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1. Einleitung

Die dreidimensionale Rekonstruktion eines Objekts aus
einem Satz von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die mit
unterschiedlicher Orientierung des Objektes zum abbildenden
Strahlengang aufgenommen wurden, aus einer sogenannten
Kippserie, gibt die Moglichkeit, die Struktur einzelner
asymmetrischer biologischer Makromolekilile oder Molekiilkom-
plexe zu bestimmen /1,2/.' Auf Grund der experimentellen
Bedingungen, unter welchen besonders die Schddigung der
Objekte durch den abbildenden Elektronenstrahl hervorge-
hoben sein soll /3,4,5/, ist es zur Zeit jedoch noch nicht
méglich, die atomare Struktur der Moleklile mit elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zu bestimmen. Doch kann auch
eine Strukturbestimmung der Molekule mit niedriger
Aufldsung wichtige Aufschliisse {iber deren Dbiochemische
Funktion geben, zumal da der chemische Aufbau in vielen
Fdllen schon bekannt ist. Die Verbindung einer solchen
Strukturbestimmung mit immunologischen Methoden, wie zum
Beispiel ein Markierung mit spezifischen Antikdrpern,
erlaubt zusétziich die Lokalisierung einzelner Proteine in

der dreidimensional bestimmten Struktur /6/.

Das in der Elektronenmikroskopie bisher hauptsidchlich
angewandte Verfahren zur dreidimensionalen Rekonstruktion
aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist die Einachsen-
kippung. Hierbei wird das Objekt im Elektronenmikroskop
nach jeder Aufnahme um einen kleinen Winkel um eine

waagerechte Achse senkrecht zur optischen Achse gekippt.



Auf diese Weise erhdlt man eine Serie von Projektionen des
Objekts aus verschiedenen Richtungen. Aus diesen Aufnahmen

wird dann die dreidimensionale Struktur berechnet.

Um die volle Information ilber die r&dumliche Struktur des
ObJjekts bis zu der experimentell gegebenen Aufldsungsgrenze
zu erfassen, wire es ndtig, Projektionen des Objekts im
gesamten Winkelbereich von O bis 180 Grad aufzunehmen.
Aufgrund experimenteller Beschrinkungen 138t sich das
Prdparat jedoch nur um einen Winkel von maximal * 60 Grad
kippen, und es dirfte kaum mdglich sein, diesen Bereich
noch wesentlich zu erweitern. Die aufgrund der Winkelbe-
schrénkung fehlende Information &ufert sich in der dreidi-
mensionalen Rekonstruktion in einer Verzerrung des
Bildpunktes sowie in einer Ausstrahlung auf seine Umgebung,
dem sogenannten Clutter, der zum Untergrund der dreidimen-

sional rekonstruierten Verteilung beitrigt.

Bessere Ergebnisse erhdlt man bei der Verwendung einer
anderen Geometrie der Objektkippung, der kegelfdrmigen
Kippung. Kippt man nidmlich das Objekt nicht um eine
waagerechte Achse sondern dreht es um eine schrdg liegende
Achse, was der Fihrung des einfallenden Strahls auf einen
Kegelmantel entspricht, so 148t sich ein groBerer Teil der
Information liber das Objekt erfassen. Diese Mehrinformation
hat in der Rekonstruktion eine geringere Verzerrung des
dreidimensionalen Bildpunktes sowie einen wesentlich
geringeren Clutter zur Folge. Die gleiche Geometrie soll
auch 1in einem Dbei uns konzipierten dreidimensional

abbildenden Objektiv angewandt werden /7,8/ , bei welchem



das beleuchtende und abbildende Elektronenbiindel auf einem
Kegelmantel mit der Spitze im Objekt gefilihrt wird. Wenn es
gelingt, die mit diesem Objektiv verbundenen elektronenop-
tischen und technischen Probleme zu beherrschen, - es soll
als Kryoobjektiv mit supraleitenden Abschirmlinsen /9/
aufgebaut werden - ,so dlirfte es die dreidimensionale
Elektronenmikroskopie einen groRen Schritt welter fihren,
vielleicht bis hin zur atomaren Aufldsung in der dreidimen-

sionalen Rekonstruktion.

Diese wichtigen Anwendungsgebiete machen es notwendig,
ein leistungsfédhiges Rekonstruktionsverfahren zur dreidi-
mensionalen Rekonstruktion aus kegelfdrmig gekippten Pro-
jektionen zu entwickeln. Die bisher filir diese Geometrie
entwickelten iterativen Verfahren /10,11,12/ haben den
Nachteil, daR sie keinen reproduzierbaren dreidimensionalen
Bildpunkt liefern, sondern daB die Gestalt und der Clutter
des Bildpunktes von der Struktur der Eingabedaten abhingt
/13,14/,. Aus diesem Grund sind Auséagen Uber die Qualitédt

einer solchen Rekonstruktion sehr schwierig.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte gewichtete
Rickprojektion flr kegelfdrmige Geometrie liefert einen
eindeutig reproduzierbaren dreidimensionalen Bildpunkt und
bietet deshalb die Mdglichkeit , zuverlidssige Angaben {iber
die tatsichlich erreichte Aufldésung in der dreidimensio-
nalen Rekonstruktion bei kegelfdrmiger Kippung zu machen.
Auferdem 1lassen sich Artefakte in der Rekonstruktion
getrennt vom Rauschen der eingegebenen Projektionen

beschreiben.



Neben der Entwicklung des Rekonstruktionsverfahrens wird
in dieser Arbeit die Abhdngigkeit der Aufldsung von der
Anzahl der Projektionen fir kegelfdrmige Geometrie
berechnet. Ferner wird der Einfluf des Kegeldffnungswinkels
auf die Gestalt des Bildpunktes untersucht, sowie an einer
Anzahl von Modellrekonstruktionen dreidimensionaler
Bildpunkte aus unterschiedlichen Anzahlen von Projektionen
und fir verschiedene Kegeléffnungswinkel die GroRe des
.Clutters bestimmt. An diesen Modellrekonstruktionen werden
auch die Berechnungen Uber die Aufldsung und die Verzerrung
des Bildpunktes Uberpriift. Weitere Modellrekonstruktionen
komplexerer Objekte werden durchgefihrt, sowie eine Serie
konisch gekippter Projektionen im Transmissionsrasterelek-
tronenmikroskop ausgewertet. Da das Verfahren als Spezial-
fall auch die Rekonstruktion aus achsengekippten Projek-~
tionen enthdlt wurde eine Rekonstruktion aus achsengekipp-
ten Projektionen mit gewichteter Rilickprojektion durchge-
fihrt und mit einer Rekonstruktion nach dem Cormack-Smith

Verfahren /15,16,17,18/ verglichen.



2. Bildentstehung im Elektronenmikroskop

Die 1im Elektronenmikroskop untersuchten bioclogischen
Makromolekiile sind wegen der niedrigen Ordnungszahl ihrer
Atome schwache Phasenobjekte. Dies gilt ndherungsweise auch
fir Pré&parate, die mit einem Schweratomsalz negativ
kontrastiert sind. Aus diesem Grund werden die Kontraste in
der eiektronenmikroskopischen Aufnahme als Phasenkontrast

gewonnen.

Bei der Wechselwirkung mit den Atomen der untersuchten
Struktur werden die Elektronen elastisch und inelastisch
gestreut. Die inelastisch gestreuten Elektronen haben durch
die Energielibertragung auf die Atome des Objekts ihre Mono-
chromasie verloren und ebenso ihre feste Phasenbeziehung
zum Primdrstrahl. Da sie nur in kleine Winkelbereiche ge-
streut werden, trageh sie hauptsdchlich zum Untergrund im

Hellfeldbild bei /19/.

Die Intensitdt im Hellfeldbild ist im wesentlichen eine
Projektion der Potentialverteilung des Objekts. Dies folgt
daraus, dah die Streuamplitude eines Atoms in erster
Bornscher Ndherung bis auf Voffaktoren die Fouriertransfor-
mierte des Potentials ist. Dies sei im folgenden noch eimal

hergeleitet /20/.

Die Wellenfunktion 2% der elastisch gestreuten Elek-
tronen ergibt sich als L&sung der zeitunabhidngigen

Schrddinger Gleichung /21/



(V)P (R) =0 Py (B) (2.1)

. _ﬁzk"- 2y_2m ~
mit E'E?:_ und U(P)“_th(r) . (2.2)
( P Ortsvektor, k Impuls )

Hierbei ist V(Z) das Potential des streuenden Atoms. Durch

einen Ansatz mit Greenschen Funktionen 1dRt sich die

Schrodinger Gleichung in eine Integralgleichung umformen.

Pk 17T

2N ~ __:L ®, ' 3
“"K(‘")‘%(”-wf"fm“ UEFD Y (F) &r (2.3)

%§F) in (2.3) ist die Impulseigenfunktion zum Impuls k und

die Ldsung von
(v%x’*)%(?)zo (2.4)

Fiir r >> r' und ein begrenztes Potential U 1ist die

asymptotische Form von (2.3)

RE LT
YD g - L T (T uEny R are (2.5)

Diese Gleichung 148t sich auch umschreiben als

(B (7 5% R e[?ﬁ (B 7 (2.6)
Y (P {e +——~;’—_~fk,k)} .
mit

-t -y 2
f(k’,k)=—277'7’<(19k.lUlWK>=-qzlm<90k,lV[ ¥ (2.7)

Gleichung (2.6) beschreibt die Summe aus einer ebenen ein-

fallenden Welle und einer nach auBen sich ausbreitenden
- ~

Kugelwelle, der Streuwelle mit der Amplitude f(k',ﬁ).

f(E';ﬁ) heift Streuamplitude.
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Abb. 2.1 Einfallende und gestreute Welle.

Berechnet man f(?',?) in der ersten Bornschen N&dherung

indem man in (2.7) y&(?)qu(?) setzt, so ergibt dies:

Py . irtm .
£k, K)=- A g | Vg o=

2T A&
- 7 !:(12)~E>1)m - I, Vs
== s fe TOVE) 4T s V() (2.8)
mit @ l=] K-i"] =2| ¥ [sin 2 (2.9)

¢ ist der Impulsiibertrag, VXE) die Fouriertransformierte
des Potentials V(¥). Dies bedeutet, daf die Streuamplituden
die Fouriertransformierten des streuenden Potentials sind.
Die Streuamplitude F(J) des gesamten Objekts ist dann die
Superposition der Streuamplituden der einzelnen Atome.
Hierbei wird Mehrfachstreuung vernachlédssigt.

F(d)=2 £() &7 (2.10)

J

Die Wellenfunktion der gestreuten Elektronen ist also:

YR =65 R, (2.11)



Der Phasenkontrast im Bild entsteht durch Interferenz
der Primdrwelle mit der gestreuten Welle /20/. Normiert
man die Primi3rwelle auf 1 und setzt ihre Phase gleich null,

so ergibt sich flir die Intensitét:
I=WEp=1+2Re @, + 1Y |, (2.12)

Im Fall schwacher Streuung kann man rVk]z gegen'ﬁe ﬁ@. ver-—
nachldssigen und erhdlt einen linearen Zusammenhang
zwischen dem Reateil der Streuwelle und der Intensitdt. 1In

Kirchhoffscher Ndherung gilt fir die Streuwelle:

. t ey o)

Y Frm-k [ r@etd T an (2.13)
Apertur

Integrationsgebiet ist der Raumwinkel J2 , der durch die

Apertur des Abbildungssystems freigegeben wird.

Setzt man

r%:z%a’zz-”r (K-B')  ,so gilt

{

-~

Ir’*l::;\'—’— (2.14)

Die kartesischen Koordinaten von vt ausgedrickt in den

Raumwinkeln @und @ sind

x¥:Zsin@cos ¢
A

y¥=.Jsin@ cos ¢ (2.15)
N

z*:%(cos@—ﬂ

Die Ausbreitungsrichtung der Welle sei die z-Achse. Da die

Aperturwinkel der Abbildungssysteme im Elektronenmikros-



kop klein sind und die Krimmung der Ewaldkugel vernachlis-
sigt werden kann , ist © <<1 und deshalb z¥~0. Das gilt
allerdings nur ( V=100 kV ) , wenn man mit Aufldsungen
>0,3-0,5 nm arbeitet. Bei atomarer Aufldsung muR die
Krimmung der Ewaldkugel Dberlicksichtigt werden R was
allerdings mit den in dieser Arbeit ©behandelten Verfahren
nicht ohne weiteres mdglich ist. Im Rahmen der bisherigen
Arbeiten an diesem Institut ist aber die' Vernachlidssigung
der Kugelkriimmung zulissig. Mit dieser Approximation ergibt

(2.13) in der Fraunhoferschen N&dherung:

(AL PLEN ST g (2.16)

.
Apertur

Die Streuwelle 140t sich in der Gaufrschen Bildebene also
als Fouriertransformierte eines xﬁmy*m Schnittes im Raum
der Strukturamplituden schreiben. Nach dem Projektions-
theorem (s.Kap.3.2) ist aber die Fouriertransformierte
eines zweldimensionalen Zentralschnittes durch die drei-
dimensionale Fouriertransformierte einer dreidimensionalen
skalaren Funktion gleich der Projektion dieser Funktion
entlang der zu dieser Schnittebene senkrechten Richtung.
Das bedeutet, daB die Intensit&dt in der Bildebene und somit
die Schwidrzung der Photoplatte proportional zu der Pro-

Jjektion des Potentials der Objektverteilung ist.
Sei p(x,y) die Projektion, so gilt:

p(x,y):Jf(x,y,z) dz (2.17)

Hierin ist S? die Potentialdichteverteilung des Objekts,
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die im folgenden mit Dichteverteilung bezeichnet wird, und

z die Strahlrichtung.

Hier =zeigt sich deutlich die Analogie der Strukturbe-
stimmung durch eine Serie gegeneinander gekippter Aufnahmen
im Elektronenmikroskop zur Rontgenstrukturanalyse, bei
welcher die Fourierkoeffizienten der dreidimensionalen
Struktur der Kristallmolekiile aus den Beugungsaufnahmen des
Kristalls bei verschiedenen Orientierungen gewonnen werden.
In diesen Beugungsreflexen ist die Information Uber die
Phase der Fourierkoeffizienten jedoch nicht enthalten. Es
' l4ge nahe, auch in der Elektronenmikroskopie ein Beugungs-
bild anstelle des Hellfeldbildes zu erzeugen. Da Jedoch
einzelne Molekiile untersucht werden, ist der Rereich der
dazu beleuchtet werden muf, sehr klein. Die Beschrinkung
auf einen derart kleinen Bereich auf dem Prdparat ist kaum
méglich, zumal da dieser Bereich wdhrend einer ganzen Kipp-
serie der gleiche bleiben muB. Die Auswahl eines kleinen
Bereichs ist Jjedoch im reellen Bild leicht mdglich. Einer
der wichtigsten Grinde zur Verwendung von reellen Bildern
liegt jedoch darin, dab in den daraus berechneten Fourier-

koeffizienten der Struktur die Phase enthalten ist.



1

3. Bedeutung der Projektionen flir die dreidimensionale Re-

konstruktion

Die Ausgangsdaten fUr die dreidimensionale Rekon-
struktion sind die Projektionen der Objektdichtever-

teilung.
pj(%,ﬁ)zjg(x,y,z) dz; (3.1)

p.(x-‘,yl~ ist die Projektioh und ¢ (x,y,z) die Objektdichte
b

Die Strahlrichtung ist parallel zur Z}Achse.

Die Projektion %(%,%) ist also das Linienintegral durch
die Dichtefunktion g(x,y,z) entlang der Strahlrichtung z}
Das Rekonstruktionsproblem besteht darin, aus einer Anzahl
solcher zweidimensionaler Projektionen die dreidimensionale

Objektdichteverteilung Q(X,y,z) zu berechnen,

3.1 Radon Transformation

Analytisch wurde dieses Problem als Teil des Problems
der Bestimmung einer skalaren Funktion.durch ihre Integral-
werte ldngs gewisser Mannigfaltigkeiten bereits 1917 von
J. Radon /23/ geldst. Die Ldsung ist als Radon Transfor-
mation bekannt. Der Fall eindimensionaler Projektionen bei
zwelidimensionaler Dichteverteilung seil hier erldutert.
Unter bestimmten Stetigkeits-und Konvergenzbedingungen flr
eine reelle Funktion, die fiir hier Dbetrachtete Funktionen

in der Regel erfillt sind, existieren Linienintegrale ent-
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lang von Geraden mit der Gleichung
x-cos@ + y sing= D (3.2)

(p Abstand der Geraden zum Ursprung, ¢ Winkel =zwischen P
und der positiven x-Achse ). Diese Linienintegrale sind

gegeben durch:

F(p, ¢ )=F (-p,p+T)
0o

:j f(p-cos?~s=sing,p.sin?+s~cosg) ds (3.3)

~00

F(p,¢) ist die eindimensionale Projektion unter dem Winkel
¢ der zweidimensionalen Verteilung f(x,y). Der Mittelwert
von F(p,p) fir die Tangenten des Kreises mit dem Mittel-

punkt P=(x,y) und dem Radius g sei definiert als
ur
= 2.V v(x. - si
Ef(q>“2r éll(x cosp+y 51n¢+q,¢) d ¢ (3.4)

Dieses Integral konvergilert fiip alle P und g absolut. Der
Wert von f am Punkt P ist durch F?(q) eindeutig definiert.

