogfenster konnen verschiedene Schrifttypen und weitere
Formatierungen ausgewahlt werden.

Transparent | Der Hintergrund scheint durch das Textfeld durch.

Bring to front | Der Text wird in den Vordergrund gerickt.

Send to Der Text wird in den Hintergrund gertickt.

back

Delete Der Text wird geldscht.

Die GroRRe des Textfelds konnen Sie verandern, indem Sie mit dem Mauszeiger an einem der
Anfasspunkte des Textfelds ziehen. Um das Textfeld zu verschieben, ohne seine Grolie zu
verandern, klicken Sie in die Mitte des Textfelds und verschieben Sie es, wahrend Sie die linke
Maustaste gedriickt halten.

Die Taste Text kann nur betétigt werden, wenn zuvor eine Prdsentationsseite mit der

Taste Annotation gedffnet wurde.

Drucken
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=
Print
Funktion
Sie kénnen den Druckbefehl entweder mit der Taste Print oder tUber das Dialogfenster Printer

Selection auslésen. Um dieses Dialogfenster zu 6ffnen, wahlen Sie im Menu File die Option Print.
Gedruckt werden kann das im Ansichtsfenster Viewer geladene Bild oder eine Prasentationsseite.

Wenn Sie mit der Taste Print den Druckbefehl auslosen, wird das im Ansichtsfenster geladene Bild
oder die Prasentationsseite mit dem voreingestellten Drucker und in der voreingestellten
Seitendarstellung gedruckt. Diese Standardeinstellungen kénnen Sie im Dialogfenster Printer
Selection nach ihren Wiinschen verandern. Zu diesem Zweck kdénnen Sie folgende Schaltflachen in
diesem Dialogfenster bedienen:

Schaltflache Funktion

Printer setup Offnet ein Dialogfenster, in dem man den Drucker und Druckereinstellungen
andern kann.

Print Das Bild oder die Préasentationsseite wird ausgedruckt.

Background Offnet ein Dialogfenster, in dem man eine beliebige Hintergrundfarbe fiir die Seite

color auswahlen kann.

Center on page | Das Bild wird in die Mitte der Seite plaziert.

Fit to page Die Bildgrof3e wird auf die GréRBe des bedruckbaren Bereichs ausgerichtet.

Aspect ratio Das Seitenverhéltnis des Bildes bleibt bei Anderungen von Héhe und Breite
erhalten.

Im Feld Image kénnen Sie die Hohe (Size Y) und Breite (Size X) des Bildes veréndern und einen

Seitenrand nach oben (Offset Y) und einen Seitenrand nach links (Offset X) definieren. Bildgréf3e und
Seitenrander kdnnen nicht verandert werden, wenn die Schaltflache Fit to page angeklickt ist. Haben
Sie die Schaltflache Center on Page angeklickt, kdnnen nur die Seitenrénder nicht verandert werden.

Mit der im Feld Print Preview eingeblendeten Vorschau der Druckseite kénnen Sie das Ergebnis der
vorgenommenen Anderungen tberprifen. Im Feld Page wird Hohe und Breite des bedruckbaren
Bereichs angegeben (der nicht identisch mit dem Papierformat ist). In den untersten beiden Zeilen
des Dialogfensters wird der aktuell installierte Drucker und das eingestellte Papierformat angezeigt.

Wenn Sie das Dialogfenster Printer Selection mit OK verlassen, werden alle
Einstellungen im aktiven Ansichtsfenster Viewer gespeichert. Somit kénnen Sie fiir
verschiedene Bilder eine unterschiedliche Druckereinstellung und Seitendarstellung
speichern. Diese Einstellungen gehen jedoch mit dem Verlassen der Leica Confocal

Software verloren.
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Datenhandling

Datei 6ffnen
2
Open

Funktion
In der Leica Confocal Software kénnen Sie mit der Taste Open verschiedene Dateiformate 6ffnen.

Dateiformat Beschreibung

Experiment (*.lei) Ein Leica-spezifisches, bindres Datenformat. Beim Lesen der Experimente
werden nicht nur die Bilddaten sondern auch die experimentellen
Einstellungen geladen.

Prasentationsseite Ein Leica-spezifisches, binares Datenformat. Die auf den

(*.ano) Prasentationsseiten vorhandenen Elemente wie Bilder, Texte und Grafiken
liegen jeweils als einzelne Objekte vor.

Tiff-Dateien (*.tif) Es handelt sich um Leica Bilddateien im Single- und Multi-Tiff-Format. Es

kdénnen auch externe Dateien im RGB-Tiff-Format eingelesen werden.

L) siehe Experiment anlegen (Seite 241)
siehe Prasentationsseite anlegen (Seite 234)

Datei speichern

Save
Funktion
Wenn Sie auf die Taste Save klicken, werden die Daten im aktuellen Experiment (*.lei) oder in der
aktuellen Prasentationsseite (*.ano) gespeichert.

Wenn Sie mit der Taste Save ein Experiment oder eine Prasentationsseite zum ersten Mal speichern,
erscheint zuerst das Dialogfenster Save As.

Oft werden Originaldaten unabsichtlich mit der Funktion Save (berschrieben. Dies
kénnen Sie verhindern, indem Sie die Funktion Save As verwenden, um ein bereits

gespeichertes Experiment unter einem anderen Namen abzuspeichern.

siehe Datei speichern unter (Seite 238)

Datei speichern unter

Save..
Funktion
Mit der Taste Save As kdnnen Sie ein Experiment (*.lei) oder eine Prasentationsseite (*.ano) unter
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einem bestimmten Dateinamen und in einem bestimmten Dateiformat abspeichern.

Beim Abspeichern eines Experiments wird auf Dateiebene ein Ordner mit dem Namen des
Experiments angelegt. Im Unterverzeichnis dieses Ordners befindet sich die Beschreibungsdatei
(*.lei) des Experiments zusammen mit den einzelnen Bilddateien. Bei der Beschreibungsdatei handelt
es sich um ein Leica-spezifisches bindres Datenformat. In dieser Datei werden die
Parametereinstellungen und die in Form einer Farbzuordnungstabelle gespeicherte Farbinformation
jedes zu diesem Experiment gehdrenden Bildes registriert.

Die Bilddateien eines Experiments kénnen im Format tif oder im Format raw abspeichert werden. Im
Standardformat tif sind die experimentellen Einstellungen und die Farbinformation eines Bildes
nochmals redundant enthalten. Im Format raw werden lediglich die Bilddaten abgespeichert.

Typische Anwendungen

Der Vorteil des Formats raw ist die geringere Dateigréi3e, die jedoch nur bei Bildaufnahmen mit relativ
geringer Datenmenge zum Tragen kommt. Wenn Sie zum Beispiel eine Bildserie mit einer gro3en
Anzahl von Einzelbildern, aber bei einem kleinen Scanformat aufnehmen, kénnen Sie die Bildserie im
Format raw schneller speichern und 6ffnen als im Format fif.

Alle Dateien speichern

all
Funktion
Mit der Taste Save All kbnnen Sie mehrere Experimente (*.lei) und Prasentationsseiten (*.ano)
hintereinander unter einem bestimmten Dateinamen und in einem bestimmten Dateiformat
abspeichern.

Beim Abspeichern eines Experiments wird auf Dateiebene ein Ordner mit dem Namen des
Experiments angelegt. Im Unterverzeichnis dieses Ordners befindet sich die Beschreibungsdatei
(*.lei) des Experiments zusammen mit den einzelnen Bilddateien. Bei der Beschreibungsdatei handelt
es sich um ein Leica-spezifisches binares Datenformat. In dieser Datei werden die
Parametereinstellungen und die in Form einer Farbzuordnungstabelle gespeicherte Farbinformation
jedes zu diesem Experiment gehdrenden Bildes registriert.