Er 148t sich folgendermafen berechnen:

oo
A (B
F(P)=- g ; (3.5)

Die Berechnung der Projektionen fiir alle Winkel ¢ stellt
also eine Transformation dar, zu der die durch (3.3) und
(3.5) gegebene Umkehrtransformation existiert. Diese Um-
kehrtransformation ermbglicht die Berechnung der Verteilung

f(x,y) aus den Projektionen F(p,9).

3.2 Projektionstheorem

Eine zweite Erkldrung der Bedeutung der Projektionen fir

die Dichteverteilung des Objekts ergibt sich aus dem Pro-
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Jjektionstheorem /18, 32/, das ebenfalls Ausgangspunkt fir

eine Reihe von Rekonstruktionsverfahren ist.

Die dreidimensionale Objektdichte sei wieder Q(x,y,z).
Die Fouriertransformierteg;(x*,y*,z*) zuf)(x,y,z) ist:

o~ - ' * ¥ ¥
g(x*,Y*,z*):f5>(X,y,z)e 2l yy +?%§ dy dz (3.6)

Die Schnittebene z¥=0 durch‘§lxx,y*,z*) ist

=21 ()t yy¥ v 2ee)

§(X*,y*,o ):jﬁg (x,v,2) “dx dy dz

=27 (X x¥ +v¥9d

g(x*’y#,O):ff[fg(x,y,z) d%}e x dy (3.7)

warr i (ex? #
:jj p (x,y) e ( ?yy’hx dy :=P(x*,y*)

Die Schnittebene durch die dreidimensionale Fouriertrans-
formierte der Objektdichteverteilung in der Ebene z¥=0 ist
also die zweidimensionale Fouriertransformierte der Pro-
jektion von ¢ entlang z. Die Fouriertransformierte jeder
Projektion liefert also einen Zentralschnitt durch die
dreidimensionale Fouriertransformierte der Objektdichte.
Erzeugt man eine Serie aufeinanderfolgender Projektionen
mit hinreichend kleinem Kippwinkelinkrement, so ist die ge-
samte Fouriertransformierte des Objekts bestimmt. Die bei
gegebenen Projektionen und gegebenerObjektgrdRe erreichbare
Aufldsung in der dreidimensionalen Rekonstruktion 138t sich
Uber das Shannonsche Samplingtheorem berechnen/2425/. Fir

die Kegelfdrmige Kippung ist dies in Kap. 7 durchgefihrt.
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4. Begrenzung des Kippwinkelbereichs in Elektronenmikros-

kop.

Aufgrund der experimentellen Bedingungen 18Rt sich die
Fouriertransformierte der Objektverteilung mit gekippten
Projektionen nicht im vollen Raumwinkelbereich innerhalb
der Aufldsungskugel abtasten. Der Grund dafiir ist der

Aufbau der verwendeten Priparate.

Praparat

Abb. 4.1 Aufbau eines Préparates, N Kupfernetzchen,
ST Stitzfolie, C Kohlefolie, S Stain, M Molekiil.

Als Beispiel sei der Aufbau eines Standardpridparates be-
schrieben /26/. Die meisten verwendeten Pridparate bestehen
aus einem runden Kupfernetzchen mit ca. 2mm Durchmesser und
einer MaschengrofRe von ca. 0,1 mm. Auf diese Netzchen wird
eine Kohlenstoffolie, die sogenannte Stiitzfolie aufge-
bracht. Diese hat L&cher mit einem Durchmesser von einigen
zehntel um. Auf diese Stiutzfolie wird eine weitere diinne
Kohlefolie aufgebracht. Auf dieser Folie liegen die unter-
suchten Molekilile auf. Beil negativ kontrastierten Pridparaten

sind die Molekilile mit einem Schweratomsalz gefdrbt. Dieses
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bildet eine Maske um das Molekidl und dringt in dessen Hohl-

rdume ein.

Diese Prédparate werden in eine Kippatrone eingesetzt,
die es erlaubt,das gesamte Prdparat beil Einachsenkippung um
eine waagerechte Achse zu kippen, bei kegelfdrmiger Kippung
um einéschrégliegende Achse zu drehen. Da das Prdparat flr
den Elektronenstrahl nur in den L&chern der Stitzfolie, die
nicht nicht von einem Steg des Kupfernetzchen verdeckt
sind, durchsichtig ist, ist bei Einachsenkippung nur ein
begrenzter Kippwinkel mdglich., Beil der kegelfdrmigen
Kippung ist der Winkel 2zwischen der Drehachse wund der
optischen Achse begrenzt. Bei gréBeren Kippwinkeln oder
groferen Auslenkungen wirde das Loch in der Folie durch die
Folie selbst oder die Stege des Kupfernetzchens abgeschat-
tet. Die bei Einachsenkippung heute erreichbaren Kippwinkel
liegen bei 260 Grad. Der gréfte Auslenkungswinkel der Dreh-
achse bei kegelfdormiger Kippung 1liegt mit den heute
verfligbaren Kippatronen bei 45 Grad. Ein Auslenkungswinkel
von 60 Grad dirfte allerdings mit einer entsprechenden

Kippatrone erreichbar sein.

In Folge der Winkelbeschrdnkung fehlt ein Teil der
Information Uber die dreidimensionale Struktur des Objekts.
Abb. 4.2 =zeigt die Geometrie wund die daraus folgende
Belegung des Fourierraumes flUr kegelfdrmige Kippung und
Einachsenkippung.Bei der Einachsenkippung ist im Fourier-
raum der Zwickel A unbestimmt, bei der kegelfdrmigen
Kippung ist der unbestimmte Bereich ein Doppelkegel mit

einem Offnungshalbwinkel von W/2—Q, wobeil W% der Auslen-
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////// AUFLOSUNGSGRENZE

w

BELEGUNG DES FOURIERRAUMES

a)

b) KeGeLFORMIGE KIPPUNG

Abb. 4.2 Geometrie der Kippung im Elektronenmikroskop und
die dazugehdrigen Belegungen des Fourierraumes.



17

kungswinkel der Drehachse aus der Senkrechten ist. Diese
unbestimmten Bereiche im Fourierraum &duBern sich in der Re-
konstruktion in einer Elongation des dreidimensionalen
Bildpunktes, sowie im Clutter. Bei gleichem Kippwinkel @, 4,
und Auslenkungswinkel 6@ ist das Volumen des maximalen
unbestimmten Bereichs im Fourierraum bei kegelfdrmiger
Kippung geringer als bei Einachsenkippung. Das entspricht
einer groBeren Information {Uber die dreidimensionale
Struktur des Objekts. Eine genaue Analyse der Volumenver-

héltnisse im Fourierraum sowie der Bildpunktelongétion und

des Clutters ist in Kap. 7 gegeben.
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5. Rekonstruktionsverfahren

Zur dreidimensionalen Rekonstruktion aus einer Serie von
Projektionen existieren eine Reihe von Rekonstruktionsver-
fahren, die jedoch hauptsidchlich zur Rekonstruktion aus
achsengekippten Projektionen entwickelt wurden. Sie lassen
sich in folgende vier Gruppen einteilen.

1. Radontransformation

2. Fourier-Verfahren

W

Rlckprojektion und Entfaltung

4, ITterative Verfahren im direkten Raum

5.1 Radontransformation

Die Radontransformation wurde bereits im letzten Kapitel
beschrieben. Zu den Schwierigkeiten, die sich durch die
diskrete Anzahl von Projektionen filr die praktische

Anwendung ergeben sei auf die Literatur verwiesen,/27,28;2w

5.2 Fourier-Verfahren

Die Fourier-Verfahren stiitzen sich iﬁ ihrem Ausgangs-
punkt auf das Projektionstheorem. Sei  P: (5% &)  die
Fouriertransformierte der Projektion p£(§,q), die unter denm
Kippwinkel ©; aufgenommen wurde. § sei der zweidimensiona-
le Ortsvektor in der Ebene der Projektion, ¥ entsprechend
im Fourierraum. Durch die Menge der Fouriertransformierten
aller Projektionen { P;(s% 6; )} ist die dreidimensionale

Fouriertransformierte §’(F*)des Objekts - im Prinzip
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bestimmt. Die Dichteverteilung des Objekts ergibt sich aus
der Ricktransformation der durch die Projektionen bestimm-

(g%
ten Fouriertransformierten ©(%7%).

o(F)=FT 5@ (5.1)

5.2.1 1Interpolationsverfahren

Da die durch die Projektionen bestimmten ‘Fourierkoef—
fizienten im allgemeinen nicht auf dem zur Rlicktransforma-
tion benutzten Raster liegen, 1ist eine Interpolation im
Fourierraum notwendig /30,31,32/. Ein Satz von 1Interpola-
tionsfunktionen ist durch das Whittaker-Shannonsche Samp-
lingtheorem gegeben. Sei gf(?*) die Fouriertransformierte
der Objektverteilung 9(?)“ Dann ist ein einer Projektion

entsprechender Zentralschnitt durch g(?*) gegeben durch:
P(F¥)= fz(;”*,rn”f)g:(p*) d¥ ¥ (5.2)

mit

. u,xm-éxl ';}“:l
(R0, P )= (2T (T FT T g (5.3)
B
Hierin ist B die Begrenzung des Objektbereichs. Bei einer

diskreten Rasterung des Fourierraumes sowie einer Begren-
zung des Objektbereichs durch einen -Quader mit den
Kantenldngen a,b,c ist

Siny (x5 a-k) sint (' b-Kk) Sinw(etlc~l) (5.4)

I (r%.. 3
T2 (et amh) (vt bote a*! e ()

hkl

p—

h,k,1 sind die Rasterpunktindizes im Fourierraum. Das
Rekonstruktionsproblem besteht hier hauptsidchlich in der
Inversion der Matrix Ihkl . Im Fall der Achsenkippung 1482t

sich (5.4) in zweidimensionale Gleichungssysteme entkoppeln



20
entsprechend den Ebenen senkrecht zur Kippachse /33/.

5.2.2 Fourier-Bessel-Verfahren

Ist bei der Einachsenkippung das Winkelinkrement
zwischen benachbarten Projektionen konstant, so bilden die
entsprechenden Schnitte im Fourierraum ein konzentrisches
Raster. Dies 1l&Rt sich ausnutzen indem man zur Ricktrans-
formation des mit Schnitten belegten  Fourierraumes die
Fourier-Bessel-Transformation verwendet/32,33/. Die ent-

sprechende Formel lautet:

[20]

= Lo K ik
g(r;¢):2 ein? SJ (2wr¥r)rtdrie'" 22 P (r*,9) ek (5.5)
AT OO Iy n k"’K h K :

9(? ,@) ist die Objektdichteverteilung in Zylinderkoordina-
ten, J,(x) die Besselfunktion n-ter Ordnung und %ﬁr*,ém)

die beziiglich r fouriertransformierte Projektion zum Winkel

X

5.2.3 Cormack-Smith-=-Verfahren

Die Fouriertransformierte §’Uﬂ& &) von g(r,¢) in

Zylinderkoordinaten ist:

vy comri e cog(6-¢)

o(r*,0)=jj ¢ (r,¢)e r dr d¢ (5.6)
O -y

Entwickelt man die Exponentialfunktion in (5.6) nach

Besselfunktionen so ergibt dies:

+

. A b .
§(r*,e):ji(ifqe‘”9‘fJn(Zﬁr*r)[J_g(r,¢) é'”1¢d¢]r dr  (5.7)
o -7

Der Ausdruck in der eckigen Klammer 1st die azimuthale
Fourierkomponente einer Entwicklung von e auf Kreisbodgen

mit Radius r.

(0§15 o () f | (5.8)
or §)=Z g -
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Nach dem Projektionstheorem gilt:

O(r¥,6)=p(rt, o) ‘ (5.9)
mit
o . v
P(rt )= p(r,0) 777 ar (5.10)
~ e

FaBt man ebenfalls die Fourierkoeffizienten aller Projek-
tionen als eine Verteilung in einem Projektionsraum auf,
und entwickelt man diesen nach © in eine azimutale

Fourierreihe, so erhidlt man:

A + o l:h§
P(rt,0)=2 P, (r¥) e (5.11)
v

Pn(r*) sind die durch die Menge der Projektione gegebenen
Fourierkoeffizienten auf Kreisen mit Radius r¥.
Vergleicht man (5.11) wund (5.8) und bezeichnet die

Besseltransformation von gh(r) mit
w
¥) - ¥
Bn(r )mf §H(P) Jh(2nr r) r dr (5.12)
[}
so zeigt sich dabB
B (r¥)=(i) P (r¥) gilt. (5.13)

Aus (5.13) ersieht man, daB den Fourierkoeffizienten Bn(r*)
ﬁicht mehr zu entnehmen ist, ob sie aus den Projektionen
oder den ObJjektdaten berechnet wurden. Dies wird im
Verfahfen von Cormack und Smith ausgenutzt, bei welchem die

explizite Durchfilhrung der Fourier und der Besseltransfor-

mation umgangen wird /17,18,33/.

Hierzu widhlt man drei orthogonale Funktionensysteme



{Uh&, [Rn}, {Ahm} mit folgenden Eigenschaften: B (x) 148t
sich nach U,(x) entwickeln. Qn(r) 148t sich nach Rn(r)
entwickelnﬁRn(r) geht durch Projektion in Un(x) iber. UR(X)
geht durch Fouriertransformation in ein System von
Funktionen Ahm(r*) tber. R,(r) geht durch Besseltransforma-
tion in dasselbe System Anm(r*) iiber. Die Koeffizienten der
Entwicklung der Projektionen nach Un(x) sind also propor-
tional den Koeffizienten der Entwicklung von £>(r,€?) nach
Rn(r). Auf diese Weise lassen sich die Entwicklungskoeffi-
zienten der Objektdichte sofort aus den Entwicklungskoeffi-
zienten der Projektionen bestimmen.

Ein solches System von Orthogonalfunktionen ist:
Ua(x) Tschebyscheff Polynome 2. Art
Rn(r) Zernike Polynome
By () verallgemeinerte Airyfunktionen
Das folgende Schema zeigt noch einmal ein {Ubersicht {ber

das Verfahren:

+0p
pn(x) w-»wwm%£%<xnwﬂjm*)(x)

(224
Qr) ——— = Pt )

Eine Rekonstruktion nach dem Smith-Cormack-Verfahren
158t sich im Rechner schnell durchfiihren. Bei kegelfdrmiger
Kippung ist dieses Verfahren jedoch nicht anwendbar, da
entsprechende Funktionensysteme fir diese Geometrie nicht

gefunden wurden.
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5.3 Rilckprojektion und Entfaltung

Die Rickprojektion ist eines der einfachsten Rekonstruk-
tionsverfahren /34/. Das Prinzip beruht darauf, daR aus den
Projektionen sogenannte Rickprojektionskdrper gebildet
werden, indem durch jeden Punkt der Projektion senkrecht zu
dieser eine Gerade gelegt wird,die konstant mit dem Wert
der Projektion im Schnittpunkt mit der Geraden belegt ist.
Dies entspricht einer Faltung der zweidimensionalen
Projektionen mit der dreidimensionalen konstanten Funktion
mit dem Wert 1, im Fourierraum einer Multiplikation mit
einer Jd -Funktion. Zur Durchfihrung der Rekonstruktion
werden diese dreidimensionalen Rickprojektionskérper

aufsummiert. In Bild 5.1 ist das Verfahren flir drei

Abb. 5.1 Rickprojektion aus drei Projektionen.

Projektionen veranschaulicht.
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Die einfache Rickprojektion zeigt im dreidimensionalen
Bild einen hohen Anteil an Artefakten, insbesondere treten
Strahlen um solche Punkte des Objekts auf, die sich
stark von ihrer Umgebung unterscheiden. AuRerdem werden die
niedrigen Ortsfrequenzen zu stark bewertet. Das Verfahren
hat allerdings den Vorzug, daB es sehr einfach auf jede
Geometrie anwendbar 1ist. Die Nachteile des Verfahrens
lassen sich durch die ‘'gewichtete Rﬁokpﬁojektion'Vermeiden,
auf die in Kap. 6 flir den Fall kegelfdrmiger Kippung

ausfihrlich eingegangen wird.

Da die Rickprojektion ferner ein wohldefiniertes
Verfahren 1ist, sowohl im direkten Raum als auch im
Fourierraum, 1Bt sich die Bildpunktfunktion des Verfahrens
unabhidngig von der Qualitdt der eingegebenen Projektionen
berechnen. Die rekonstruierte Dichteverteilung ist mit
dieser Bildpunktfunktion gefaltet. Entfaltet man die
Rickprojektion mit dieser Bildpunktfunktion,so ergibt sich
eine mit der vorliegenden Information bestmbgliche

Rekonstruktion.

Im Fourierraum bedeutet die Faltung mit der Bildpunkt-
funktion der einfachen Rickprojektion, daf die Fourier-
transformierte der so rekonstruierten Objektdichte mit der
Modulationsilibertragungsfunktion des Verfahrens multipli-
ziert ist. Die Entfaltung ldRt sich dann durch Multiplika-
tion der Fouriertransformierten dieser Objektdichte mit dem
Kehrwert der Modulationsibertragungsfunktion durchfihren.
Dieser Kehrwert heiRft auch Gewichtsfunktion, womit die

Bezeichnung 'gewichtete Rickprojektion' erklidrt ist.
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5.4 Iterative Verfahren

Die wichtigsten iterativen Verfahren sind /11,37.38/:
ART Arithmetic Reconstruction Technique
SIRT Simultaneous Iterative Reconstruction Technique
ILST Iterative Least Square Technique
Der gemeinsame Ausgangspunkt dieser Verfahren ist eine der
ObjektgroRe entsprechende Anfangsverteilung, die konstant
sein kann oder auch eine einfache Rickprojektion. Aus
dieser nullten N&herung werden die Projektionen zuriickbe-
rechnet. Die Differenzen zwischen den zurilickberechneten und
den gemessenen Projektionen ergeben Korrekturen, mit
welchen dann die im vorhergehenden Schritt berechnete

Objektdichteverteilung korrigiert wird.

Bei ART werden die Differenzen zwischen den berechneten
und gemessenen Projektionen nacheinander flr jede einzelne
Projektion berechnet und additiv oder multiplikativ zur
Korrektur der Rekonstruktion verwandt. Dies hat zur Folge,
daB eine genaue Ubereinstimmung nur mit der jeweils zuletzt

beriicksichtigten Projektion besteht.

SIRT bertlicksichtigt gleichzeitig die Differenzen aller
Projektionen. Auch hier werden diese Korrekturen additiv
oder multiplikativ zur Verbesserung der Rekonstruktion

bericksichtigt.

Bei ILST wird die mittlere quadratische Abweichung
zwischen den Dberechneten und gemessenen Projektionen

minimiert.
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6. Gewichtete Rickprojektion bei kegelfdrmiger Kippung

Als Rekonstruktionsverfahren flir die dreidimensionale
Rekonstruktion bei kegelfdrmiger Kippgeometrie wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine gewichtete Rickprojektion
entwickelt /48/. Dieses Verfahren hat den Vorzug, dafk es
sowohl im direkten Raum als auch im Fourierraum wohldefi-
niert ist. Es liefert eine definierte Bildpunktfunktion
unabhidngig von den Eingabedaten und gestattet daher eine
Berechnung der Aufldsung und des Clutters allein aufgrund
der gewdhlten Geometrie und der Projektionsanzahl. Hier ist
vorausgesetzt, daR die Aufldsung in den Projektionen
hinreichend grof ist, sodaR von daher keine Begrenzung der
Auflésung in der dreidimensionalen Rekonstruktion eintritt.
Ein reines Fourierverfahren wurde nicht gewéhlt{ da dies
eine dreidimensionale Interpolation im Fourierraum mit ent-
sprechend hohem Rechenaufwand erfordern wirde, denn bel
kegelfdrmiger Kippung 14/t sich das Interpolationsproblem
nicht, wie bei der Einachsenkippung, auf eine Interpolation

in Ebenen reduzieren.

Ein Verfahren Zhnlich dem von Cormack und Smith war, wie
schon in 5.2.3 erwdhnt, nicht durchfihrbar, da entsprechen-
de orthogonale Funktionensysteme fir kegelfdrmige Geometrie

bisher nicht gefunden wurden.
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6.1 Verwendete Geometrie

Zundchst soll die - zur Rekonstruktion verwendete
Geometrie mit der Bezeichnung der Koordinaten und Winkel
erkldrt werden. Abb 6.1 zeigt die im Mikroskop verwendete
Geometrie, Abb 6.2 die Geometrie, die den Programmen zur
Rekonstruktion zugrunde liegt. Die Winkelbezeichnungen in
Abb.6.1 entsprechen den Bezeichnungen in Abb.6.2. 'Ji ist
der Offnungshalbwinkel des Kegels,der durch die Strahlrich-

tungen gebildet wird, ?J der Azimutwinkel, um den das

Prédparat bei der jeweiligen Aufnahme gedreht wird.

Die Transformation zwischen dem objektfesten Koordina-
tensystem S und dem zur Projektion pj(ﬁ) gehdérenden Koordi-

natensystem SJ' ist:

xA cos%% 0 wsin%?; COS?j sinqy 0 X
| .
e 0 1 0 « | -sin@ cos@ 0 |+ 1y (6.1)
' in? )
Zj sin¥, 0 cosy, 0 0 1 z

Diese Transformation entspricht zunichst einer Drehung um z
mit dem Azimutwinkel ?3 und anschliefend einer Kippung um

die neue y;'~Achse mit dem Winkelsh . Die j-te Projektion
ist:
pJ(X'j,y'i):f§>(x,y,z) dzb (6.2)

J
gehdrende Strahlrichtung. Zur Rlckprojektion wird aus jeder

© (x,y,z) ist die Objektdichte und z: die zum Winkel @

Projektion pj(x'j,y'J) ein Riickprojektionskdrper gebildet,

wozu durch Jjeden Punkt der Projektion eine Gerade gelegt
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Abb. 6.1 Geometrie der kegelfdrmigen Objektkippung im
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wird, die konstant mit dem Wert der Projektion im Schnitt-
punkt belegt ist. (s. Kap.5) Diese Rickprojektionskdrper
werden anschliefend aufaddiert. Ist pj(x'j,y'J) die

Projektion, so ist der zugehdrige Rlckprojektionskdrper:

p,}(x'j,y'j ,z'j )!zp.;(X"',Y'J ) (6.3)

Die aus der Riickprojektion sich ergebende Objektdichte ist:

N =% 3. T, i, R
Q(Xy}’,Z)—;‘EDa(XJ,YJ,Z ) (6.4)

]

Wdhlt man fur p;(x'j,y‘j) die Projektion eines Bildpunktes,

so ist (6.4) die Bildpunktfunktion der Rilickprojektion.

6.2 Berechnung der Gewichtsfunktion

Die Fouriertransformation der dreidimensionalen
Bildpunktfunktion liefert die zugehdrige Modulationsiber-
tragungsfunktion. Diese Modulationsilibertragungsfunktion ist
nichts anderes, als die Dichte der Abtastung im Fourier-
raum, die sich definieren 14ft als die Anzahl der Abtast-
punkte pro Volumeneinheit im Fourierraum. Da die einfache
Rickprojektion eine Summation der Projektionsk®rper im
direkten Raum ist, werden auch die Schnitte im Fourierraum
aufsummiert. Dies hat zur Folge, daRk die Ortsfrequenzen im
Fourierraum gewichtet mit der Anzahl der Abtastpunkte im

dazugehdrenden Volumenelement berilicksichtigt werden.

Zur Veranschaulichung der Belegung im Fourierraum ist in
Abb. 6.3 eine Schnittebene durch die dreidimensionale
Fouriertransformierte des rickprojizierten Bildpunktes

senkrecht zur z¥-Achse gezeigt. x* , y* , =z* sind die
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Koordinaten im Fourierraum. Die Rickprojektionskdrper

Abb. 6.3 Schnitt durch die dreidimensionale Fouriertrans-
formierte eines rickprojizierten Bildpunktes beil
kegelfdrmiger Kippung in einer Ebene z¥zkonst. B
nicht abgetasteter Bereich.

entsprechen im Fourierraum Schnittebenen durch den Ursprung
der dreidimensionalen Fouriertransformierten des Objekts.
Der Bereich B in Abb. 6.3 ist der Schnitt durch den nicht
bestimmten Doppelkegel im Fourierraum. Aus Abb. 6.3 sieht
man deutlich, daR die Belegungsdichte des Fourierraumes
nach aulken hin abnimmt. Dies entspricht einer zu hohen
Ortsfrequenzen hin abfallenden Modulationéubertragungsfunk-
tion. Bei der einfachen Rilickprojektion werden also die
niedrigen Ortsfrequenzen relativ zu den hohen Ortsfrequen-
zen angehoben. Ferner sieht man aus Abb. 6.3 , daf die
Modulationsibertragungsfunktion , bei konstantem Winkelinkre-
ment Aqo:gnl-¢3 zwischen den Projektionen, achsensymme-

trisch zur z¥-Achse ist.
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Durch Fouriertransformation erhilt man aus (6.4):
FT(?(X,y,Z))zFT(JZBJ(x'i,y'j,z'j)) (6.5)

=X P (x%,yR) d(2h)
FE B d d
Pj(xﬁ',yﬁ') ist die zweidimensionale Fouriertransformierte

der Projektion pj(x'j,y'i)

Seien im Folgenden die pj(x'j,y'j) Pfojektionen eines
Bildpunktes. Die Fouriertransformierten dieser Projektionen
sind konstant belegte Ebenen im Fourierraum. Sei ferner
A¢= ¢h4-¢i::dqalnf1n1t651mal klein, dann 1&Rt sich die
Summe in (6.5) durch ein Integral ersetzen. Die Modula-

tionslibertragungsfunktion M(x*,y* z¥) ist dann:
2
-y
M(x3 y§ 29 =FT(P (x,y,2))=[ J(2*(¢)) dy¢ (6.6)
4 ‘
Mit der in (6.1) angegebenen Transformation ergibt dies:
2
M(xk,y*,z¥):j' J(x”sinﬁoos@+y*sinﬁsin¢+zgcos@) dg (6.7)
[
fihrt man Zylinderkoordinaten rX, ¢,z*’ein, so ergibt (6.7)
2
M(rﬁ¢,z§:;rJ(r*sin%cos(¢~¢)+z*cosﬁ) dp (6.8)

Dies 1&Bt sich 1l&sen unter Beriicksichtigung der Beziehung

fir J—Funktionen:

Jir(x))=y —2 - (6.9)
” g‘ [ 'x )l S G

wobeil x ,die Nullstellen der Funktion f(x) sind und f'(xn)

ungleich null sein muB, also

f(Xn):O
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und

£1(x,)= ")”["“ #o : (6.10)

Die Nullstellen von z*?@) im Intervall (0,20 sind:

cos(p-p)= 2¥eosth, | ~a2tceold
4 * fin T

woraus folgt:

g%zzi(arooos(lii%%iﬁ )—?) (6.11)

Die Ableitung von z¥ nach ¢ ist:

dx'g) r¥simdsin($-¢) (6.12)
Ay
Dies ist ungleich null fir qgtnui @i aus (6.11). Einsetzen

von (6.11) und (6.12) in (6.9) ergibt:

& (¥ ()= ! (@ -0+ & (p-p)
z ? [-r*;}nc)’.flrl(aTCCOS( 60“/'1)4(9)) ]( ¢ -4, - )
(6.13)
Damit ergibt (6.8):
M(r¥, §,2%)= Z : (6.14)

| 7% sin ) sinlarccog (=2 ‘”/q}%))]
fir r¥>z¥cot 4
Die Funktion M(r¥, ¢,z* ) ist nur definiert im Rereich
r*>z*cot7%. Dies ist der Bereich auferhalb des unbestimmten
Doppelkegels, in welchem die Fourierkoeffizienten bei

kegelfdrmiger Kippung nicht bekannt sind.

Die Gewichtsfunktion G(r*,¢,zy), mit der die Fourier-
transformierte der Dichteverteilung der einfachen Riickpro-
Jjektion zur Entfaltung multipliziert werden muf, ist der

Kehrwert von M(r*,¢gz*), also



G(P*,¢,z*):%}r*sin%sin(arocosGEg%fgiﬁh))]. (6.15)

Da O<1%< g? ist, 14Rt sich (6.15) vereinfachen zu:

507
G(r*,@ﬁz*):g\r¥sin%sin(arcsin(42_ if%%%éé M

4 P*Zsiﬁh%—zgzcoszjt (6.16)

NN

Abb. 6.4 zeigt einen Schnitt durch eine  r*-z* Ebene der

dreidimensionalen Gewichtsfunktion. Sie hat den Wert null
#*
AZ

Abb. 6.4 Schnitt durch die dreidimensionale Gewichtsfunk-
tion G(x¥,y*,z* ) entlang der 2z’-Achse. Zahlenanga-
ben in frei gewdhlten Einheiten.

auf der Oberfldche des Kegelmantels, der den unbestimmten
Bereich im Fourierraum begrenzt und nimmt nach aufen hin
zu. Dies entspricht einer Abschwidchung der niedrigen
Ortsfrequenzen und relativ dazu einer Verstdrkung der hohen
Ortsfrequenzen. Die in Abb. 6.4 angegebenen Zahlenwerte

sind in willkirlichen Einheiten angegeben, da sie nur den



Verlauf der Funktion kennzeichnen sollen.

Fior b= 00

0= was dem 1in der kegelfdrmigen Kippung
enthaltenen Spezialfall der Achsenkippung entspricht,

reduziert sich (6.16) auf

G(r*,¢,z*)=zz r* (6.17)

(6.17) ist bis auf den Faktor :g die bekannte Gewichtsfunk-

tion fiir die gewichtete Rlickprojektion aus achsengekippten
Projektionen/33,39/, Der Faktor -Z’f rithrt daher, daf bei der
kegelformigen Kippung der Azimutalwinkel ? einen Bereich
von O bis 271 iberstreicht. Fir 1%= %j enspricht aber jede
Projektion derjenigen, die um 1 gegen diese gekippt ist.
In diesem Spezialfall wird also jeder Schnitt im Fourier-
raum durch zwel Projektionen bestimmt, und die entsprechen-
den Fourierkoeffizienten sind nach der Aufsummation der
Projektionen doppelt so groR wie die durch nur eine
Projektion bestimmten. An der relativen Wichtung der

Ortsfrequenzen &ndert sich aber durch diesen Faktor nichts.

Mit der in (6.16) gegebenen Gewichtsfunktion 1&d8t sich

die Rekonstruktion nach folgendem Verfahren durchfihren:

p(X'J,y'j) RP >
/\ . ¥ 7

— V. . .
§(X,y,z)~J§; ps(x PV 25 ) FT -

(6.18)
Er(x¥r,yke) d (2%10) W >
.f 3 J 4 d
W(X*,yxgz*)i'ﬁ(xﬁ',yﬁ') a(sz) — FT
3

g?(x,y,z)
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Hierin ist FT die Operation Fouriertransformation, RP die
Rickprojektion, W die Wichtung und pr =7 die inverse

Fouriertransformation.

Die Summation und die Fouriertransformation in (6.18)
lassen sich vertauschen und aufgrund der Gleichung (6.5)
lassen sich die dreidimensionalen Fouriertransformationen
durch zweidimensionale Transformationen ersetzen. Die
Gewichtsfunktion wird nur in der der Projektion entspre-
chenden Schnittebene im Fourierraum berechnet und adf die
Fouriertransformierte jeder Projektion angewandt. Da bei
gleichem azimutalen Winkelabstand der Projektionen und
aufgrund des konstanten Kegeldffnungswinkel wihrend einer
Serie von Aufnahmen die Gewichtsfunktion rotationssymme-
trisch zur z¥-Achse ist, ist die Gewichtsfunktion in: allen
den Projektionen entsprechenden Schnittebenen im Fourier-

raum die gleiche.