Die Bilddateien eines Experiments kénnen im Format tif oder im Format raw abspeichert werden. Im
Standardformat tif sind die experimentellen Einstellungen und die Farbinformation eines Bildes
nochmals redundant enthalten. Im Format raw werden lediglich die Bilddaten abgespeichert.

Typische Anwendungen

Der Vorteil des Formats raw ist die geringere Dateigréi3e, die jedoch nur bei Bildaufnahmen mit relativ
geringer Datenmenge zum Tragen kommt. Wenn Sie zum Beispiel eine Bildserie mit einer grof3en
Anzahl von Einzelbildern, aber bei einem kleinen Scanformat aufnehmen, kénnen Sie die Bildserie im
Format raw schneller speichern und 6ffnen als im Format fif.
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Benutzerspezifische Anpassungen

Funktionen liber die Bedienkonsole steuern

Funktion

Verschiedene Parameter miissen wahrend einer Bildaufnahme haufig neu eingestellt werden. Mit
Hilfe der Bedienkonsole kénnen deshalb Funktionen schnell und direkt gesteuert werden. Sie kénnen
den Drehknépfen der Bedienkonsole eine Auswahl von Funktionen frei zuordnen:

\ > | Wahlen Sie im Meni View die Option Status Bars und dann Control Panel Status Bar. |

Die Statusleiste fur die Bedienkonsole wird am unteren Ende der Benutzeroberflache der Leica
Confocal Software angezeigt. Von links nach rechts gesehen besteht die Statusleiste aus dem
Symbol fiir die Bedienkonsole, den sieben Feldern, die die Drehknépfe der Bedienkonsole
reprasentieren, und drei Schaltflachen.

» | klicken Sie auf eines der Felder, die wie die Drehknopfe der Bedienkonsole angeordnet sind.

» | Es wird eine Liste gedffnet, in der Sie die gewiinschte Funktion auswahlen kénnen. Der Name
der zugeordneten Funktion wird im Feld angezeigt.

Die Ansprechempfindlichkeit der Drehknépfe kann variiert werden:

» | Klicken Sie in der Statusleiste der Bedienkonsole mit der rechten Maustaste auf einen
Aufnahmeparameter.

Bei den Aufnahmeparametern Phase, Pinhole, Scan Field Rotation und Zoom kann man
zwischen den drei Empfindlichkeitsstufen Smooth, Moderate und Rough wahlen.

>
» | Bei den Aufnahmeparametern Gain, Offset, Smart Gain und Smart Offset kann die Anzahl Volt
>

Bei den Aufnahmeparametern Z Position und Z Wide Position kann die Anzahl Mikrometer pro
Drehung des Drehknopfs variiert werden.

pro Drehung des Drehknopfs variiert werden.

Weitere Informationen zu diesem Thema finden Sie in der separaten Online Hilfe:

Tutorials (Ubungen zur Bedienung der Leica Confocal Software)

Haben Sie allen Drehknopfen eine Funktion zugeordnet, konnen Sie diese Konfiguration als Vorlage
abspeichern.

» | Klicken Sie auf die linke der drei Schaltflachen, die sich am rechten Rand der Statusleiste
befinden.

» | Ein Dialogfenster wird gedffnet, in dem Sie der Konfiguration einen Namen geben und sie
speichern kdnnen.

» | Klicken Sie auf die mittlere Schaltflache, um eine Konfiguration auszuwéahlen und zu laden.

Neben diesen benutzerdefinierten Konfigurationen kdnnen Sie auch auf weitere werkseitig
vordefinierte Konfigurationen zugreifen:

» | Klicken Sie auf die rechte der drei Schaltflachen, die sich am rechten Rand der Statusleiste
befinden.

» | Ein Dialogfenster wird geoffnet, in dem alle Konfigurationen fiir die Bedienkonsole aufgelistet
sind.
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Die voreingestellten Konfigurationen, die mit einem L (Leica) gekennzeichnet sind, kdnnen nur
geladen aber nicht verandert werden. Die benutzerdefinierten Konfigurationen werden im Listenfeld
unter User angelegt und mit einem U (User) gekennzeichnet. Wenn Sie eine dieser Konfigurationen
anklicken und anschlieBend auf die rechte Maustaste klicken, stehen lhnen in einem Kontextmeni
folgende Befehle zur Verflgung:

Befehl Funktion

Set as default Die Konfiguration wird als Standardeinstellung beim Start der Software
template geladen.

Remove default Die Konfiguration als Standardeinstellung wird riickgangig gemacht.
setting

Load Die Konfiguration wird geladen.

Rename (nur bei U) Die Konfiguration kann umbenannt werden.

Delete (nur bei U) Die Konfiguration wird geldscht.

Experiment anlegen

P

MNew
Funktion
Wenn Sie auf die Taste New Experiment klicken, wird ein neues Ansichtsfenster Viewer gedffnet und
damit ein neues Experiment angelegt. Ein Experiment ist eine Datei, die aus mehreren Einzelbildern
oder Bildserien bestehen kann. Sie haben damit die Moglichkeit, mehrere Bilder, die mit
unterschiedlichen Scanparametern aufgenommen wurden, oder Ergebnisbilder von
Bildverarbeitungen, in einem Experiment zusammenzufassen. Bei den Experimenten (*.lei) handelt es
sich um ein Leica-spezifisches Datenformat.

Ansichtsfenster Viewer als Vorlage abspeichern

[___‘.
N
_Templ
Funktion

Mit der Taste Template kann eine benutzerdefinierte Gestaltung des Ansichtsfensters Viewer als
Vorlage abgespeichert werden. Die Elemente des Ansichtsfensters Viewer, die ein- oder
ausgeblendet werden kdnnen, sind die Tastenfelder, die Farbleisten der Farbzuordnungstabellen
sowie die Legende Experiment.

LD siehe Ansichtsfenster Viewer (Seite 153)

Wenn Sie auf die Taste Template klicken, wird ein Dialogfenster gedffnet, in dem Sie einen Namen
fur die Vorlage eingeben. Diese Konfiguration des Ansichtsfensters Viewer wird gespeichert und
immer dann geladen, wenn Sie eine Datei 6ffnen oder ein neues Experiment anlegen.

Zusitzliche Information

Klicken Sie im Men( Tools auf Options, um im Register Viewer Template auf voreingestellte und
benutzerdefinierte Vorlagen zugreifen zu kénnen. Im Listenfeld Leica Templates stehen Ihnen
folgende voreingestellte Vorlagen zur Verfigung:

Viewer Gestaltung
Template

Viewer (Pure) | Das Ansichtsfenster besteht nur aus dem Bildfenster.

Viewer (LUT) | Das Ansichtsfenster besteht aus dem Bildfenster und den Farbleisten der
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Farbzuordnungstabellen.
Viewer Das Ansichtsfenster besteht aus den Tastenfeldern, dem Bildfenster, den
(Standard) Farbleisten der Farbzuordnungstabellen und der Legende Experiment.

Im Listenfeld Personal Templates werden die benutzerdefinierten Vorlagen eingetragen. Mit den
Schaltflachen Add Active Viewer und Remove Template kénnen Sie eine neue Vorlage speichern
bzw. eine bereits existierende I6schen.