Setzt man die Koordinatentransformation (6.1) in (6.16)
ein, so erhdlt man als Gewichtsfunktion flir die Fourier-

transformierte einer Projektion:
W(X’S',y}"):y*}'sin’/g : (6.19)

Diese zweidimensionale Gewichtsfunktion 14Rt sich dann auf
die Fouriertransformierte jeder Projektion anwenden.
Anschlieflfend wird jede so gewichtete Fouriertransformierte
zurlcktransformiert wund die Rickprojektion mit diesen
gewichteten Projektionen durchgefiihrt. Als Rekonstruktions-

schema ergibt sich dann:
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pj(x'd' AN ) —FT—>

P(x*1
J(J’

A4

y‘}') W

X1 L ] R & tey. .. ¥ A0 =A
w(xj AN PJ(XJ A ).-PJ(XJ v ) FT = ——>

B; (x';,y) RP >
2
© (x,y,2)=8F;(x";,y";,2') (6.20)
d

J(X'st'sz'j) sind die aus den gewichteten Projektionen

T 'O

J(X'j’y'j) gebildeten Riickprojektionskdrper.

Zur Durchfihrung des Rekonstruktionsverfahrens sind nur
zweidimensionale Berechnungen notwendig, zumal da sich die
Rickprojektion ebenenweise oder auch punktweise durchfiihren

laRrt.

Bei der in dieser Arbeit angewandten Rickprojektion wird

80 vorgegangen, daR fir Jeden Punkt einer Ebene des Objekts
der entsprechende Punkt auf jeweils einer Projektion
berechnet wird, dessen Wert dann auf der Projektion
interpoliert wird. Dieser Wert wird zu dem Wert am Punkt
der Objektebene addiert. Das Verfahren wird jeweils fir
eine Ebene senkrecht zu einer der drei Achsen mit allen
Projektionen durchgefihrt und die dreidimensionale

Rekonstruktion ebenenweise berechnet.

Abb. 6.5 zeigt eine einzelne Projektion des Bildpunktes
nach der Wichtung im Fourierraum und Ricktransformation.
Durch die Wichtung ergeben sich in y'-Richtung negative
Werte neben den weiter positiven Werten an der Stelle des

projizierten Bildpunktes. Anschaulich 14Rt sich dies so
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interpretieren, dafl diese negativen Bereiche dazu dienen,
die Strahlen, die in der Riickprojektion durch die Nachbar-

projektion auftreten, zu kompensieren. Zur Erlduterung ist

O~
L2

Abb. 6.5 Gewichtete Projektion eines Punktes. Schichtli-
nienabstand 20% vom Maximum der Projektion.
o = L0, >0.

2
. 'li
|
g f A== BB

?" )

a) b)

Abb. 6.6 Riickpreojektion mit zweil Projektionen. a) mit nicht
gewichteten Projektionen. b) mit gewichteten Pro-
jektionen.

in Abb. 6.6 eine einfache Rlckprojektion mit zwei Projek-
tionen und daneben eine Riickprojektion mit gewichteten Pro-
jektionen skizziert. In Abb. 6.6a sind die Strahlen der
Projektionen zum Bildpunkt hin zu sehen, Abb 6.6b =zeigt,

daR diese Strahlen in der Umgebung des Bildpunktes durch
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die Nachbarprojektionen nahezu zu null kompensiert werden.
Die GroBe dieser Umgebung hidngt von der Anzahl der Projek-
tionen ab. Abb. 6.7 zeigt einen Schnitt durch die x-z-Ebene
eines dreidimensionalen Bildpunktes. Die Rekonstruktion
wurde aus 25 Projektionen bei einem Kegelwinkel von 45 Grad
berechnet. Abb 6.7a =zeigt den Bildpunkt den man beil
einfacher Rlckprojektion erhdlt, Abb., 6.7b den Bildpunkt
der sich bei gewichteter Rilckprojektion érgibt. Es sei
besonders auf die im Gegensatz zur Rekonstruktion bei
Einachsenkippung sehr niedrigen negativen Minima in der
Umgebung des Bildpunktes hingewiesen, die nur ca. 5% des
Maximums ausmachen, w&hrend bei der Einachsenkippung
negative Bereiche auftreten, die bis zu ca.30% des

Bildpunktmaximums betragen (s.auch Kap.7.4).
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6.7 Schnitt durch den

Rekonstruiert aus

Kegelwinkel von 45 Grad.
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7. Qualitidt der dreimensionalen Rekonstruktion

Die Qualitdt der dreidimensionalen Rekonstruktion 18Rt
sich durch dreil Grdhen beschreiben, durch die Elongation
des BRildpunktes, die Artefakte um den Bildpunkt, den
sogenannten Clutter, und das Verh&ltnis des AufléOsungsele-
ments zum Durchmesser des Rekonstruktionsvolumens. Alle
drei GrofRen lassen sich aus der Belegung des Fourierraumes
berechnen. Die Auflésung ist durch den Radius des vollstédn-
dig abgetasteten Bereichs im Fourierraum im Sinne des
Shannonschen Samplingtheorems /2U4,25/ gegeben, das besagt,
daR der Abstand zweier Abtastpunkte den Wert 1/D nicht
iberschreiten darf, wobei D der Durchmesser des Rekonstruk-
tionsvolumens ist. Hierdurch ist der Radius der Aufl&sungs-
kugel im Fourierraum festgelegt. Die Elongation des
Bildpunktes wird durch die ungleichmiZfige Belegung des
Fourierraumes verursacht. Bei der FEinachsenkippung fehlt
durch den begrenzten Kippwinkelbereich ein Zwickel
innerhalb der Aufldsungskugel, beil der kegelfOrmigen
Kippung ein Doppelkegel. Diese fehlenden Rereiche sind
ebenfalls die Ursache fir den Untergrund des Bildpunkts,
den Clutter, der beil entsprechenden Rekonstruktionsmethoden
zwar flr jeden Bildpunkt gleich ist, sich Jjedoch durch
keine Berechnungsmethoden, wie z. B. eine Entfaltung der
rekonstruierten Struktur Dbeheben 148t. Der unbestimmte

Bereich im Fourierraum bedeutet eine fehlende Information

iber das Objekt.

Das Volumen des unbestimmten Bereichs im Fourierraum ist
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bei der Einachsenkippung grofer als bei der kegelfOrmigen
Kippung. Die Auswirkung der fehlenden Information auf die
dreidimensionale Rekonstruktion ist jedoch wegen der
unterschiedlichen Geometrie der Lage der gemessenen
Projektionen verschieden. Eine Rekonstruktion aus achsenge-
kippten Projektionen ergibt eine relativ gute Aufldsung,
jedoch wird dieser Vorteil weitgehend dadurch wieder
aufgehoben, daf der Bildpunkt eine grodfBere Elongation zelgt
und vor allen Dingen einen hohen Anteil an Artefakten.
Dagegen ergibt eine Rekonstruktion aus kegelfdrmig
gekippten Projektionen bei gleicher Anzahl der Projektionen
zwar eine schlechtere Aufldsung, jedoch zeigt der Bildpunkt
eine geringere Elongation und der Clutter des Bildpunktes
ist wesentlich geringer als Dbei Rekonstruktionen aus

achsengekippten Projektionen.

7.1 Volumen des unbestimmten Bereichs im Fourierraum
Einachsenkippung:

Betrachtet werde im Fourierraum eine Kugel mit Radius
R%ﬂ Durch R¥* ist die Auflosung der Rekonstruktion festge-
legt. Der Fourierraum sei bis auf den unbestimmten ZWickel
innerhalb dieser Auflosungskugel vollst&ndig bestimmt. Das

Volumen der Aufldsungskugel ist

y

¥ 3
Vv = —FR
Bﬁ

Sei P e der maximale Kippwinkel. Dann ist das Volumen des

unbestimmten Zwickels innerhalb der Kugel

v :jgfw‘s(g“?mux) (7.1)

2w
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X‘P’

Belegung des Fourierraumes beil Achsenkippung.
Kugelformige Begrenzung des Fourierraumes.
x*,y*,z¥ kartesische Koordinaten, r¥, ¢ ,v¥%,
Zylinderkoordinaten. ™ :Q%mknmximaler Kippwinkel,
R * Radius der Aufldsungskugel.

/)«A&K

Xy

Belegung des Fourierraumes bei Achsenkippung.
Zylinderformige Begrenzung des Fourilerraumes. Xx¥,
yx, z}* kartesische Koordinaten. r¥, ? y¥
Zylinderkoordinaten. « = Prrren maximaler Kippwinkel,
R* Radius des Aufldsungszylinders, 2y¥ HOhe des
Aufldsungszylinders.
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Das ergibt fir ¢ :%%, also einen maximalen Kippwinkel wvon
45 Grad einen unbestimmten Bereich, dessen Volumen 50% des
Volumens der Aufldsungskugel ausmacht. Flir einen Maximal-

winkel von 60 Grad oderq%ux: T immer noch ein unbestimmtes

3
Volumen von 33% des Gesamtvolumens. Nimmt man eine
zylinderfdrmige Begrenzung des Fourierraumes an, wobei die

Kippachse gleich der Zylinderachse ist, so ergeben sich die

gleichen Volumenverhdltnisse.
Kegelfdrmige Kippung:

Gegeben sei wieder die Aufldsungskugel mit Radius R* und

somit einem Volumen von

4

vV, = oy

» 3
" TR (7.2)

Der unbestimmte Teil des Fourierraumes setzt sich zusammen
aus dem Volumen des fehlenden Doppelkegels, sowie den
Volumen der durch die Schnittlinie des Doppelkegels mit der

Aufldsungskugel gegebenen Kugelsegmente.
3
\[DK::%N R* cos}"«x}o’sin'%%g-‘TPR*z(2—3sin72+sir§31}’p)
3 .
:§W~R* (1_51n¢) (7.3)

Das ergibt fUr'@ =45 Grad ein unbestimmtes Volumen von
29.29% des Gesamtvolumens und flr m& =60 Grad ein Volumen

von 13,4% des Gesamtvolumens.

Bei zylinderfdrmiger Begrenzung im Fourierraum mit der
Zylinderachse in Richtung der Kegelachse ist das unbestimm-
-

te Volumen immer 3 des Gesamtvolumens, unter der Voraus-

setzung, daR die Kegelgrundfldche mit der Zylindergrund-
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Abb. 7.3 Belegung des Fourierraumes bei kegelfdrmiger

Kippung. Kugelfdrmige Begrenzung des Fourierrau-

mes. x¥, y*, 2z¥ kartesische Koordinaten, r ¥, Y
Polarkoordinaten. ¢ Kegelwinkel R?* Radius der
Aufldsungskugel.

&

X

Abb. 7.4 Belegung des Fouierraumes bei kegel formiger
Kippung. Zylinderfdrmige Begrenzung des Fourier-
raumes. x¥, y¥ z¥ Lkartesische Koordinaten, r*,
Y, ¢ Polarkoordinaten. a8 Kegelwinkel, R
Radius des Auflésungszylinders, 2z%* Hdhe des Auf-
18sungszylinders.
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fldche {bereinstimmt. Eine zylinderfdrmige Begrenzung des
Fourierraumes bedeutet jedoch einen Informationsverlust, da
das Zylindervolumen vollstidndig innerhalb der Aufldsungsku=-
gel liegen muR und deshalb Teile des mit der vorliegenden
Information doch bestimmten Fourierraums nicht beriicksich-

tigt werden.

7.2 Elongation des rekonstruierten Bildpunktes

Der fehlende Bereich des Fourierraums &duBert sich im
direkten Raum im Clutter und einer Elongation des dreidi-
mensicnalen Bildpunktes. Mit Hilfe einer quadratischen
Ndherung der Bildpunktfunktion 13Rt sich diese Elongation
in Abhingigkeit vom maximalen Kippwinkel bei Einachsenkip-
pung, bzw. des Kegeldffnungswinkels bei kegelfOrmiger

Kippung berechnen /49/.

Sei f(¥) die Bildpunktfunktion des dreidimensional
rekonstruierten Bildpunktes um den Punkt F=0 . Die Ndherung

der Bildpunktfunktion durch eine Parabel ist:

P =0(0)4 76, (0)-x 450, (0) ¥ 508, (0) 2% (7.4)
mit

£ (o) TE (7.5)
U - ‘D%’Z :};§0 T

Die Verhdltnisse der x,y und z Koordinaten der Nullstellen

von f(T¥) geben ein MaR fiir die Elongation des Bildpunktes.

Sei f(x,,0,0)=0 , £(0,y,,0)=0 , £(0,0,zs)=0 , Die
Elongation des Bildpunktes in den einzelnen Richtungen ist

dann:
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..Yl’ ; e ::g-i ’ e =_iQ (7'6)
Yo

e =
xy Xp vz

Seien u,v algemeine Koordinaten, wahlwelise x,y oder z. Dann

gilt mit der quadratischen N&dherung in (7.4):

= / A
Uy = .iiiﬁé ;  und euv=XL= L 9) (7.7)
{..(0) Yo foe (B)

Die zweiten Ableitungen der Bildpunktfunktion lassen sich
leicht berechnen aus der Fouriertransformierten des
Bildpunktes.

h -3 .
MT) :ihzvh‘(an(.?.t) d;f"* (7.8)
I

Worin F(*) die Fouriertransformierte von f(3) ist.

Achsenkippung:

Sei die Fouriertransformierte der dreidimensionalen
Struktur kugelfdrmig begrenzt durch die Auflbsungskﬁgel mit
Radius R¥. Sei ferner y* die Koordinate entlang der
Kippachse. Der Radius Ri einer Kreisscheibe in einer Ebene

y¥=konst ist
RY = of RY® oy ¥2 (7.9)
v© - '

Fihrt man weiter im Fourierraum die Zylinderkoordinaten
r¥, y,y*'ein (s. Abb. 7.1,7.2) und setzt diese in (7.8) ein,

S0 ergibt dies:

AR IR A"
L
- ¥L ¥ X g B
4 (ar) f j’ ‘(x r¥de dr*dy=f, (0) (7.10)
(s} ) -ty
Mit M::¢&a¥, dem maximalen Kippwinkel. Mit

x*:r*cos? und z*:r*sinf (7.11)

wird (7.10)



¥
==l (o [ £
iy

(-4

}"R*Eyﬂ A

[+ ) -

r’*zcosz(p rtd @ dr¥ dy*

(sine cose+ol) r*3dr*dy*

(RE* =y ¥*)% (sinscosa+o) dy ¥

== 3272 ¥ («isinwcosy)

18"

Die zweite Ableitung der

ist:

¥ -ypﬁyxz <

fr*xsinzp dp dr¥dy*
-

£y, (D=-tler)2f [

Bildpunktfunktion

in

by

(7.12)

%
z-Richtung

0 o
zx* J’p_*k.y’f&
=-4{zn) 5 [ (M—sinxoosd)r*zdrxdy*
& o
2 &
= - Qﬁgl R** (x-sinxcosa) (7.13)
und
0¥ {E&;;;~ o
)= 2 { *2 ¥ qp¥ X
£oo(0)=={zw)? | {y*p¥dr de dy
vy 0 o -
¥
. 2 - %2 ¥4 ¢z pr
=~ U{am) 20{! Z(R -y )y dy
o 3l S |
== S RTTee (7.14)
Bezogen auf die x-~Richtung ergeben sich somit folgende
Bildpunktelongationen:
SR K. + Slhot COSM
xy "~ o
- ‘ »
e = || Rt Sne (g (7.15)
X A~ LR cos .
Abb. 7.5 =zeigt die Abhidngigkeit der Elongation von
maximalen Kippwinkel. Fir <¥=Jr ergibt sich:

eKY:Y 1,6366 =1,28

L,
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v, ’%
=l z LN | 4
%7 (0)==l-(2w) é (gy r;dgvdr¥dy

8w

2 T
- ¢ R*

y¥d. (7.18)

Die Elongationen bezogen auf die x-Richtungen sind dann:

. _.J E(Sind Cose +o)
e
Tt e
(7.19)

_{ o +_Sinw (ofd
Cxa” -
&~ Sinw coL

Die Elongation e 3 bei zylinderfOrmiger Fourierraumbegren-
zung ist die gleiche wie bei kugelfdrmiger Begrenzung des
Fourierraumes. Die Ausdehnung des Bildpunktes in y-Richtung
ist bei zylindérférmiger Begrenzung geringer und betridgt im
Fall, daR die H6he des Zylinders gleich dem Durchmesser der
Grundflé&che ist{%f'v 87% der Ausdehnung bei kugelfdrmiger

Begrenzung. Da die Bestimmbarkeit der Fourierkoeffizienten

in  y%Richtung nur von der- Aufldsung der Projektionen
abhdngt, 13Bt sich bei zylinderfdrmiger Begrenzung in der
y-Richtung eine der Aufl&sung in den Projektionen gleiche

Aufldsung erreichen.

Kegelformige Kippung:

Die zur Berechnung der Elongation bei kegelférmiger Kippung
verwendete Geometrie ist in Abb. 7.3,7.4 dargestellt. Der
Fourierraum sei wieder durch die Auflésungskugel mit Radius
R¥ begrenzt. 1g-ﬁ}; ist der Offnungshalbwinkel  des
unbestimmten Kegels im Fourierraun. w% wird im Folgenden
mit Kegelwinkel bezeichnet. Die Berechnung der Elongation
bei kegelfdrmiger Kippung erfolgt analog den Berechnungen

bei Achsenkippung. Zur Berechnung der Integrale werden
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folgende Polarkoordinaten verwendet (s. Abb. 7.3,7.4):

x*=rtsinycos :  y¥=r*sinysin ;. zt=r*cos (7.20)
yeos ¢ ysing 'S

Wegen der Achsensymmetrie des Kegels und da die Kegelachse

mit der z¥-Achse zusammenfdllt,ist £, (8)=f, (D).
F/z 7’/2“1;; ?;*
£, (8)=-8n) *osind 2pdrfdy d
wy (0) )5) T‘j/z J rtisin’ycosigdridy dy
1S ) . :
=—p _%? (‘§51n%& ~siny}) (7.20)

ity Wz-q/‘?p T¥
f?2(6)=~8(lmlf S f r*gcosazsina'dr*ddfd¢

4 e, ]
'y
=—un3-%}si§¢& (7.21)

Daraus ergibt sich die Elongation des Bildpunktes zu:

2o 3~SH§€%
e =e = ede = Y ; 7 .22)
X2 Ya %o 2 £ ‘ ' (7

Als Ergebnis ist in Abb. 7.6 die Abhidngigkeit der Elonga-
tion vom Kegelwinkel dargestellt. Zwel Spezialfd@lle seien
angegeben:

Die Elongation bei %%: %; betridgt:

e = 12,5 =1,58

Und bei 7% =

Ir
> "3

- ‘2"2'__{ -
e, = ] =123 (7.23)
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Abb. 7.6 Elongation des Bildpunktes bei kegelfdrmiger
Klppung in z~Richtung bezogen auf die x-Richtung

in Abhangigkeit vom Kegelwinkel., Kugelfdrmige
Begrenzung des Fourierraumes.

Im folgenden sei der Fourierraum bei kegelfOrmiger
Kippung zylinderfdrmig begrenzt. Die Zylinderachse stimme

mit der z -Achse {liberein. Dann gilt:

R*/MJ' Y2
(8):~8&w> f 0z f *cos drid e dz ¥
2repd o
AN nr}‘
:-8&U?Zf (R"‘q ¥ cot 2h) dzt
- 3?5. Rggfan¢% (7.24)

Und
R%nﬂ% Wz 72)‘

(O)~~8&nﬁ { S _I z*zr*dr*dq>dz*
=-8 (2} J EQWZ(R*Z—Z*Zoog%%) dp dz?

== e T RYrad v, (7.25)
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Daraus folgt flir die Elongation:

- 3 43
exz“{??Qﬁxi _{:Tcotw% (7.26)

) o . o _

und furz% = Z—erglbt sich: ex2_1?612
fir oA = E: exz=1,225
und fir % = _\T?f: exe =0,931

Wenn dies zundchst glinstiger aussieht als bei kugelfdrmiger
Begrenzung des Fourierraums, so ist doch éu beachten, da?
die geringere Elongation in diesem Fall auf einer Ver-
schlechterung der Aufldsung in x -Richtung beruht. Zur Er-

lduterung zeigt Abb. 7.7 einen Schnitt durch die dreidimen-

i\Z*
- -0 \\
- ~
i e
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<. s
A RZ
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\ rd
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Abb. 7.7 Schnitt durch den Fourierraum bei kegelfdrmiger

Kippung. Schraffierter Teil: zylinderfdrmige
Begrenzung des Fourierraumes. R%, Radius der
Aufldsungskugel, R; Radius des Aufldsungszylin-
ders.

sionale Fouriertransformierte des Bildpunktes entlang der
z¥-Achse. Bei zylinderfdrmiger Begrenzung des Fourierraumes

wird nur der schraffierte Teil in der Rekonstruktion
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berlicksichtigt, widhrend bei kugelfdrmiger Begrenzung des
Fourierraumes in r¥-Richtung alle Fourierkomponenten

innerhalb der Aufldsungskugel K verwendet werden.

7.3 Aufldsung der dreidimensionalen Rekonstruktion beil

kegelfdrmiger Kippung

Die Aufldsung der dreidimensionalen Rekonstruktion ist
bei gegebener Objektgrdfe durch die Anzahl der Verﬁendeten
Projektionen sowie deren geometrische Anordnung festgelegt.
Hierbei ist vorausgesetzt, daf die Aufldsung der Projektio-
nen selbst hinreichend gut 1ist, sodaB von daher keine
Aufldsungsbegrenzung eintritt. Da jede Projektion nach dem
Projektionstheorem einen Zentralschnitt durch die Fourier-
transformierte der Objektdichteverteilung Dbestimmt, 1&8t
sich die Aufldsung nach dem Shannonschen Samplingtheorem
berechnen. Hierbei wird folgendes Kriterium angewandt:

Das Rekonstruktionsvolumen sei eine Kugel mit dem Durchmes-
ser D, Der Fourierraum der Objektverteilung sei durch die

Auflésungskugel mit Radius R begrenzt. Die Aufldsung von

7%Fin der Rekonstruktion liegt dann vor, wenn der Abstand
zweler Samplingpunkte im Fourierraum nicht grdRer als Sl

D
ist. Sei d* der Abstand eines Punktes r* zum niAchsten

Samplingpunkt, so muR gelten

by - . =% ¥
a°s 55 fir |7 ¢ |RY (7.26)

Diese Berechnungen werden im folgenden durchgefihrt. Die

Geometrie entspricht der in Kap. 6 verwendeten und ist in
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Abb.7.8 noch einmal dargestellt.

oL Z
Strahlirichtung
4 - Objekt
> X
Projektion

Abb. 7.8 Geometrie der kegelfdrmigen Kippung. =z Drehachse
des Prédparats, z! Strahlrichtung. y-Achse
senkrecht zur Zeichenebene. y'-Achse nicht
eingezeichnet.

Es wird zwischen zwei Fdllen unterschieden: Im ersten

Fall wird eine gerade Anzahl von Projektionen angenommen,

im zweiten Fall eine ungerade Anzahl von Projektionen. Das

Winkelinkrement so0ll in beiden F#llen konstant sein.

Folgende Uberlegungen fiihren zu einer Vereinfachung der
Berechnungen:
Die Samplingpunkte im Fourierraum mit maximalem Abstand
zueinander liegen auf der Oberflidche der Aufldsungskugel.
Jede Schnittlinie einer fouriertransformierten Projektion
mit der Aufldsungskugel bildet einen GroRkreis. Sei der
azimutale Winkelabstand zweier Projektionen Aq)z-%g; (N
Anzahl der Projektionen). Betrachtet werden die vier Pro-
jektionen Py Pj» Pys Pe, VOD welchen jeweils zwel einander
benachbart, und die anderen beiden im Fall gerader Projek-

tionszahl um den Winkel(N/2>Jhpdazu gedreht seien, im Fall



a)

Abb 7.9 Zur Abtastung des Fourierraumes bei kegelfdrmiger

Kippung.Schnittlinien der Fouriertransformierten
der Projektionen Py Py Py D mit der Auflo-
sungskugel. A sphérisches Viereck, gebildet aus
den GroRfkreisen der Schnittlinien. Abb. 7.9a
gerade Anzahl von Projektionen; Abb. 7.9b ungerade
Anzahl von Projektionen.

55
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ungerader Projektionsanzahlen um den Winkel f%;LA?%

Im ersten Fall seien dies die Projektionen mit den Azi-

mutwinkeln

e £ (7.26a)

] 4
f=-4%, GG

Die durch die Schnittlinien dieser Projektionen mit der
Aufldsungskugel gegebenen GroRkreise bilden das sphédrische
Viereck A (Abb. 7.9). Die Diagonale des Vierecks ist Symme-
trieachse und f&11t in z¥-Richtung mit dem Lingengrad
P = £~ auf der Kugeloberflédche zusammen. Die oben
angegebene Aufldsungsbedingung bedeutet, daBk kein Punkt

innerhalb dieses Vierecks =zur nidchsten Projektion einen

4

groBeren Abstand als

haben darf. Im Grenzfall also, daf
der maximale Abstand eines Punktes im sphidrischen Viereck

. i .
gleich E5N ist.

Im Fall gerader Projektionsanzahl ist der HAquator der
Aufldsungskugel die zweite Symmetrieachse des Vierecks. Der
Punkt r¥ mit maximalem Abstand zu den Projektionen ist also

der Mittelpunkt des Vierecks.

0 |
Fe= | RY) (7.27)
0

Der Abstand dieses Punktes zum ndchsten Samplingpunkt ist:
dﬁR*sim};‘sin%ﬁ _ (7.28)

q%Kegelwinkel,Aq’azimutales Winkelinkrement

Einsetzen der Aufldsungsbedingung ergibt:
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A A N .
gt 5 dimrrer b Af .
= S.Lni}Sln ( [ 29)

(D Objektdurchmesser, A Aufldsung)
Seil V:ﬁ- das Verhdltnis von Aufldsung zu Objektdurchmesser.

(7.29) ergibt dann:
V=2-Simz’sin4iﬂ (7.30)

Mit der Niherung sin%2=%§?und mit Ap:a%;; ‘ergibt sich fir

die Projektionsanzahl bei gerader Anzahl von Projektionen:

N= 2775/}14}& - 20D sin’l}’ .31
v y 5 (7.31)
Im Spezialfall %%:%L, der Achsenkippung ergibt dies:
—oq D N )
N=2 2= (7.32)

Dies ist doppelt soviel wie die 1in /30, 2/ fir die
Einachsenkippung angegebene Zahl. Der Grund liegt wieder
darin, daB bei Einachsenkippung und einer geraden Anzahl
von Projektionen jede Projektion die gleiche Information
enthdlt, wie die um 180 Grad dazu gedrehte, sodafR der

Fourierraum in diesem Fall zweimal abgetastet wird.

Etwas glnstiger sind die Verhdltnisse im =zweiten Fall,
bei einer ungeraden Anzahl von Projektionen. Sei J =A%

L‘
Die in diesem Fall betrachteten Projektionen P;s P:y P D

J k' €
haben die Azimuthwinkel @.=-4', ¢ =34, @=T-35, ¢ =
1+d, Der Aguator der Aufldsungskugel ist in diesem Fall
nicht mehr Diagonale im sphdrischen Viereck. Der Punkt des
sphidrischen Vierecks mit maximalem Abstand zum nichsten

Samplingpunkt liegt hier nur noch in den Grenzfidllen ﬁ%»% 0

und Q;~% g: auf dem Aquator der Auflésungskugel. Bezliglich
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der Lage dieses Punktes sind wiederum zwel Fdlle zu

unterscheiden.

rz*
1
t

a) b)

Abb 7.10 Lage der GroRkreise bei ungerader Projektionsan-
zahl., a)a} < Z-d b)1%>?%~f

Im {iblichen Bereich fiir Kegelwinkel 7}?,<%f—d" stimmt
dieser Punkt mit dem Mittelpunkt ™ des Inkreises des
sphidrischen Vierecks ilberein. Flr g'—d‘<@%<:%: hat Jedoch
der Mittelpunkt M' des durch Pi und P£ gebildeten Zweiecks
einen grodferen Abstand zu Pi und P( als M. Der erste Fall
ist der im allgemeinen zutreffende Fall, wie ein Beispiel
zeigt. Sei & @ =2l Grad , dann trifft der erste Fall zu,
solange ¢%< 84,0 Grad. In der Praxis dirften Kegelwinkel
groRer als 60 Grad kaum erreichbar sein. Der zweite Fall
ist jedoch von Bedeutung,um den Ubergang zur Achsenkippung

durchfihren zu kdnnen.

Der Abstand eines Punktes auf der Aufldsungskugel zu
einer den Projektionen entsprechenden Schnittebene 1ist

gegeben durch das Lot von diesem Punkt aus auf die
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jeweilige Ebene. Dieser Abstand ist gleich dem Betrag der

%ﬁ' Koordinate dieses Punktes im Koordinatensystem ; dessen

%;'—X;[ Ebene der entsprechende Schnitt im Fourierraum ist.
Sei zjd die z* '-Koordinate im Koordinatensystem von Pu. Mit
der in (6.1) angegebenen Transformation sind die zﬁj—Ko-
ordinaten des Punktes T *=(x*,y%,2z%)
z¥'=x*sine cosd-y*sindsind+ztcosdt

t
z?':x*sin1%0053J;y*sinm%sin3f+z*cosvf

J

(7.33)

zi':—x*sin%%cosBJky*sin%%sin3§¥z*cos¢%
z%'zox*sinmﬁcosJ~y*sinw%singéz*cosié
Der Punkt ?* sei in Polarkoordinaten gegeben, &L ist der

Abb 7.11 Definition der Polarkoordinaten.

Winkel =zur x*-Achse und/ngg’der Winkel zur positiven

z¥_Achse. ?* 14Rt sich dann darstellen als:
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sinf (7.34)

Fiir die hier betrachteten Punkte gilt gré]g\ T . Damit sind

. . b4
die Z*'-Koordlnaten von r* :

z{':R*(-si%ﬂsin%sin§+oo§ﬂoosé)
t

z?v:R*(siqﬂsin%sinBcho%ﬂcosi)

(7.35)
zi':R*(siq@sinésin3f+cogﬂoosé)

tZ:v:R¥(_siqﬁsinésinJﬁooq@cos%)

Zundchst sei der Fa111&> n&p-Jbetraohtet. Wegen der
symmetrischen Lage des Punktes sind die Abstidnde zu P, und

P, gleich. Es geniigt also, den Abstand it zu Pr zu

berechnen.

d?:!z?'l:R*(sinﬁsingsinJLco§€cosié) /@ zlf (7.36)

2.

Die(g-Koordinate des Punktes mit maximalem Abstand ergibt

sich aus der ersten Ableitung von di nach/@ .

%
%éé-:co%@sinesinf+siqgcoséz:O

taqﬂ:wtan%sian (7.37)

-

Damit ergibt sich fir sin/i und cos/( :

5&2&% sind’
Yea? bl + 5122 sintf

sinp:

(7.38)

und
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co%ﬂz hCOS%% (7.39)
ﬁnﬁmﬁ + 3% sin J

Die Koordinaten des Punktes auf der Aufl&sungskugel mit

maximalem Abstand =zu P; sind also:

0
-4 R* S/.fz”g' Sind : )
r = '{CO:ZAQ -L.C{nzn??_g(n, (7. O)
“C@$ﬁ}’o

§/Cw 2P, + 2ty Sin¥

d? ergibt sich durch Einsetzen von (7.38) und (7.39) in
(7.36) zu:

a¥=R¥ ( T R + coctalo }
D - o . T
! cos¥y, £ andd, sindS *{ws?n/“; £einlal, o1 p TS

(7.41)

'RJCOSL%+Slnj’San

Sei A wieder die GroBe des Aufldsungselements im direkten

Raum und D der Durchmesser des Rekonstruktionsvolumens. Die

Aufldsungsbedingung lautet dann: d?gi%y-im Grenzfall also
¥ A . i .
d'=- M = RINDE
TS it R A ergibt (7.41)
oA cos%}+sin%3sinafl (7.42)
2D A 0 o
Setzt man V:—%—so wird (7.42):
V:Z?CO@ +51n4%31nJ’ (7.43)
und damit
2 8!
sind = {V —y cog (7.u44)

2¢in P,

Der Zusammenhang zwischen J\ und N, der Anzahl der Projek-

tionen, ist:
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'N

L/
= 3y (7.45)

£
=

=4

Mit der Ndherung sinJ¥:J fiir groBe N 13Rt sich (7.44) nach

N aufldsen

N= TI'J‘I.rL'?}‘a

] (7.46)
fve- Y cost

Hierin ist der Spezialfall der Achsenkippung enthalten. Fir

?zz%rgilt:
\Y; A

Dies entspricht der in der Literatur /30, 2/ angegebenen

Anzahl der Projektionen flr Achsenkippung.