Klicken Sie im Menil Tools auf Options, um im Register Workspace festzulegen, ob, und wenn ja,
wieviele Ansichtsfenster Viewer beim Start der Leica Confocal Software getffnet werden sollen.
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Optionale Softwarepakete

Materials

Rauhigkeitsmessungen entlang einer Strecke

E

R-Prof,

Funktion

Mit der Funktion Roughness Profile werden Hohen-, Abstands- und Winkelwerte einer Oberflache
entlang einer Strecke gemessen und in einer Kurve dargestellt. Das Hohenprofil wird aus dem im
Ansichtsfenster Viewer ausgewahlten Datensatz gemessen. Bei diesem Datensatz sollte es sich um
eine rdumliche Serie handeln.

Voraussetzung fir die Erzeugung des Hohenprofils ist ein Topographiebild. Die Taste Roughness
Profile ist deshalb erst aktiv, wenn zuvor mit der Taste Topography ein Topographiebild des
Datensatzes erzeugt wurde. Es kann immer nur ein Detektionskanal quantifiziert werden.

siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

» | Klicken Sie auf die Taste Roughness Profile. Die Messstrecke wird im Ansichtsfenster Viewer
als weil3e Linie im Bild eingeblendet.

Die Lange und Position der Messstrecke kdnnen Sie beliebig &ndern, indem Sie die Strecke
anklicken und mit gedrickter linker Maustaste die Anfasspunkte an die gewilinschte Position
ziehen.

» | Es wird automatisch ein Ansichtsfenster gedffnet, in dem die Messkurve fiir jeden
Detektionskanal und die statistischen Werte angezeigt werden.

Parameter Bedeutung Formel

Evaluation Lange der eingezeichneten Messstrecke nach 3 3
length: I(P) | DIN EN ISO 4287 L= bz =) (ya - v1)
Max. Peak: Hohe der hochsten Profilspitze (bezogen auf die Max (Pp)

Pp durchschnittliche H6he) nach DIN EN ISO 4287

Min. Valley: Tiefe des grofdten Profiltales (bezogen auf die Min (Pv)

Pv durchschnittliche H6he) nach DIN EN ISO 4287

Deviation: Pa | Arithmetischer Mittelwert der Profilordinate
innerhalb der Messstrecke (durchschnittliche
Héhe) nach DIN EN ISO 4287

mit

RMS: Pq Quadratischer Mittelwert der Profilordinate
innerhalb der Messstrecke nach DIN EN ISO
4287

Die folgenden 4 Messwerte erscheinen nur, wenn im Dialogfenster Viewer Options die
Funktion Zweipunktmessung ausgewahlt ist

» | Wahlen Sie Menii View, Option Experiment Overview, Bildsymbol Charts.
siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Charts (Seite 158)

» | Im Feld Measurement konnen Sie die Zweipunktmessung ein- oder ausschalten, indem Sie 2
Point oder Off wahlen.
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Parameter Bedeutung Formel
h (Position linker Messpunkt | Hohe des Profils an der Position des linken hy (1
des Schiebers) Messpunktes des Schiebers
h (Position rechter Hohe des Profils an der Position des rechten h, (I
Messpunkt des Schiebers) Messpunktes des Schiebers
Step Height dh Hohendifferenz des Profils zwischen linkem und |h2 —hy |
rechtem Messpunkt des Schiebers
dx Abstand zwsichen linkem und rechtem Eckpunkt des ||2 —14 |
Schiebers
alpha Winkel zwischen der Verbindungslinie linker
Messpunkt-rechter Messpunkt zur Horizontalen arctan [—]

Speichern von Messwerten

Die Werte an den Positionen der beiden Messpunkte sowie die Héhendifferenz zwischen den beiden
Messpunkten kdnnen von der Software gespeichert werden.

» | Wahlen Sie Menii View, Option Experiment Overview, Bildsymbol Surface Measure.
ED) siehe Dialogfenster Viewer Options, Bildsymbol Surface Measure (Seite 163)

» | Klicken Sie im Feld Multipoint Measurement auf die Schaltfliche Remember, um die Werte zu

speichern. Mit der Schaltflache Clear werden sie wieder geldscht.

‘Diese Quantifizierungsfunktion ist nur offline, d.h. nur fiir bereits aufgenommene

Datensétze verflugbar.

Rauhigkeitsmessungen innerhalb eines Auswertungsbereichs
(ROI)

N
|R-Area
Funktion
Mit der Funktion Roughness Area werden Hohen-, Abstands- und Winkelwerte einer Oberflache
innerhalb eines Auswertungsbereichs gemessen. Das Profil wird aus dem im Ansichtsfenster Viewer

ausgewahlten Datensatz gemessen. Bei diesem Datensatz sollte es sich um eine raumliche Serie
handeln.

Voraussetzung fir die Erzeugung des Hohenprofils ist ein Topographiebild. Die Taste Roughness
Area ist deshalb erst aktiv, wenn zuvor mit der Taste Topography ein Topographiebild des
Datensatzes erzeugt wurde.

siehe Topographiebild erzeugen (Seite 182)

» | Klicken Sie auf die Taste Roughness Area und zeichnen Sie einen Auswertungsbereich (ROI)
im Bild ein. Die Tasten, mit denen Sie einen Auswertungsbereich definieren, werden zusammen
mit der Taste Roughness Area aktiviert.

£ siehe Auswertungsbereich (ROI) als Ellipse definieren (Seite 228 ff.)

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) als Polygon definieren

LD siehe Auswertungsbereich (ROI) als Rechteck definieren

L) siehe Auswertungsbereich (ROI) automatisch definieren

1 siehe Auswertungsbereich (ROI) marikieren und verschieben

[ siehe Auswertungsbereiche (ROI) loschen
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» | Es wird automatisch ein Ansichtsfenster geoffnet, in dem die statistischen Werte angezeigt

werden.
Parameter | Bedeutung | Formel
# Pixel Anzahl der Pixel innerhalb des ausgewahlten Auswertungsbereichs
Area Flacheninhalt A
A= _[d a A
1]

Avg. Height | Durchschnittliche Hohe der Profilordinate 1 A
H=— I Ll v idA
7 ) 'IH 3-’:'

Pa Arithmetischer Mittelwert der Profilordinate innerhalb 1 o,
der Messstrecke (durchschnittliche Hohe) nach DIN - _.[
EN ISO 4287 Pa=3 7 by oA
N mit
Il y)=Z;-Z
RMS (Pq) Quadratischer Mittelwert der Profilordinate innerhalb )
der Messstrecke nach DIN EN 1SO 4287 1 7
Py = Eﬂz [}{,yj‘dﬂu
a mit
Il y)=Z;-Z
Min Valley Minimale Hohe der Profilordinate (bezogen auf die Min (Pv)

(Pv) durchschnittliche Hohe)

Max Peak Maximale Hohe der Profilordinate (bezogen auf die Max (Pp)
(Pp) durchschnittliche Hohe)

Diese Quantifizierungsfunktion ist nur offline, d.h. nur fur bereits aufgenommene

Datensétze verflugbar.
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Anpassungsfunktion zur Korrektur von Trendverlaufen

siehe Arbeitsschritt Process / Ordner Materials (Seite 212)

1. Wahl der Schrittweite, also des Abstandes der Stiitzstellen

2. Auswahl des Charakters der anzupassenden Interpolationsfunktion

105
o5
B85

65
a5

35
25
15

()

o s I By [ TRy KA R
20 a0 o0 =0 100

'12IIJ ) 1:'3
3. Berechnung der Interpolationsfunktion f(x) = a + bx + cy

4. Addition der Intensitatsdifferenzen zum Ausgleich des Trendverlaufs

Tersreseresene L L T T T Ty

N
&
2
B
R
B
5
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vor dem Ausgleich
[ 105§WW\.~WW
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nach dem Ausgleich