Die oben durchgefiihrten Berechnungen gelten nur flr
z%>§lJl Der wichtigere Fall 1ist, daR der Punk@ mit
maximalem Abstand zum ndchsten Samplingpunkt der Mittel-
punkt des Inkreises des sphdrischen Vierecks ist, der durch
die Schnittlinien der vier fouriertransformierten Projek-

tionen mit der Aufldsungskugel gebildet wird.

Im Folgenden sei zundchst der Grenzfall berechnet, daf
der Punkt mit dem maximalen Abstand zu PL gleichzeitig

Mittelpunkt des Inkreises ist.

Der Punkt mit maximalem Abstand zu P, ist dann flir die
Aufldsung maRgeblich, wenn er erstens nicht im unbestimmten
Bereich des Fourierraumes liegt, zweitens keinen kleineren
Abstand zu irgend einem anderen Schnitt im Fourierraum hat.
Aus der ersten Bedingung folgt, daR der Punkt innerhalb des
sphidrischen Vierecks liegen muf, worin auch der Fall der

Entartung des Vierecks fir 1%::57 eingeschlossen ist.
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Sei der Punkt auf der Aufldsungskugel wieder gegeben

durch:
0
r¥zr* [sing (7.48)

Sei ferner ?::R*(O,sigé{co%ég der Mittelpunkt des Inkrei-
ses. Dieser Punkt hat zu allen Projektionén wegen seiner
symmetrischen Lage gleichen Abstand. Eine Verschiebung
dieses Punktes in eine Richtung, die die Vergréﬁeruﬁg des
Abstandes zu Pi zur Folge hat, ergibt éine Verkleinerung

des Abstandes zu Pk'

Sei %“9@”) der Abstand zu P, in Abhénigkeit VOH/%;. Die

obige Uberlegung 148t sich folgendermaBen beschreiben:
af(B.2e) > di(g=> (B re) < ab(By) | (7.49)
28 > o= 4 Ay P :

Die Bedingung dafiir, daf der Mittelpunkt des Inkreises die
Aufldsung bestimmt, ist nach (7.49) gleichbedeutend damit,

: : % L3 -
daR die ersten Ableitungen von dg(%%) und dk(%h) entgegen

gesetztes Vorzeichen haben.

Zundchst sei der Mittelpunkt des Inkreises berechnet.

Flir den Mittelpunkt gilt d%:dﬁ.
d?:R*(simﬁﬁsinw%sinJ¥cos Hcosm%)
dt:R*(sin/%sini%sin3J;cos Hcosw%;) (7.50)

daraus folgt:

ZCOS"’}O

Al (sin d- s(n 39)

tanf, = (7.51)
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und

= Sindy (sin3f~ gin )
S‘,‘nzﬂﬂg (8in3S5- st PALES L{Cas:/&g’
rA Cﬂf"l}l}

Ay (Lin 35 sind)* + Qcoszﬁ}:

Zur Berechnung der Bedingung (7.49) werden die Ableitungen

COS/)M 7--‘

(7.52)

sinﬂ”'=¥$hﬂ (7.53)

von d* nach/g berechnet.

/A
Ri '
g$§~:?Hco%ﬂsingsin§+siq50051%):d:f (7.54)
WJ-@*( inysin3d-si W) =dr i ( )
57?.— co§531n051n3 —31Wgoos p)=d") 7.55

Die Bedingung, daR dk*und dL” entgegengesetztes Vorzeichen

habenyist gleichbedeutend mit:
dt*d'¥< 0 (7.56)
i K

- "
Fiir d <<1 ist C&<O, sodaf nur di in (7.56) das Vorzeichen

wechselt. Deshalb wird nur die Nullstelle von d}*bestimmt.
d?:?ﬁco%ﬂ siné@sin5+sigﬁ cos%,}::o (7.57)
nzed tandﬁsinf+tanﬁ :=0

einsetzen von (7.51) ergibt

tan&';sinrf+ ——Z-(Eﬁl%ﬂ—- =0 (7.58)

$inJwgin3d

daraus folgt

2

tane,= - - : (7.59)
Sind (#in3S-sind’)
Mit der Niherung sin3{=34 und sind=dJ ergibt dies
tandh o L Y ARV (7.60)
© é o 2 )
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Fir 29<11“5~ist dr¥grx negativ und fir J SIT_ 8 ist dr¥grs

62 : k o 72 ik
positiv. Daraus folgt, daf der Punkt mit maximalem Abstand
zum nédchsten Samplingpunkt fir ﬂ%< gij' der Mittelpunkt des
Inkreises im sphdrischen Viereck auf der Aufldsungskugel

ist.

Aus dem Abstand zum ni3chsten Samplingpunkt so0ll im
folgenden die erreichbare Aufldsung im Fall 1%(%?—J berech-

net werden. Der Mittelpunkt des Inkreises ist:

.0

TH¥-R¥. sin/lm
cosﬁﬁ

Mit (7.35), (7.52) und (7.53) ergibt sich fiir den Abstand

dieses Punktes zum nichsten Samplingpunkt:

d* _Rg( 260‘75211’: ‘S};,L q?\p S[rfz é,’ + S;;I'l “ﬁp (S;n 3!5"“‘ S;ﬂ J) C(?.S'/}y
P - - - ) - 5 - !
L Jsm%‘}, ($irz 25 tlszﬂ\qus’*a/ﬂ; ‘iSirL?a}L ($trR3J -1 £)% 'ifcm?a%)

_ g sin Py cos ’ﬁp(&ih?a)‘v‘ﬂh”

. - } (7.61)
4 sin P, ($in 35 4in 8)%r ¢ coc® ),
Mit der N#dherung sind =d und sin3d =34 wird (7.61):
¢ R Y iy, COS"Qv P ’ (7.62)
t 4 bsin®dh Se4 o5t
Setzt man d?:~§5-und RY = i%, wobeili A wieder die kristallo-

graphische Aufldsung und D der Objektdurchmesser 1st und
fihrt wieder das Verh&ltnis V:-%} ein, so 1ist dieses
Auflésungsverhdltnis in Abhidngigkeit von der Anzahl der
Projektionen:

ve 2 T sin 4}20 COSO}ZO
N T %, T v cos

(7.63)

Hierin ist wieder ¢ durch ersetzt worden. Nach einigen

IC
2
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Unformungenerhdlt man fir d

J = Y tof 2y

= (7.64)
%famzdho ~ vz
und fir N:
1
N:i%;tan$@{16coéﬁ%—vz (7.65)

Abb. 7.12 zeigt die Abhidngigkeit der Projektionsanzahl vom
Kegelwinkel q& bei verschiedenen Aufldsungen, berechnet
nach (7.65) Abb. 7.13 zeigt die Projektionsanzahl abhingig
von der Aufldsung bei verschiedenen Kegelwinkeln. Testrech-
nungen an Jje 25 Bildpunktrekonstruktionen flir verschiedene
Anzahlen von Projektionen zwischen 11 und 95, sowie
Kegelwinkel von 45 Grad und 60 Grad bestidtigen die

Berechnungen.

Einer dieser Bildpunkte ist in Abb. 7.14 gezeigt. Der
Kreis K bildet die Grenze des Rekonstruktionsbereichs, der
vollsté&dndig bestimmt ist, wie sie nach (7.63) berechnet
wurde. A ist die Aufldsung des Bildpunktes. Ferner zeigt
Abb. T7.15 noch einmal die Abhidngigkeit der Projektionsan-
zahl vom Kegelwinkel, wobei aber als Aufldsungselement
unter Berilicksichtigung der Elongation nach (7.22) die

schlechte Auflfsung in z -Richtung angenommen wurde.

Da die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte gewichtete
Rickprojektion keine spezielle Begrenzung des Rekonstruk-
tionsvolumens impliziert, lassen sich bei Kegelwinkeln die
kleiner als T/2 sind auch in Folienebene beliebig ausge-
dehnte Objekte rekonstruieren. Die Aufldsung dieser Rekon-

struktionen ist dann nur von der HOhe des Rekonstruktions-
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80 E
w0 E
60 E
50 E
= V=471
= Y V=171
40 E V=1/1
£ v=1/1
3 V={/]
30 E- V=i/1
3 V=i/9
. E V=1/8
0 E v=1/7
= V=1/8
-E V=1[/S
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g E1'!ll|l‘|ll|'lxll!|lli!l!lj‘lx1(l|l]||lllll!'llllllvtljlxxlllllxIlllllil'lllxj’l"llx'x'"
g. o 1.0 cG.0 3C. 0 $0.0 55,0 G.0 70.0 83.0 gg. 0

Abb 7.12 Notwendige Projektionsanzahl in Abhdngigkeit vom
Kegelwinkel m% bei verschiedenen Aufldsungsver-
hdltnissen V=A/D, (D Durchmesser des Rekonstruk-
tionsvolumens, A Aufldsung)

70

60
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o

- 26.C
Y= 2

Abb. T7.13 Projektionsanzahl in Abhidngigkeit von 1/V. Dies
entspricht der Anzahl der Bildpunkte auf dem
Durchmesser des Rekonstruktionsvolumens. Gezeich-

net sind die Kurven fir Kegelwinkel 4% = 30, 45 und
60 Grad. ©

Q=MW



7.14 Schnitt durch einen dreidimensionalen Bildpunkt.
Rekonstruiert bei einem Kegelwinkel ~% von 45
Grad aus 43 Projektionen. Der Schnitt durch den
Bildpunkt ist unsymmetrisch wegen der ungeraden
Anzahl der zur Rekonstruktion verwandten Projek~
tionen. K Grenze des abgetasteten Bereichs, A

Aufldsungselement. Schichtlinien:-—— - 1%<0,— — —
19>0 <10%;--—-—0-Linie,—— 10%, 20%, 40%,
...100%; Jjeweils bezogen auf das Maximum des

Bildpunktes.
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Abb. 7.15$5rojektionsanzahl in Abhé&ngigkeit vom Kegelwinkel

e Dbeil verschiedenen AuflOsungsverhidltnissenV=A/D
in in z-Richtung.
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volumens und dem Kegelwinkel abhédngig. Bei gleicher
Aufldsung ist die Hbhe des bestimmbaren Rekonstruktionsvo-
lumens geringer als der Durchmesser des kugelfdrmig
begrenzten Rekonstruktionsvolumens, das den vorhergehenden
Berechnungen zugrunde liegt. Die Bedingung aus der sich die
Hohe berechnen 1Eft, ist, dafR der Clutter auRerhalb des
vollstédndig bestimmten kugelfdrmigen Rekonstruktionsvolu-
mens an keiner Stelle in das seitlich ausgedehnte Volumen
eintritt. Da der Clutter nur in einem Winkelbereich von tb&
gemessen zur z-Achse auftritt, ist die mdgliche HBhe H des

flachen Rekonstruktionvolumens
H=D- cos), (7.66)

Wobel D der Durchmesser des kugelfdrmigen Rekonstruktions-
volumens ist. Die gleiche Bedingung gilt flir die Anwendung
der gewichteten Rickprojektion bei Einachsenkippung mit

begrenztem Winkelbereich.
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7.4 Clutter der dreidimensionalen Rekonstruktion

Unter Clutter versteht man die Bildpunktunruhe, die
Artefakte um den dreidimensionalen Bildpunkt, die durch das
Verfahren zur Bestimmung der dreidimensionalen Struktur
hervorgerufen werden, im Gegensatz zu dem Untergrund, der

durch Rauschen in den Projektionen verursacht wird.

Der Clutter bei kegelfdrmiger Kippung wurde aus
Modellrechnungen bestimmt, ebenfalls, zum Vergleich, der
Clutter Dbei Achsenkippung. Hierzu wurden Bildpunkte
rekonstruiert aus verschiedenen Anzahlen von Projektionen
mit entsprechend unterschiedlichen Aufldsungsverhdltnissen
V:‘éa(A Aufldsung, B Durchmesser des Rekonstruktionsvolu-
mens ). Die Felder, in welchen die Bildpunkte berechnet
wurden)hatten eine Kantenlinge von 64 Rasterpunkten. Die
Aufldsung der Bildpunkte in x-Richtung betrug 2 Rasterpunk-
te. Zur Bestimmung des Clutters wurde in der Rekonstruktion
der Bereich des Bildpunktes ellipsoidfdrmig, entsprechend
der Bildpunktelongation, ausgeschnitten, ebenso der Bereich
auBerhalb des vollstidndig abgetasteten Rekonstruktionsvolu-
mens. Die Werte der Punkte im Ubrig bleibenden Bereich
seien mit Q. bezeichnet, Die Werte der Rasterpunkte
innerhalb des Bildpunktes mit CQB . Die Grofe des Clutters

wurde definiert als:

S a2
C= Q‘; (7.67)
Z Qg ‘
¢ ist die auf den Bildpunkt normierte quadratische

Abweichung des Clutters von Null. Abb. 7.176 =7.21 zeigen
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jewells einen Schnitt durch den dreidimensional rekonstru-
ierten Bildpunkt. Abb. T7.16-7.18 zeigen den Rildpunkt bei
Achsenkippung, Abb. 7.19-7.21 den Bildpnkt bei kegelfdrmi-
ger Kippung. Der Bereich B ist der Bildpunktbereich, C der
Bereich,in welchem der Clutter berechnet wird. Dies ist der
vollstdndig abgetastete Bereich und in Abb. 7.16 f£f. durch
den Kreis K begrenzt. Sein Radius wurde - nach (7.46) Dbei
Einachsenkippung und nach (7.62) bei kegelfdrmiger Kippung
berechnet. Um rasterbedingte Interpolationsfehler zUu
begrenzen, wurde von den Werten aus (7.46) und (7.62) 10%
abgezogen. Ebenfalls wurden die Hauptachsen der Ellipsoiden
um einen Rasterpunkt groRer angenommen, als der Aufldsng
entspricht. Trotz dieser MaRnahmen wiesen die so berechne-
ten Werte des Clutters Schwankungen in der GrdRenordnung
von ca. 10% auf. Mit der verwendeten Aufldsung von zwel
Rasterabstidnden lag der Clutter fiir Achsenkippung nur in
der Schnittebene durch den Bildpunkt senkrecht zur
Kippachse, wihrend er bei der kegelfdrmigen Kippung auf das
gesamte Volumen verteilt ist. Um bei kegelfdrmiger Kippung
nicht fir alle Bildpunktberechnungen das gesamte dreidimen-
sionale Volumen berechnen zu miissen, wurde nur in drei
Fdllen der Schnitt durch den Bildpunkt wund das gesamte
dreidimensionale Volumen berechnet. Hieraus wurde ein
Faktor bestimmt, der multipliziert mit dem Clutter der
Schnittebene den Clutter im gesamten dreidimensionale
Bereich ergibt. Dieser Faktor errechnete sich zu 3 +10%.
Mit den angegebenen Berechnungsmethoden war der Clutter
weitgehend wunabhidngig von dem in der Rekonstruktion

verwendeten Aufldsungsverhidltnis. Tabelle 7.1 zeigt die so
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Abb. 7.16 Schnitt durch den dreidimensionalen Bildpunkt bei

einer Rekonstruktion

L5 Grad.
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Abb. 7.18 Schnitt durch den dreidimensionalen Bildpunkt.
Rekonstruiert aus 25 Projektionen mit gewichteter
Riickprojektion bei Einachsenkippung und einem
maximalen Kippwinkel von 60 Grad. (B Bildpunktbe-
reich, C Bereich,in welchem der Clutter berechnet
wird, K Grenze dleses Bereichs. s.Text) Schichtli-
nien:— — — = — ~ 2%<0 O-Linie,— — —
2%>0 <10% 10%, 20%, 40%, ..100%. Jeweils

bezogen auf das Maximum des Bildpunktes.
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Abb. T7.19

Sehnitt durch den dreidimensionalen Bildpunkt beil
kegelfdrmiger Kippung. Rekonstruktion aus 25
Projektionen bei einem Kegelwinkel von 45  Grad.
Der Schnitt durch den Bildpunkt ist unsymmetrisch
zur z-Achse wegen der ungeraden Anzahl der zur Re-

konstruktion verwendeten Projektionen. Die
eingezeichneten Schnitte sind in Abb. T7.20
dargestellt. (K Grenze des Bereichs C, der zur
Clutterberechnung beriicksichtigt wird, B Bild-

punktbereich) Schichtlinien (zum Teil enger als in
Abb. 7.16 und 7.18) 1=~ =~-w=~ 1%<0,—+«—-— O-~Linie,
—— = 1%>0 <10% 10%, 20%, u40%, ...100%.
Jeweils bezogen auf das Maximum des Bildpunktes.
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Abb.

7.21 Schnitt durch den dreidimensionalen Bildpunkt bei

kegelfdrmiger Kippung. Rekonstruktion aus 25
Projektionen bei einem Kegelwinkel von 45 Grad.
Der Schnitt durch den Bildpunkt ist unsymmetrisch
zur z-Achse wegen der ungeraden Anzahl der zur
Rekonstruktion verwendeten Projektionen . (K Grenze
des Bereichs C,der zur Clutterberechnung berlck-
sichtigt wird, B Bildpunktbereich) Schichtlinien

P e
°

1%<04—~ =~~~ — 0O-Linie;— — — — 1%>0 <10%

10%, 20%, 40%, ...100%. Jeweils Dbezogen auf das
Maximum des Bildpunktes.



T

Einachsenkippung. Maximaler Kippwinkel:

L5 Grad 60 Grad

N D c N D c

13 14,9 0,498 15 12,9 0,416
15 17,2 0,493 17 14,6 0,414
17 19,5 0,487 19 16,3 0,418
19 21,8 0,472 21 18,1 0,413
21 24,1 0,468 23 19,8 0,415
23 26,1 0,468 25 21,5 0,418
25 28,7 0,L64 27 23,2 0,413

29 2l 9 | 0,413
31 26,6 0,416
33 28,1 0,418
35 30, 1 0,418
37 31,8 0,416

Cpi= 0,478 0,416

Kegelformige Kippung mit Kegelwinkel:

45 Grad 60 Grad
N D e N D c
31 12,6 0,110 37 12,3 0,0693 |
33 13,4 0,107 39 12,9 0,0694
35 14,2 0,109 41 13,6 0,0675
37 15,0 0,105 43 14,2 0,0704
39 15,8 0,107 us 14,9 0,0692
41 16,6 0,104 u7 15,6 0,0678
43 17,4 0,105 L9 16,2 0,0699
45 18,2 0,102
4 19,0 0,103
49 19,8 0,104
55 22,3 0,101
65 26,3 0,100
75 30,4 0,099
VR 0,104 -~ 0,0689

Tab. 7.1 Berechnung des Clutters der dreidimensionalen
Rekonstruktion. N = Anzahl der zur Rekonstruktion

verwendeten Projektionen. D = Durchmesser des
kugelfdrmigen Rekonstruktionsvolumens um 10%
vermindert. D entspricht dem Radius des zur
Clutterberechnung verwandten Volumens um den
einzelnen Bildpunkt. Zahlenangaben 1n Rasterab-
stinden bei einer Aufldsung des Bildpunktes in
x-Richtung von 2 Rasterabstédnden. ¢ = Clutter in

der Schnittebene durch den Bildpunkt. cg mittlerer
Clutter.
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berechneten Werte des Clutters. Aus diesen Werten wurden
aus allen Modellrechnungen Mittelwerte gebildet. Tab. 7.2
gibt die Ergebnisse wieder. In der zweiten Spalte ist die
Anzahl n der bei der Mittelwertbildung Dberilicksichtigten
Bildpunkte angegeben, in der dritten Spalte der mittlere
Clutter c in der Schnittebene durch den Bildpunkt, in der
vierten Spalte der mittlere Clutter c;, im dreidimensiona-
len Volumen. In der letzten Spalte ist angegeben,um welchen
Faktor der Clutter Dbei Achsenkippung grofler als beil

kegelfdrmiger Kippung ist.

E 3D

45 Grad Achsenkippung 7 0,478 0,478 1,517¢ 2,31c“

ys

60 Grad Achsenkippung { 12 0,416 0,416 1,33 045;2,013050

45 Grad Kegelkippung 13 0,104 0,312 HEYe

60 Grad Kegelkippung 7 0,0689 | 0,2067 :=cyy

Tab 7.2 Mittlerer Clutter der dreidimensionalen Rekonstruktion.
n Anzahl der berilicksichtigten Bildpunkte, c. mittlerer

Clutter in der Schnittebene durch den Bildpunkt, Cap

mittlerer Clutter im dreidimensionalen Volumen.

Aus dieser Tabelle ergibt sich, daB der Clutter bel
kegelfdrmiger Kippung wesentlich geringer ist als beil
Achsenkippung. Insbesondere ist die Verteilung des Clutters

auf ein grohBeres Volumen bei der kegelfdrmigen Kippung
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besser, da Stdrungen um einen Punkt mit grofler Dichte im

Verhdltnis zu seiner Umgebung sich wesentlich geringer auf

die Nachbarpunkte auswirken.

Umn einen Uberblick {iber die Qualitit der Rekonstruktion

zu geben,seien hier noch einmal die wichtigsten Ergebnisse

des vorangehenden Kapitels in einer Tabelle zusammenge-

fasst.

Elongation Projektions~{ Clutter Clutter
anzahl im 3D Vol.}in der
Bildpkt.-
ebene
exo bezogen auf 60 Grad Aoﬁsenkippung

45 Grad Achsenk. 2,12 0,65 14 #* 1,15 1,15
60 Grad Achsepk. 1,55 1 1 1

45 Grad Kegelk. 1,58 i,6 3 % 0,75 0,25
60 Grad Kegelk. | 1,22 2,00 O lo,u9e 0,17

*) Bei der Zusammenstellung der Tabelle ist ein Fehler aufgetre-

ten. Die richtigen Werte, die sich aus den Gleichungen (7.47)

und (7.65) ergeben, lauten:
" 0,753 2,12;%) 2,60 .
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8. Korrelation kegelfdrmig gekippter Projektionen

Um eine Rekonstruktion durchfihren =zu kdnnen ist es
notwendig die Koordinaten der Projektionen einer Serie
konsistent festzulegen. Verschiebungen der Lage des
Molekils relativ zum Ursprung der photometrierten Aufnahme

missen dazu korrigiert werden.

Bekanntlich /33,52/ 148t sich die Verschiebung zweier
Aufnahmen gegeneinander aus der Lage des Maximumé ihrer
Kreuzkorrelationsfunktion bestimmen. Zur Erlduterung sei
dies fir den eindimensionalen Fall gezeigt. Dabel wird
ausgenutzt, daf eine Korrelation der Funktionen f1 und f2
im direkten Raum einer Multiplikation der entsprechenden

Fouriertransformierten F, und Fz im Fourierraum entspricht.

(F konjugiert komplex zu F )

1

£, % f,=FT " (F, F) (8.1)

Seien % = dkx4ux )
~und fi: J(xzax ) ' (8.2)

Die Verschiebung dieser beiden Funktionen gegeneinander

betrédgt (X1"XL)' Die Fouriertransformierten von f7 und f2

sind:

: —armix,x¥
B, (x¥)zg MTHX

F (Xx):e~277’i>(27<*
2
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Die .Fouriertransformierte der Kreuzkorrelationsfunktion

ist:

s - (X~ ¥
K(x¥)=F (x%) F (x*)=e 2L (X2 )
1,2 | A

(8.4)

Die Korrelationsfunktion ist die Ricktransformierte von
T £
rg'(Lx ).

~1 ~ 2t (%, = %)Y 2rexe
k(x)=FT (K(X*))z fe Zn"(ﬂ a) e?»ff‘ dX#
L) 4%

(8.5)
= d (x=(x,-x,)) (8.6)

%gg) ist also eine Funktion, bei der die Lage des Maximums

der Verschiebung der Funktionen ﬂ, und fz entspricht.

Bei der Korrelation von aufeinanderfolgenden Aufnahmen
einer Serie geht man davon aus, daf® bei einem kleinen
Winkelinkrement gzwischen den einzelnen Aufnahmen die
Unterschiede im Strukturgehalt der Bilder gering sind. Da
die Winkel zwischen zwei benachbarten Projektionen bekannt
sind und der Offnungswinkel des Kegels,den die Projektions-
richtungen bilden,konstant bleibt , ist es mdglich, beide
benachbarte Projektionen durch Entzerren in eine gemeinsame
Ebene 2zu projizieren und durch eine Drehung gleich
auszurichten. Die Verschiebung dieser Dbeiden Projektionen
in dieser Ebene 14Rt sich dann aus dem Maximum der
Kreuzkorrelationsfunktion bestimmen. Aus dem sich dabel
ergebenden Verschiebungsvektor 188t sich die Verschiebung
der zweiten Projektion in ihrer urspringlichen Ebene
bestimmen. Diese Verschiebung wird durchgefihrt. Bel einer
Kippserie werden sequentiell je eine Projektion mit ihrer

vorhergehenden Projektion korreliert.
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Die Projektion der Aufnahmen in eine gemeinsame Ebene
geschieht durch eine Verkleinerung des Rasterabstandes in
Richtung der x-Achse entsprechend dem Cosinus des Kegeldff-
nungswinkels. Dies entspricht einer Streckung des Bildes um
@axma. Zur genauen Bestimmung des Maximums der Korrela-
tionsfunktion wird mittels einer quadratischen Ausgleichs-
rechnung ein Rotationsparaboloid an das Maximum angepaft

und daraus dessen exakte Lage interpoliert.

Der Ablauf einer Korrelation kegelfdrmig gekippter
Projektionen ist im folgenden Schema dargestellt. Der
Kegelwinkel sel Jﬁ, die Koordinaten auf der Projektion x'

und y!, die Kippung um den Winkel 1& sei um die y-Achse.

Das Winkelinkrement zwischen zwei Projektionen seié&g .

Einlesen der Projektionen p.L und pL+!

Verkleinerung des Rasterabstandes in x-Richtung bei beiden

Projektionen
! '
X ncu: ch{;/cos "?’0
Drehung von phﬁum <A¢

Fouriertransformation von p; und Piea
Multiplikation von P, und P =k, ., .

Rlcktransformation von K .
Interpolation des Maximums der Kreuzkorrelationsfunktion
~
ergibt den Verschiebungsvektor?

Stauchung und Rickdrehung von T -

Verschiebung der Projektion p(%Pm v

In Abb.8.1 ist eine Korrelation kegelfdrmig gekippter

Projektionen zu sehen. Abb. 8.%a zeigt die erste Projek-
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tion, auf welche die in Abb. 8.71b gezeigte korreliert wird.
Abb.8.1¢c zeigt die Korrelationsfunktion gg?). Man sieht
deutlich das Maximum der Korrelationsfunktion , das gegen
die Mitte des Feldes verschoben ist. Abb. 8.1d schlieBlich
zelgt die zweite Projektion nach der Verschiebung, die aus
der Lage des Maximums der Korrelationsfunktion nach dem
oben angegebenen Schema bestimmt wurde. Bei den Bildern
handelt es sich um Aufnahmen aus einer Serie kegelfdrmig
gekippter Projektionen von Hefefettséuresynthetase’ die in

einem Transmissionsrasterelektronenmikroskop aufgenommen

wurde.



Abb.

c) d)

8.1 Korrelation zweier kegelfdrmig gekippter Projek-

tionen. a) Projektion 1, b) Projektion 2 vor der
Verschiebung, c) Korrelaticonsfunktion der
Korrelation von ps mit p,. d)} Verschobene Projek-
tion Py nach der Korrelation.

8u
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9. Modellrechnungen

Folgende Modellrechnungen wurden durchgefiihrt:
1. Rekonstruktionen dreidimensionaler Bildpunkte
2. Rekonstruktion eines Objektes mit vier "Punkten"
3. Rekonstrukiion einer rechnerisch erzeugten Kohlefolie
mit zwei Tac qu -Molekiilen |
4. Rekonstruktion einer 3OS Ribosomen Untereinheit aus
achsengekippten Projektionen als Spezialfall der néu ent-
wickelten gewichteten Rilckprojektion fir kegelfdrmige
Kippung =zum Vergleich mit einer bereits existierenden Re-

konstruktion /16/ aus den =selben Projektionen mit dem

Cormack-Smith Verfahren.

Wie in Kap. 6 seien die Koordinatenbezeichnungen im
folgenden x, y, z fir das objektfeste Koordinatensystem und

x', y' flir die Koordinatensysteme der Projektionen.
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9.1 Rekonstruktionen dreidimensionaler Bildpunkte.

Zusdtzlich zu den Bildpunkten, die in Kap. 6 dargestellt
sind,wurden weitere dreidimensionale Bildpunkte rekonstru-
iert, von welchen einige im folgenden abgebildet‘sind. Die
Bildpunkte wurden berechnet bei einem Kegelwinkel von 45
Grad. Die gezeigten Bildpunkte wurden aus 35, 45 und 55
Projektionen rekonstruiert. Diese Bildpunkte zeigen
deutlich die Abhangigkeit des Bereichs, in welchem die von
den Projektionen ausgehenden Strahlen aulerhalb des
eigentlichen Bildpunktes kompensiert sind, von der Anzahl
der Projektionen. Dieser Rereich stimmt gut Uberein mit dem
nach (7.63) vollstdndig abgetasteten Rekonstruktionsbe-
reich. Die Bildpunkte der Modellrekonstruktionen zeigen in
x und y -Richtung in sehr guter Ndherung die Aufldsungen,
die sich nach Gleichung (7.63) wund Gleichung  (7.22)

ergeben.



Abb. 9.1 Rekonstruktion eines Bildpunktes bei kegelfdrmiger
Kippung, rekonstruiert aus 35 Projektionen bDei
einem Kegelwinkel von 45 Grad. Der Schnitt durch
den Bildpunkt ist unsymmetrisch zur z-Achse wegen
der ungeraden Anzahl der zur Rekonstruktion ver-

wendeten Projektionen. Schichtlinien:-=~----- 1%<0,
v — O-Linie,— — — — 1%>0 <10%—————10%, 20%,
40%, ...100%. Jeweils bezogen auf das Maximum des

Bildpunktes.



Abb.

9.2 Rekonstruktion eines Bildpunktes, rekonstruiert

aus U5 Projektionen bei einem Kegelwinkel von U5
Grad. Der Schnitt durch den Bildpunkt ist
unsymmetrisch zur 2z~Achse wegen der ungeraden
Anzahl der zur Rekonstruktion verwendeten Projek-
tionen. Schichtlinien: ~= === =~ « 1%4<{0;—-— = — -
O-Linie;=— — —1%>0 <10% 10%, 20%, u40%,
...100%. Jeweils bezogen auf das Maximum des

Bildpunktes.
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Abb. 9.3 Rekonstruktion eines Bildpunktes, rekonstruiert
aus 55 Projektionen bei einem Kegelwinkel wvon 45
Grad. Der Schnitt durch den Bildpunkt ist
unsymmetrisch zur 2z-Achse wegen der ungeraden
Anzahl der zur Rekonstruktion verwendeten Projek-
tionen. Schichtlinien: «w—w=w—-- - = 1F0 =
0-Linie,—~— ~— 1%>0 <10% 10%, 20%, 40%,
...100%. Jeweils bezogen auf das Maximum des

Bildpunktes.
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9.2 Rekonstruktion eines Objektes mit vier Punkten.

Als weiteres Testobjekt wurde ein Objekt rekonstfuiert, das
aus vier Punkten besteht. Diese Punkte wurden so definiert,
dak der Mittelpunkt den Wert 1 hatte und alle benachbarten
Rasterpunkte in x, y, und z Richtung den Wert 0,5. Abb 9.2
zeigt das Originalobjekt. Die Projektionen wurden fir einen
Kegelwinkel von 45 Grad berechnet. Die Rekonstruktion wurde
mit 25 Projektionen durchgefiihrt. In Abb. 9.3a 1ist eine
Projektion des Objekts zu sehen und in Abb. §.3b die
gleiche Projektion nach der Wichtung im Fourierraum. Die
durch die Wichtung erzeugten negativen Bereiche in der
Nachbarschaft der Projektionspunkte in VLRichtung sind
deutlich erkennbar. Abb. 9.4 zeigt die Rekonstruktion des
Objekts mit einfacher Rickprojektion. Man sieht, daf Dbeil
der einfachen Rickprojektion die Punkte verbreitert sind,
was in der relativen Verstidrkung der niedrigen Ortsfrequen-
zen durch die Riickprojektion seine Ursache hat. Abb. 9.5
zeigt noch einmal das Originalobjekt, das jedoch in der
Weise modifiziert wurde, daB in der Fourilertransformierten
des Objekts der bei Kegelkippung nicht bestimmbare
Doppelkegel explizit mit 0 Dbelegt wurde. Dieses modifi-
zierte Objekt stellt also die optimal erreichbare Rekon-

struktion dar.