Beispiel fiir das Verschieben eines Bildes im Ergebnisbild

o
Sriie inage 1
Eusi
:‘ [rogpness2en 05 siecion_00 =
|$ ™ Lise Selscindimagn
Livrirg
Source lnage 2
[rogpnes 288 8 Progecion_00 =]
ﬂ I Usze Seiecied Image
Hesging
vasl & |y |en |
o (g
.l Hhustes of Ebsveinds: 512 Rasit
S shcfin 2| e E'wail
o un wn
H image 2
Wage Humber of Elerseriee 512 Faant
o s poo 2| e o Shift x
HB T Apperd  um
Fmrd
Elermerd Mumber " s
A | Bu e
Matanab
MUt Calar
Lloa i Show | | Apply| | Close L

Beispiel fiir die Vereinigung von Bildern unterschiedlicher Kanalzahl (Merging)

B ch1l ch2 ch3 chd chS

(Il chi ch2 ch3 chd

ol e chz ch3 chd chS ché

a.) Erstes Ausgangsbild (Einstellung: Start=2)
b.) Zweites Ausgangsbild (Einstellung: Start=1)
c.) Vereinigungsbild
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Funktionsweise der Booleschen Verkniipfungen

AND | Schreibe eine 1, wenn in Pixel

1 UND in Pixel 2 eine 1 steht, | * |
ansonsten schreibe 0 e
1[oofs]1]1]4]q]

[ 1]o[+]s[o]+]g]

o

k

oJo[:[e[e[:]o]

c)

AND stellt die Schnittmenge von
zwei Bildern dar

a.) Binare Darstellung
Pixel 1

b.) Binére Darstellung
Pixel 2

c.) Binare Darstellung
Ergebnispixel

OR Schreibe eine 1, wenn in Pixel .
1 ODER in Pixel 2 eine 1 steht, ' |

ansonsten schreibe 0 o
. |1|D|D|1|1|1|1|D|

! |
es [\ ]

t[1]o]1[o]o[1]q]

OR stellt die Vereinigungsmenge
von zwei Bildern dar

a.) Binare Darstellung
Pixel 1

b.) Binére Darstellung
Pixel 2

c.) Binére Darstellung
Ergebnispixel

XOR | Schreibe eine 1, wenn die . |

[ 1]o[+]s[o]+]g]

Werte in Pixel 1 und in Pixel 2
sich unterscheiden, ansonsten #OR
schreibe 0 tj-)|1|U|“|1|1|1|1|”l|
¥
c) |u| 1 |u|u|1|1|u|u|

XOR stellt die
Vereinigungsmenge ohne die
a.) Binare Darstellung | Schnittmenge von zwei Bildern
Pixel 1 dar.

b.) Binare Darstellung
Pixel 2

c.) Binare Darstellung
Ergebnispixel
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Aberration,
Chromatische

Optischer Abbildungsfehler bedingt durch die unterschiedliche
Brechung von Lichtstrahlen unterschiedlicher Wellenlénge an einer
Linse. Dadurch haben Lichtstrahlen mit kiirzerer Wellenlange eine
langere Brennweite als Lichtstrahlen mit einer ldngeren Wellenlénge.

Aberration, Sphéarische

Optischer Abbildungsfehler bedingt durch den unterschiedlichen
Abstand achsenparalleler Lichtstrahlen gleicher Wellenldnge von der
optischen Achse. Lichtstrahlen, die durch &uBere Linsenzonen gehen,
haben eine kiirzere Brennweite als Strahlen, die durch die Linsenmitte
(optische Achse) gehen.

Achromate

Korrektionsklasse eines Objektivs. Bei Objektiven dieses Typs ist die
chromatische Aberration fiir zwei Wellenlédngen korrigiert.
Ublicherweise wird ein solches Objektiv auf eine Wellenlénge
unterhalb von 500nm und oberhalb von 600nm korrigiert. AuBerdem ist
die Sinusbedingung fiir eine Wellenldnge erfillt. Die Bildfeldwélbung
ist nicht korrigiert.

Airy Scheibe

Als Airy Scheibe bezeichnet man den inneren, hellen Kreis (umgeben
von abwechselnd dunklen und hellen Beugungsringen) des
Beugungsbildes einer punktférmigen Lichtquelle. Die
Beugungsscheibchen zweier dicht beieinander liegenden Objektpunkte
liberlappen sich teilweise oder ganz und begrenzen auf diese Weise
das rédumliche Auflésungsvermdégen.

Aliasing

Abbildungsfehler, der dadurch entsteht, dass die Abtastrate bezogen
auf die Frequenz eines Signals zu niedrig ist.

AOTF
Acousto-Optical Tunable
Filter

Der akusto-optische einstellbare Filter ist ein optisch transparenter
Kristall, mit dem Intensitat und Wellenlénge von eingestrahltem Licht
stufenlos eingestellt werden kann. In dem Kristall wird ein
Ultraschallwellenfeld erzeugt, dessen Wellenldnge beliebig eingestellt
werden kann. Senkrecht zum Ultraschallwellenfeld eingestrahltes Licht
wird wie an einem Gitter gebeugt.

Apertur, Numerische

Apertur ist der Sinus des Offnungswinkels unter dem Licht in die
Frontlinse eines Mikroskopobjektives eintritt, Formelzeichen NA. Die
Apertur beeinflusst neben der Lichtstérke auch das
Auflésungsvemdégen einer Objektivoptik. Da sich zwischen Préparat
und dem Objektiv verschiedene Medien befinden kénnen (z.B. das
Einbettmedium des Préparates), wird (blicherweise die numerische
Apertur (NA = n * sina) als Maeinheit fiir die Lichtstdrke und das
Auflésungsvermégen verwendet.

Apochromate Korrektionsklasse eines Objektivs. Bei Objektiven dieses Typs ist die
chromatische Aberration ftir drei Wellenlangen korrigiert (meist 450nm,
550nm und 650nm) und die Sinusbedingung flir mindestens zwei
Farben effillt. Die Bildfeldwdlbung ist nicht korrigiert.

Arbeitsabstand Abstand der Frontlinse eines Objektivs zum Fokus. Beim freien

Arbeitsabstand wird die Entfernung zwischen der Frontlinse des
Objektivs und dem Deckglas bzw. zur unbedeckten Probe angegeben.
Meist besitzen die Objektive mit groBem Arbeitsabstand eine niedrige
numerische Apertur, hochaperturige Objektive hingegegen einen
geringen Arbeitsabstand. Will man ein hochaperturiges Objektiv mit
groBem Arbeitsabstand, muss der Durchmesser der Objektivlinsen
entsprechend grol8 gemacht werden. Meist handelt es sich dabei
allerdings um niedrigkorrigierte Optiken, da die Einhaltung der
extremen Fertigungsgenauigkeiten iber einen gro3en
Linsendurchmesser nur mit groBer Miihe zu erreichen ist.

Bildfeldwélbung

Die gewdlbte Flache, auf der ein mikroskopisches Bild scharf
abgebildet wird nennt man Bildfeldwélbung. Sie ist durch die konvexe
Linsenform bedingt und macht sich aufgrund der geringen Brennweiten
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bei Mikroskopobjektiven als ein Fehler bemerkbar. Das Objekt wird
dabei im Zentrum und in der Peripherie nicht gleichzeitig scharf
abgebildet. Objektive, die eine Korrektion bezliglich der
Bildfeldwdlbung haben, heiSen Planobjektive (plan = ebenes Bildfeld).

Bleichen, Optisches

Zerstérung von Fluoreszenzfarbstoffen, sogenannten Fluorochromen,
durch intensive Beleuchtung. In der Fluoreszenzmikroskopie werden
Fluorochrome mit Laserlicht in einen héheren Energiezustand, den
Singulettzustand, angeregt. Fallen die angeregten Molekiile wieder in
ihren Grundzustand zurtick, wird ein Fluoreszenzsignal emittiert. Bei
der Anregung mit zu hoher Intensitéat kbnnen Farbstoffmolekile aber
auch dber ein Intercrossing aus einem Singulettzustand in einen
Triplettzustand wechseln. Aufgrund der wesentlich ldngeren
Lebensdauer von Triplettzustanden (Phosphoreszenz) kénnen diese
angeregten Molekille chemisch mit Triplett-Sauerstoff reagieren und
sind fiir eine weitere Fluoreszenzanregung verloren.

Brechungsindex

Faktor, um den die Lichtgeschwindigkeit in einem optischen Medium
kleiner ist als im Vakuum.

Dichroite

Dichroitische Filter sind Interferenzfilter bei einem Einfallswinkel des
Lichtes von 45°. Die Transmissivitdt bzw. Reflektivitat von Dichroiten
ist abhéngig von einer bestimmten Wellenldnge des Lichtes. Bei einem
Kurzpassfilter RSP 510 (reflection short pass) zum Beispiel, wird
Anregungslicht unterhalb von 510 nm reflektiert und oberhalb dieses
Wertes transmittiert. Die Transmissionswerte liegen lberlicherweise
zwischen 80% und 90%, die Reflexionswerte zwischen 90% und 95%.

Doppeldichroite

Doppeldichroitische Filter sind Interferenzfilter bei einem Einfallswinkel
des Lichtes von 45°. Die Transmissivitét bzw. Reflektivitét von
Doppeldichroiten ist abh&ngig von zwei bestimmten Wellenldngen des
Lichtes. Bei einem Doppeldichroit DD 488/568 zum Beispiel, wird das
Anregungslicht bei 488 nm und 568 nm reflektiert, oberhalb dieser
Werte transmittiert. Die Transmissionswerte liegen blicherweise bei
80%, die Reflexionswerte zwischen 90% und 95%.

Filter, digitaler,
phasentreuer

Ein digitaler Filter besteht aus einer Rechenvorschrift, nach der
Bilddaten verandert werden kénnen. Bei Filtern wird stets versucht,
stérende Bildbestandteile zu entfernen. Ein phasentreuer Filter
gewéhrleistet, dass quantifizierbare Bildgré3en durch die Filterung
unverandert bleiben und ist damit eine Voraussetzung ftir
standardisierte Messmethoden (z.B. Charakterisierung von
Oberflachen nach ISO).

Fluoreszenzmikroskopie

Lichtoptisches Kontrastverfahren zur Darstellung fluoreszierender
Strukturen. Autofluoreszente Proben verfiigen (ber eine sogenannte
primére Fluoreszenz. Sie brauchen nicht mit zusétzlichen
fluoreszierenden Substanzen angereichert werden. Sekundér
fluoreszierende Substanzen miissen dagegen zuerst mit geeigneten
Farbstoffen, sogenannten Fluorochromen, versetzt werden.
Spezifische Farbungen erlauben dabei die genaue Lokalisierung der
angeféarbten Strukturelemente eines Objektes. Die
Fluoreszenzmikroskopie verfiigt sowohl (iber das Potential
morphologischer Untersuchungen als auch der Méglichkeit,
dynamische Untersuchungen auf molekularer Ebene durchzufiihren.

Fluoritobjektive

Korrektionsklasse eines Objektivs. Fluoritobjektive sind Semi-
Apochromate, also Objektive, die in ihrem Korrektionsgrad zwischen
Achromaten und Apochromaten liegen.

Frame

Ein Frame entspricht einer Aufnahme eines einzelnen optischen
Schnittes. Wird ein einziger optischer Schnitt beispielsweise 4 x
aufgenommen (um die Daten zu mitteln und Rauschen zu eliminieren),
so werden fur diesen optischen Schnitt 4 Frames erzeugt.

Immersionsobjektiv

Mikroskopisches Objektiv, das unter der Voraussetzung der
Verwendung von Immersionsmedien entwickelt wurde. Wird bei einem
Immersionsobjektiv kein oder ein falsches Immersionsmedium
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verwendet, kann es zu Auflésungsverlusten und Verschlechterungen
der Korrektion kommen.

Konfokalitat

Wéhrend beim optischen Konzept eines konventionellen Mikroskops
scharfe und unscharfe Bildbestandteile gleichermallen detektiert
werden, werden beim konfokalen Prinzip Strukturen aul3erhalb der
Brennebene des Mikroskopobjektivs unterdriickt. Dazu dienen
Blenden, die in optisch konjugierten Orten des Strahlengangs
eingebracht sind. Sie funktionieren als Punktlichtquelle
(Anregungsblende) und als Punktdetektor (Detektionsblende). Der
Durchmesser der Detektionsblende bestimmt neben der Wellenldnge
sowie der numerischen Apertur des verwendeten Objektives die axiale
Ausdehnung eines optischen Schnittes (optische Auflésung).

Kurzpassfilter

Kurzpassfilter sind Interferenzfilter, die kurzwelliges Licht

transmittieren, langwelliges hingegen reflektieren. Charakterisiert wird
ein optischer Kurzpassfilter durch Angabe der Wellenlangenkante, an
der der Filter von Transmission in Reflexion tibergeht (60% Schwelle).

Langpassfilter

Langpassfilter sind Interferenzfilter, die kurzwelliges Licht reflektieren,
fur langwelliges hingegen transparent sind. Charakterisiert wird ein
optischer Langpassfilter durch Angabe der Wellenlédngenkante, an der
der Filter von Reflexion in Transmission tbergeht (50% Schwelle).

LeervergréBerung

Vergrésserung ohne weiteren Informationsgewinn. Man spricht von
Leervergrésserung, sobald Absténde dargestellt werden, die kleiner
als das optische Auflésungsvermégen sind. Vergrésserungen mit
einem grésseren Masstab als dem der Leervergésserung férdert keine
weitere Information (iber das Objekt zutage, sondern verschlechtert
lediglich die Bildschérfe und den Kontrast.

Neutralfilter

Neutralfilter sind teilweise spiegelbeschichtete Glaspléttchen. Sie
dienen zur Aufteilung des Lichtweges unabhéngig von der
Wellenldnge. Das einfallende Licht wird teilweise reflektiert und
teilweise transmittiert. Neutralfilter werden normalerweise in einem
Winkel unter 45° in den Strahlengang gesetzt. Die Kenndaten eines
Neutralfilters beziehen sich auf das Verhéltnis von Reflektivitét
zuTransmissivitat. Bei einem Neutralfilter RT 30/70 zum Beispiel,
werden 30% des Anregungslichtes reflektiert und 70% transmittiert.

Phasenvisualisierung

Das Prinzip der Phasenvisualisierung, wie sie von Leica verwendet
wird, ist eine optimierte Alternativmethode zu ratiometrischen
Darstellungen. Das Hauptanwendungsgebiet liegt in der Messung von
lonenkonzentrationen in der Physiologie. Die Phasenvisualisierung
erhélt im Gegensatz zu ratiometrischen Verfahren mehr Informationen
tber die Probe. Desweiteren erméglicht dieses Verfahren die
Anpassung der Darstellung physiologischer Daten an die Dynamik des
menschlichen Auges. Detailinformationen (ber das Prinzip der
Phasenvisualisierung kénnen direkt bei Leica Microsystems
Heidelberg GmbH nachgefragt werden.

Pixel

Kunstwort aus den englischen Wértern picture und element. Ein Pixel
ist das kleinste, nicht mehr unterteilbare Bildelement in einem
zweidimensionalen System. In dieser Dokumentation wird sowohl ein
Abtastpunkt im Prdparat als auch ein Bildpunkt als Pixel bezeichnet.

Planobjektive

Korrektionsklasse eines Objektivs. Bei Objektiven dieses Typs ist die
Bildfeldwdélbung korrigiert. Die Beseitigung dieses Fehlers erfordert
Linsen mit stérkeren Hohlflaéchen und gréBerer Mittendicke. Je nach
Art der zusétzlich korrigierten chromatischen Aberration unterscheidet
man Planachromate, Planapochromate und Planfluoritobjektive

ROI

Diese Abkirzung steht fiir "Region of Interest". Ein ROl umschliesst
einen Bereich, fiir den eine Messauswertung erfolgen soll.
Dariiberhinaus kann ein ROl auch das Gebiet einer Probe
kennzeichnen, das gescannt werden soll (ROI-Scan).

Signal/ Rausch
Verhiltnis

Verhéltnis der Signale, die im Préparat detektiert werden, zu den
unerwiinschten Signalen, die zuféllig durch verschiedene optische und
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Glossar

elektronische Komponenten verursacht werden und ebenfalls vom
Detektor erfasst werden.

Stokes Verschiebung

Die Stokes Verschiebung ist ein zentraler Begriff in der
Fluoreszenzmikroskopie. Werden fluoreszierende Molekiile mit Licht
einer bestimmten Wellenlénge angeregt, strahlen sie Licht einer
anderen, gréBeren Wellenlédnge ab. Diese Differenz zwischen
Anregungslicht und Fluoreszenzlicht wird als Stokes Verschiebung
bezeichnet. Ohne die Stokes Verschiebung wére in einem
Fluoreszenzmikroskop die Abtrennung des intensitatsstarken
Anregungslichts von den intensitdtsschwachen Fluoreszenzsignalen
nicht méglich.

Tripeldichroite

Tripeldichroitische Filter sind Interferenzfilter bei einem Einfallswinkel
des Lichtes von 45°. Die Transmissivitét bzw. Reflektivitét von
Tripeldichroiten ist abh&ngig von drei bestimmten Wellenléngen des
Lichtes. Bei einem Tripeldichroiten TD 488/568/647 zum Beispiel, wird
das Anregungslicht bei 488 nm, 568 nm und 633nm reflektiert,
oberhalb dieser Werte transmittiert. Die Transmissionswerte liegen
tiblicherweise bei 80%, die Reflexionswerte zwischen 90% und 95%

Trockenobjektiv

Mikroskopisches Objektiv, das ohne Immersionsmedien verwendet
wird. Zwischen der Objektivliinse und dem Préparat befindet sich Luft.

Voxel

Kunstwort aus den englischen Wértern volume und pixel. Ein Voxel ist
das kleinste, nicht mehr unterteilbare Volumenelement in einem
dreidimensionalen System. In dieser Dokumentation wird sowohl! ein
Volumenelement im Préparat als auch ein 3D Bildpunkt als Voxel
bezeichnet.
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Spezifikationen

MafRe und Dimensionen Leica TCS SP2

Inverses Stativ:

220V~ 1 164
Arkr-Laser

730
797

min.1400
max.1415

4 b d o s J | J
- 110 o
MaBe und Dimensionen des Konfokalsystems Leica TCS SP2 (alle Ma3e in mm)
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*.ano, 237, 238

*lei, 237, 238, 240

* tif, 237, 238

12-Bit, 147, 190, 195

2-Point, 157

3D, 155

3D Ansicht drehen, 183

3D Ansicht erzeugen, 161, 183

3D Ansicht verschieben, 184

3D Ansicht zoomen, 185

3D Visualisierung, 186

8-Bit, 147, 190, 195

Aberration, 248
Absorptionskoeffizient, 172, 181, 186
Abspeichern, 238

Accumulation, 147

Achromate, 122, 248
Acousto-Optical Beam Splitter, 120
Acousto-Optical Tunable Filter, 248
Addition, 190

Airy Scheibe, 126, 248
Akkumulationsverfahren, 147
Akkumulieren, 147
Akusto-optischer Strahlteiler, 120
Aliasing, 127, 248

Amplitude, 196

AND, 190, 247

Anfangspunkt, 132

Anfangspunkt einer raumlichen Serie, 132,
133

Anfangspunkt einer Wellenlangenserie, 133
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Animation, 186

Annotation, 233, 234
Anregungsstrahlteiler auswahlen, 118
Anregungswellenlange, 120, 148, 149
Anregungswellenlange auswéahlen, 118
Ansichtsfenster Experiment Overview, 240
Ansichtsfenster Viewer, 152, 165

Ansichtsfenster Viewer als Vorlage
abspeichern, 240

Anzahl der réumlichen Schnitte, 132, 135
Anzahl der Wellenlangenschritte, 136
Anzeige Massbalken, 156

Anzeige z-Position, 156

AOBS, 120

AOTF, 118, 248

Apertur, 248

Apochromate, 122, 248

Apply, 145

Arbeitsabstand, 122, 248

Arbeitsschritt Process, 186, 190, 195, 196,
200, 203, 205, 211, 215, 217

Arithmetic, 190

Arithmetik, 190

Arithmetik mit Konstante, 190
Arithmetischer Mittelwert, 221, 242, 243
Arithmetisches Mittel, 222, 223
ASCII-Daten, 227

Aufldsung, 127, 195

Auflésungsvermogen, 122

Aufnahme einer Linie im Mittelungsverfahren,

145

Aufnahmeparameter eines Experiments

Seite 254 von 263



Leica Microsystems Heidelberg GmbH

Ubernehmen, 145
Auswertungsbereich, 222, 243
Auswertungsbereich als Ellipse, 227
Auswertungsbereich als Polygon, 228
Auswertungsbereich als Rechteck, 229

Auswertungsbereich automatisch definieren,
229

Auswertungsbereich drehen, 231
Auswertungsbereich Iéschen, 232
Auswertungsbereich markieren, 230
Auswertungsbereich verschieben, 230, 231
Auswertungsbereiche, 148, 149

Average, 146

Bedienkonsole, 239

Begin, 132, 133

Beliebiges Bild einer Serie anzeigen, 170
Benutzung dieses Manuals, 5
Berechnungen, 190, 221
Bereichswachstum, 217

Beugungsbild, 126

bidirektional, 142, 143

Bidirektionaler Scan, 142

Bild auswahlen, 170

Bild einer Serie anzeigen, 170

Bild in die Prasentationsseite kopieren, 233
Bildauflésung, 147, 195

Bildaufnahme, 147

Bildaufnahme im Mittelungsverfahren, 146
Bildausschnitt, 126, 196

Bilder addieren, 190

Bilder dividieren, 190

Bilder multiplizieren, 190

Bilder subtrahieren, 190
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Bilder trennen, 196

Bilder vereinigen, 196

Bildfeldwdlbung, 248

Bildhelligkeit, 123, 200

Bildinformation, 217

Bildkontrast, 123, 200

Bildraster, 127

Bildserie, 132, 133, 135, 137, 169, 170, 171
Bildstapel, 135, 137, 172, 181, 203

Bildverarbeitung, 186, 190, 195, 196, 200,
203, 205, 215

Binarbilder, 205, 217

Binare Bilder, 205, 217
Binarisierung, 217

Bitauflosung, 195

Bittiefe, 195

Bleichen, 248

Bleichung, 131

Blur, 205

Boolean, 190

Boolesche Operatoren, 190, 205, 247
Boolesche Verknipfungen, 190, 205, 247
Bottom Hat, 205
Brechungsindex, 248

Browse, 154

Burst mode, 146

Center of mass, 181

Center of mass of intensities, 181
Channel, 164, 215

Clear, 232

Close, 205

Color Look-Up Table, 152

Continuous Scan, 131
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Conversion, 195
Cross-Channel, 217
Crosstalk, 215

Datei 6ffnen, 237

Datei speichern, 237
Datei speichern unter, 237
Dateiformat, 237
Dateiformate LCS, 49
Datenformat, 237
Detektion, 164
Detektionskanal, 164, 215
Detektionslochblende, 126
Detektionspinhole, 126
Detektoren, 118

Dialogfenster Beam Path Setting, 118, 133,
135

Dialogfenster Edit Legend, 152
Dialogfenster Objective, 122
Dialogfenster Options, 240

Dialogfenster Printer Selection, 236
Dialogfenster Select LUT, 165
Dialogfenster Series Scan Overview, 132
Dialogfenster Time Configuration, 130

Dialogfenster Viewer Options, 155, 156, 157,
159, 160, 161, 163

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol 3D,
155

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Charts, 157

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Display, 156

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Overlay, 160

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Projections, 159
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Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol Scan
Progress, 161

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Surface Calculation, 163

Dialogfenster Viewer Options,Bildsymbol
Surface View, 161

Dialogfenster Z Configuration, 135
Dichroite, 248

Dichroitische Filter, 118

Dicke optischer Schnitte, 126

Die Leica Confocal Software, 43
Digitalisierung, 147, 195
Dilatation, 205

Dilation, 205

Display, 155

Display Zoom, 156

Division, 190

Doppeldichroite, 248
Doppeldichroitische Filter, 118
Drahtgitterbild, 183

Drehen, 183

Drehwinkel, 144

Dreidimensionale Darstellung, 183

Dreidimensionaler Bilddatensatz, 137, 186,
203

Drucken, 226, 236

Dynamischer Mittelwert, 146

Edit Legend Entries, 152

Einrichten von Benutzern, 30
Einstellung der Scanparameter, 131
Einzelbild, 167

Elektronischer Zoom, 124

Ellipse, 227

End, 132
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Endpunkt, 132 Gammakurve, 200
Endpunkt einer rAumlichen Serie, 132, 134 Glatten, 205
Endpunkt einer Wellenlangenserie, 135 Glossar, 248
Enhancement, 200 Graphischer Zoom, 156, 165
Erosion, 205 Grauwertbilder, 190, 205, 217
Erstes Bild einer Serie, 169 Grundeinstellungen, 155
Experiment, 145, 240 Hardwareeinstellungen, 145, 152
Experiment anlegen, 237, 240 Helligkeitswerte, 200
Experiment Browser, 154 Help, 117
Export, 227 Highpass, 205, 211
Extended Focus, 203 Hilfe, 117
Extraktion, 205, 217 Hilfe aus dem Internet, 8
Farbmischung, 168 Hintergrund, 148, 205, 217
Farbzuordnungstabellen, 152, 164, 165 Histogramm, 221
Farbzuordnungstabellen (LUT) auswahlen, Hochpassfilter, 205, 211

165

Hohe, 242, 243
Film, 169
Image Filters, 205
Film starten und beenden, 170
Immersionsobjektiv, 122, 248

Filmsequenz, 169, 170
Inbetriebnahme, 31

Filter, 205

Intensitatsmaximum, 181
First, 169

Invariable Projektionsachse, 172, 175, 177,
Flache messen, 225 179, 203
Flachenbild, 183 Isolines, 183
Flacheninhalt, 243 Isolinienbild, 183
Flachenschwerpunkt, 181 Koéhlerbeleuchtung, 39
Fluoreszenzmikroskopie, 248 Konfiguration, 149
Fluoritobjektive, 122, 248 Konfokale Bildgebung, 6
Fokusebene, 126 Konfokalitét, 248
Format, 127 Kontextsensitive Hilfe 6ffnen, 117
Full screen, 152 Kontrastibertragungsfunktion, 200
Gain-Wert, 123 Konvertierung, 195
Gallery, 171 Koordinatenachsen, 155
Gammakorrektur, 200 Kopieren, 233
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Korrektur von Trendverlaufen, 211
Kurzpassfilter, 248

Lambda Scan, 133

Lambda Step, 136

Lange der Mel3strecke, 223
Langpassfilter, 248
Leervergrof3erung, 248

Legal notes, 9

Legende, 152

Legende Experiment, 152
Legende Hardware, 152

Letztes Bild einer Serie, 170
Letztes Bild einer Serie anzeigen, 170
Leveling, 163, 211

Line, 234

Line averaging, 145

Lineare Filter, 205, 211

Linie, 234

Linie in die Prasentationsseite zeichnen, 234

Linie zeichnen, 234
Lochblende, 126

Look-Up Table, 152, 165
LUT, 152, 165

Materials, 211

Matrix, 215

Maximalwert, 221, 222, 223

Maximum Intensity, 181

Maximumprojektion, 159, 172, 175, 176, 181,

186, 203
Median, 205

Medianfilter, 205

Mehrdimensionaler Bilddatensatz, 137, 186

Mehrfachbild, 167
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Merging, 196, 246
Messen, 223

Messen eines Profils entlang einer Strecke,
223, 242

Messpunkte speichern, 242
Messschieber, 157
Miniaturansicht eines Bildes, 154
Minimalwert, 221, 222, 223
Mittelung, 146
Mittelungsverfahren, 146
Mittelwert, 146

Mittelwertprojektion, 159, 172, 177, 178, 186,
203

Mittlere Abweichung, 221, 223
Mittlere Bildenergie, 221
Mittlere Helligkeitswerte, 200
Mode, 128

Morphologie, 205
Morphologische Filter, 205
Morphologische Operatoren, 205
Multicolor, 215

Multiplikation, 190

N&chstes Bild einer Serie, 169
Navigation, 155

Neues Experiment, 240
Neutralfilter, 118, 248

New Experiment, 240

New Window, 152

Next, 169

Nivellierung, 211

Numerische Apertur, 122

Nyquist Theorem, 127

Oberflachenstruktur, 181
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Objective, 122

Objektiv, 122

Objektiv auswahlen, 122
Objektivrevolver, 122
Objekttisch, 149

Offnen, 205

Offset Wert, 123

Open, 205, 237

Optimale Zoomfaktoren, 124
Option New Window, 240
OR, 190, 247

Originalbild, 182

Originalbild anzeigen, 182
Orthogonale Projektionen, 175, 177, 179, 203
Overlay, 160, 168
Oversampling, 127

Parametereinstellungen laden und speichern,
118

Pfeilsymbol Process, 186, 190, 195, 196, 200,
205, 211, 215, 217

Pflege des ICM 1000, 41
Phase, 143

Phase einstellen, 143
Phasenverschiebung, 143
Phasenvisualisierung, 248
Photomultiplier einstellen, 123
Ping-Pong Modus, 156
Pinhole, 126

Pixel, 248

Pixelwerte, 190, 196
Planobjektive, 122, 248
Polygon, 228

Position Maximalwert, 222
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Position Minimalwert, 222
Prasentation, 233, 234, 235
Prasentationsseite, 226, 233, 234, 235
Previous, 169

Print, 226

Process, 186, 190, 195, 196, 200, 203, 205,
211, 217

Profil, 223

Profile, 223

Profilspitze, 242, 243

Profiltal, 242, 243

Projektion, 172, 181, 186, 203

Projektion eines Bildstapels, 172, 181, 186,
203

Quadratischer Mittelwert, 221, 242, 243
Quantififizierungsdaten drucken, 226
Quantifizierung, 157, 223, 226, 227, 242, 243
Quantifizierungsdaten exportieren, 227
Quantifizierungsgraphen kopieren, 226
Raster, 156

Rauhigkeit, 211

Rauhigkeitsmessung, 242, 243
Raumliche Bildserie, 135, 137, 203
Raumliche Darstellung, 183
Rauschunterdriickung, 146

Raw Data, 237, 238

Rechteck, 234

Rechteck in die Prasentationsseite zeichnen,
234

Rechteck zeichnen, 234
Rectangle, 229, 234
Reflexionsaufnahmen, 120

Region of Interest, 227, 228, 229, 248
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ROI, 126, 148, 149, 222, 227, 228, 229, 230, Select, 230
231, 232
Selection, 152, 170
ROI Scan, 148, 149
Separation, 196
Rotate, 231
Serie, 132, 133, 135, 137, 169, 170, 171, 181
Rotation, 144, 155, 183, 186
Serienbild, 171
Rotationsanimation, 186
Serienbild anzeigen, 171
Roughness, 211
Serien-Scan starten, 137
Riickgéngig, 182
Series Scan, 137
Saatpixel, 217
SFP-Projektionsbild, 159, 172, 181, 186
Sampling Theorem, 127
Sharpen, 205

Save, 237
Sicherheitshinweise, 11
Save All, 238
Signal/ Rausch Verhaltnis, 248
Save As, 237
Simulierter Fluoreszenz Prozess (SFP), 181,
Scan Field Rotation, 144 186
Scanfeld, 144 Simultane oder Sequentielle Bildaufnahme,

118

Scanfeld drehen, 144

Single Channel, 217
Scanformat, 127

Single Scan, 131
Scanformat auswaéhlen, 127

Skalierung der Messkurve, 157
Scangeschwindigkeit, 129

Slot, 122
Scangeschwindigkeit auswahlen, 129

Snap, 233
Scanmodus, 128, 161

Softwarereferenz: Alle Softwarefunktionen, 46
Scanmodus auswahlen, 128

Speed, 129
Scharfstellen, 126, 205

speichern, 237, 238
Schiefe der Verteilung, 221

Spektral-Scan, 133, 136
SchlieRen, 205

Spektralserie, 133, 136
Schnitte, 135

Standardabweichung, 221, 222, 223
Schrittweite, 135

Stapelverarbeitung von Daten, 146
Schwellenwert, 217

Starten des Betriebssystems, 25
Schwellenwertbild, 217

Statistische Berechnungen, 221
Sections, 135

Step Size, 135
Seeding, 217

Stereo, 186
Segmentation, 217

Stereobild, 186
Segmentierung, 217
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Stokes Verschiebung, 248
Strahlteiler, 120

Struktur, 205, 217
Subtraktion, 190

Summe von Intensitaten, 147
Surface, 183

Taste 3D View, 183

Taste Annotation, 233

Taste Apply, 145

Taste Back, 186, 190, 195, 196, 200, 203,

205, 211, 215, 217
Taste Begin, 133
Taste First, 169

Taste Format, 127

Taste Forward, 186, 190, 195, 196, 200, 203,

205, 211, 215, 217
Taste Gallery, 171
Taste Help, 117
Taste Lambda Scan, 133
Taste Lambda Steps, 136
Taste Last, 170
Taste Line, 234
Taste Look-up Table, 165
Taste Materials, 225
Taste Mode, 128
Taste Move, 184
Taste New Experiment, 240
Taste Next, 169
Taste Objective, 122
Taste Open, 237
Taste Overlay, 168
Taste Phase, 143

Taste Pinhole, 126
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Taste Previous, 169
Taste Profile, 223
Taste Profile (z), 222
Taste Rectangle, 234

Taste Reset, 186, 190, 195, 196, 200, 203,
205, 211, 215, 217

Taste Rotate, 183

Taste Save, 237

Taste Save All, 238

Taste Save As, 237

Taste Scan Field Rotation, 144
Taste Sections, 135

Taste Selection, 170

Taste Series, 132

Taste Series Scan, 137

Taste Snap, 233

Taste Speed, 129

Taste Template, 240

Taste Text, 235

Taste Tiled, 167

Taste Time, 130

Taste Topography, 181

Taste Unidirectional/ Bidirectional Scan, 142

Taste Up, 186, 190, 195, 196, 200, 203, 205,
211, 215, 217

Taste Zoom, 185
Taste Zoom In, 126
Template, 240

Text, 235

Textfeld, 235
Textfeld anlegen, 235

Textfeld in die Présentationsseite einfugen,
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235 Verkleinern, 155, 165, 185
Threshold, 217 Verlaufsanzeige, 161
Thresholding, 217 Versatz, 143
Thumbnail Image, 154 Verschieben, 155, 184, 196
Tiefpassfilter, 205, 211 Verschieben eines Bildes im Ergebnisbild,
196, 246

Tiled, 167

Verschiebung, 143, 196
Time, 130

Viewer, 152
Top Hat, 205

Viewer Options, 155
Topographiebild, 163, 181

Volumen messen, 225
Topographiebild erzeugen, 163, 181

Vorheriges Bild einer Serie, 169
Topography, 163, 181

Vorheriges Bild in einer Serie anzeigen, 169
Translation, 155

Vorlage, 240
Transparentfaktor, 159, 172, 179, 180, 186

Voxel, 172, 248
Transparentprojektion, 159, 172, 179, 180,

186, 203 Waviness, 211
Tripeldichroite, 248 Wellenlange, 136
Tripeldichroitische Filter, 118 Wellenléangenserie, 133, 135, 136, 137
Trockenobjektiv, 122, 248 Welligkeit, 211
Uberlagerungsbild anzeigen, 160, 168 Weltkoordinaten, 190, 196
Ubersprechen, 215 Wireframe, 183
Undersampling, 127 Wizard, 229
Unidirektional, 142 XOR, 190, 247
Unidirektionalen oder Bidirektionalen Scan XY-Objekttisch, 149

auswahlen, 142
xy-Schnitt, 135
Unidirektionaler Scan, 142
xy-Schnitte, 128, 203
Unscharf, 126
xz-Schnitt, 135
Variable Projektionsachse, 172, 176, 178, 180,

186 xz-Schnitte, 128, 203
Varianz, 221, 222, 223 Y-Positionierung, 144
Verarbeitung grosser Datenmengen, 146 Y-Selection, 144
VergroRern, 155, 165, 185 zly Position, 132, 133, 134
VergroRerte Aufnahmen, 126 Zeitserie, 130, 137
VergroRerung, 124 Zeitserie einstellen, 130

Zoom, 124, 185
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