In Abb. 9.6 ist die Rekonstruktion dieses Objektes durch
gewichtete Riickprojektion gezeigt. Die Bildpunkte =zeigen
eine weit geringere Ausdehnung als in Abb. 9.4, der

einfachen Rickprojektion, was auf die Anhebung der hohen
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Ortsfregenzen durch die Wichtung zurickzufihren ist. Die
Aufldsung der Rekonstruktion wurde nach (7.63) berechnet
und betridgt das 1,4-fache der Aufldsung des Originalobjek-
tes. Sowohl im modifizierten Objekt wie in der Rekonstruk-
fion ist deutlich die Auswirkung der Elongation der Bild-
punkte in z~Richtung zu sehen, die sich in einer Ausdehnung

der vier Punkte {iber eine grdBere Anzahl von Ebenen zeigt.



Z-Ebene Nr. 1 2 3 4

Abb.

5 6 7 8
. (©)
©
9 10 11 12
% ®
ﬁg ©)
13 14 15 16

9.4 Objekt mit vier Punktbereichen. 16 Schichten in

z-Richtung. Die Punkte liegen in der 3., 5., 8.
und 13. Ebene. Hohenlinien:-----------10%, ~-20%,
-30%...,— 10%, 20%, 40%, ..100% Dbezogen auf
das Maximum des dreidimensionalen Objekts.

Nullinie nicht eingezeichnet.
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9.5 Projektion des U-Punkt Objekts. a) Projektion ohne

Wichtung. b) gewichtete Projektion. Kegelwinkel U5
Grad, Azimutwinkel 0 Grad. HShenlinien:

~10%, -20%, -30%..., 20%, 40%, ..100%
bezogen auf das Maximum der Projektion. Nullinie
nicht eingezeichnet.
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O

Z-Ebene Nr. 1

CS? B
. @ii».CP

5 6 7 8
:! A J
9 10 11 12
Q Q ' /
O
13 14 15 16
Abb. 9.6 Einfache Rickprojektion des 'M-Punkt Objekts'.
Héhenlinien: ----- - - - =10%, -20%, =30%...,
10%, 20%, 40%, ..100% bezogen auf das Maximum der
dreildimensionalen Verteilung. Nullinie nicht

eingezeichnet.
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Z-Ebene Nr. 1 2 3 Y
o
" |
L I
5 6 7 8
o »
9 10 11 12
X ©)
|
!
13 14 15 16
Abb. 9.7 Modifiziertes 4-Punkt Objekt'. HBhenlinien:
cememe- = =10%, -20%, =30%. - 10%, 20%,
40%, ..100% bezogen auf das Maximum der dreidimen-

sionalen Verteilung. Nullinie nicht eingezeichnet.
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Z-Ebene Nr. 1 2 3 Yy
e
e |
5 6 7 8
|
©]
©
9 10 11 12
© &

13 14 15 16
Abb. 9.8 Gewichtete Riickprojektion "4.Punkt Objekts'
Hohenlinien: —— =~~~ «— - -10%, -20%, -30%...,
10%, 20%, 40%, ..100% bezogen auf das

Maximum der dreidimensionalen Verteilung. Nullinie

nicht eingezeichnet.
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9.3 Rekonstruktion einer rechnerisch erzeugten Kohlefolie

mit zwei Ta6 Bml Molekilen.

Als komplexeres Objekt wurde ferner eine rechnerisch
erzeugte Kohlefolie mit zwel Tantalbromidmolekiilen
verwandt. Diese Folie wurde mit Hilfe der Streuamplituden
nach Haase berechnet / 33 / und dient hier am Institut als
Standardobjekt zum Test dreidimensionaler Rekonstruktions-
verfahren. Die Folie besteht aus einem Quader mit 32
Rasterpunkten in x-und y~Richtung und 16 Schichten in z-
Richtung. Dies entspricht einer Ausdehnung von 5nm in
x-y-Richtung und einer Gr6Re von 2,5nm in z- Richtung.
Abb. 9.7 zeigt das Originalobjekt. In Abb. 9.8 ist wieder
eine Projektion der Folie zu sehen und daneben die entspre-
chende gewichtete Projektion. Der Kegeldffnungshalbwinkel
betrug 45 Grad. Es wurden 45 Projektionen zur Rekonstruk-
tion verwandt. Abb. 9.9 zeigt die Rekonstruktion der Folie
durch einfache Rlckprojektion. Abb. 9.10 das modifizierte
Objekt, bei welchem wieder wie in Abb 9.5 der nicht
bestimmbare Doppelkegel in der Fouriertransformierten des
Objekts auf null gesetzt wurde. Abb. 9.11 schlieRlich zeigt
die Rekonstruktion der Taé qu -Folie mit Hilfe der
gewichteten Rickprojektion. Wieder zeigt ein Vergleich von
Abb. 9.9 mit Abb. 9.11, daB die hohen Ortsfrequenzen in der
gewichteten Riickprojektion wesentlich besser berilicksichtigt

werden als in der einfachen Rickprojektion.

Vergleicht man die gewichtete Rickprojektion in

Abb. 9.11 mit dem modifizierten Objekt in Abb. 9.10, so
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sieht man, daf die gewichtete Rickprojektion sehr gut mit
dem modifizierten Objekt ibereinstimmt. Es hat eher den
Anschein, als ob die gewichtete Riickprojektion eine bessere
{ibereinstimmung mit dem Originalobjekt zeigt, als das modi-
fizierte Objekt. Dies kann darin begriindet sein, daf die
Bedingung, daf alle im unbestimmten Doppelkegel liegenden
Fourierkoeffizienten den Wert null habeny zu streng ist, da
die Fourierkoeffizienten am Rand des Doppelkegels wegen des
begrenzten'Objektvolumens durchaus noch in den unbestimmten

Bereich hineinwirken.
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Abb. 9.9 Rechnerisch erzeugte Kohlefolie mit zwei Ta,Bn,
Molekiilen. Schichtlinienabstand 10% des Maximums
der dreidimensionalen Dichteverteilung.----~ -

<0, >0. Nulllinie nicht eingezeichnet.
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a)

b)

Abb. 9.10 Projektion der Tantalbromid-Folie. Kegelwinkel 45

Grad, Azimutwinkel 0 Grad. a) Projektion ohne
Wichtung. b) Projektion nach der Wichtung.
Schichtlinienabstand -==-=--~ 10% <0,
20%, 40% ...100%; bezogen auf das Maximum
Projektion. Nulllinie nicht eingezeichnet.

der
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: “Abb. 9.11 Einfache Rickprojektion der Tantalbromid-Folie.

Schichtlinien 10% des Maximums.—- —— - - <£0;/————
>0. Nullinie nicht eingezeichnet.
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Abb. 9.12 Modifizierte Tantalbromid-Folie. Schichtlinien
10% des Maximums.———— —- <0, >0. Nullinie
nicht eingezeichnet.
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Schichtlinien 10% des Maximums.—-—-— - — <0,
Nullinie nicht eingezeichnet.

9.13 Gewichtete Rilickprojektion der Tantalbromid-Folie.
>0.

Abb.
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9.4 Rekonstruktion einer 30S Ribosomenuntereinheit aus

achsengekippten Projektionen.

Da die Einachsenkippung einen Spezialfall der kegelfdrmigen
Kippung darstellt, wurde zum Test des Verfahrens auch eine
Rekonstruktion mit achsengekippten Projektionen einer 3083
Untereinheit von Ribosomen durchgefiihrt, von welchen schon
eine Rekonstruktion nach dem Verfahren von Cormack und
Smith an unserem Institut durchgefiihrt wurde /15,16/.
Abb. 9.12a zeigt einige Schichten der Rekonstruktion nach
dem Cormack-Smith Verfahren. Abb. 9.12b die Rekonstruktion
aus den gleichen Projektionen mit der gewichteten Rlickpro-
jektion. Die Aufldsung wurde in Abb. 9.12b durch =zylinder-
férmige Begrenzung des Fourierraumes auf 1.6 nm begrenzt,
was der nach (7.63) erreichbaren Aufldsung entspricht. BRei
der Rekonstruktion nach dem Cormack-Smith Verfahren wird
diese durch die Anzahl der Projektionen bedingte Aufléo-
bsungsbegrenzung implizit durchgefithrt. Bei der gewichteten
Riickprojektion muR diese Aufldsungsbegrenzung durch eine
entsprechende Filterung der rekonstruierten Objektdichte
explizit berlicksichtigt werden. Der nullte. Fourierkoeffi-
zient wurde in der Fouriertransformiertén der Projektionen
auf null gesetzt, sodaf der Mittelwert der Projektionen und

der Rekonstruktion 0 ist.
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Lhm

Abb. 9.14 Rekonstruktion einer 30s Ribosomenuntereinheit
aus einachsengekippten Projektionen. Gezeigt sind
die 6 mittleren Schichten. Durchmesser des
zylinderformigen Rekonstruktionsvolumens 22 nm a)
rekonstruiert nach dem Cormack-Smith Verfahren. b)
rekonstruiert mit der gewichteten Rickprojektion.
Schichtlinienabstand: 10% <0 des Minimums der
dreidimensionalen Verteilung. ---------- Nullinie.
Geringe Unterschiede in den absoluten H&hen der
Schichtlinien in a) und b) sind mdglich.
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10. Anwendung des Rekonstruktionsverfahrens auf eine Serie
kegelfdrmig gekippter Projektionen von Hefefettsiure-

synthetase.

Mit dem in Kap. 6 beschriebenen Rekonstruktionsverfahren
wurde eine Serie kegelfdrmig gekippter Projektionen von
Hefefettsduresynthetase ausgewertet, die von Herrn U.
Jakubowski mit einem Transmissionselektronenrastermikroskop
aufgenommen wurde. Die Serie bestand aus 36 Projektionen
mit einem Winkelabstand ZX¢ von 10 Grad und einem Kegelwin-
kel von 45 Grad. Daraus ergibt sich nach (7.63) eine
erreichbare Aufldsung in der Rekonstruktion in x-y-Richtung
von 1/8 der Kantenldnge des Rekonstruktionsvolumens. Die
erreichbare Aufldsung in z-Richtung betrigt nach (7.22) 1/6
der Kantenldnge. Der rekonstrulerte Bereich war ein Wirfel
mit Kantenlidnge 27nm, die Aufldsung betrdgt somit 3,38nm
bzw. 4,5nm. Die Aufnahmeserie , die der Rekonstruktion
zugrunde liegts, ist eine der ersten Serien, die bei
kegelfdrmiger Kippung im Transmissionsrasterelektronenmi-
kroskop aufgenommen wurde, sodaB die experimentelle Technik
bei der Aufnahme der Projektionen noch wunvollkommen war.
Die Gesamtelektronendosis der Serie betridgt 2,MX1O6 e/nm&,
was eine so hohe Dosis ist, daB aufer der Zerstdrung des
Moleklils auch Veridnderungen im stabilisierenden Stain
auftreten. Die Auswertung dieser Serie ist somit hauptsédch-
lich als ein Test des Rekonstruktionsverfahrens zu werten.

Eine der Projektionen ist in Abb. 10.1 =zu sehen. Zwel

Projektionen der Serie waren nicht verwenbar wund wurden



108

Abb. 10.1 Aufnahme der kHefefettséuresynthetase l bei

kegelfdrmiger Kippung. Kegelwinkel ) Grad,
Azimutalwinkel 180 Grad. Die Aufnahme wurde im

Transmissionrasterelektronenmikroskop gemacht.

durch Nullprojektionen ersetzt. Bei der Berechnung der
Auflésung der Rekonstruktion ist das Fehlen dieser beiden

Aufnahmen nicht beriicksichtigt.

Die Projektioﬁen wurden nach dem in Xap. 8 angegebenen
Schema sequentiell aufeinander korreliert. Da aufer der
Null Grad Projektion auch die 360 Grad Projektion vorlag,
wurde zum Test der Glite der Korrellation auch die letzte
Projektion auf die erste korreliert. Hierbei zeigte sich
ein Fehler in der Bestimmung der Lage des Nullpunktes von
weniger als 0,2nm. Dieser Betrag liegt weit unterhalb der
Aufldsung in der Rekonstruktion, sodéB der dadurch

verursachte Fehler vernachlidssigbar ist.

Sowohl in der Fouriertransformierten der Projektion wie
in der Rekonstruktion wurde der nullte Fourierkoeffizient
null gesetzt, soda der Mittelwert der Projektionen wie der

‘der Rekonstruktion den Wert null hat.
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Zwel mittlere Schichten der Rekonstruktion sind in
Abb. 10.2 und 10.3 zu sehen. Die vollstidndige Rekonstruk-
tion ist‘ im Anhang 2 abgebildet. Abb. 10.2 =zeigt =x-y
Schichten pa rlallel zur Trigerfolie, Abb. 10.3 zeigt y-z
Schichten mit einer Kantenldnge von 27nm. Das Raster der
Rekonstruktion ist ein Wirfel mit 32 Rasterpunkten. Der
Schichtlinienabstand in der folgenden Abbildung betridgt 10%
des Minimums der dreidimensionalen Rekonstruktion. Die
Aufldsung wurde durch Ausschneiden einer Kugel im Fourier-
raum nach der Rekonstruktion auf 1,5nm begrenzt, was
ungefidhr dem doppelten Betrag der tatsidchlich in der
dreidimensionalen Rekonstruktion erreichten Aufldsung
entspricht. Trotz der relativ schlechten Aufldsung und der
ungliinstigen Aufnahmebedingungen zeigt die Rekonstruktion
eine gute Ubereinstimmung mit friiheren Rekonstruktionen der
Hefefettsduresynthetase, die an wunserem Institut mit
Einachsenkippung durchgefiihrt wurde /53,54/. So ist
deutlich der ovale Hohlkdrper mit der inneren Trennwand =zu

erkennen,



3.0 nm

Schicht Nr. 18

10.2 Rekonstruktion der Hefefettsduresynthetase bei

kegelfOrmiger Kippung. Darstellung in x-y Ebenen
senkrecht zur Trédgerfolie. Schichtlinienabstand
10% <O des Minimums der dreidimensionalen
Objektdichteverteilung. -=-=- — -~ Nullinie.
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Rekonstruk-

10.3 Rekonstruktion

Abb.

Ebenen.

kegelfdrmiger Kippung in y-2z

tion aus 35 Projektionen bei einem Kegelwinkel von

45 Grad.

10% Linien <0. ——— — - Nullinie.
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11. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Rekonstruk-
tionsverfahren zur dreidimensionalen Rekonstruktion aus
kegelfdrmig gekippten Projektionen entwickelt. Als Verfah-
ren wurde eine gewichtete Riickprojektion gewdhlt, da diese
einen wohldefinierten Bildpunkt liefert, liber dessen Aus-
dehnung und Artefakte sich exakte Aussagen machen lassen.
Die fiir dieses Verfahren notwendige Gewichtsfunktion wurde
aus der Belegungsdichte der - Fouriertransformierten eines
mit einfacher Rickprojektion dreidimensional rekonstruier-
ten Bildpunktes berechnet. Die Auswirkung der Wichtung mit
dieser Gewichtsfunktion ist eine Verstdrkung der hohen
Ortsfrequenzen im Vergleich zu einer einfachen Rickprojek-
tion und entsprechend eine Abschwidchung der niedrigen
Ortsfreguenzen. Es wurde gezeigt, daR diese Gewichtsfunk-
tion im Grenzfall der Kippung um eine waagerechte Achse
senkrecht zur z-Achse in die bereits bekannte Gewichtsfunk-

tion /39/ fir Einachsenkippung Ubergeht.

Ferner wurde eine ausfiihrliche Analyse der Qualitdt der
dreidimensionalen Rekonétruktion bei kegelfdrmiger Kippung
durchgefihrt und mit den entsprechenden Werten fir
Achsenkippung verglichen. So wurde fir kegelformige Kippung
die Abhdngigkeit der in der Rekonstruktion erreichbaren
Aufldsung von der Anzahl der Projektionen und dem Kegelwin-
kel Dberechnet und der Clutter des dreidimensionalen
Bildpunktes anhand von Testrechnungen untersucht. Ferner

wurde die Elongation des Bildpunktes in Abhdngigkeit vom
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Kegelwinkel berechnet.

Ein Vérgleich der kegelfdrmigen Kippung mit der
Einachsenkippung zeigt, daf bei gleicher Aufldsung des
dreidimensionalen Bildpunktes, bei der Einachsenkippung
senkrecht zur Kippachse und zur Strahlrichtung, bei der
kegelfdrmigen Kippung senkrecht zur‘ Strahlrichtung, beil
kegelformiger Kippung mehr Projektionen erforderliich =sind
als bel Einachsenkippung. Diese Mehrinformation durch die
grdflere Projektionsanzahl hat zum einen eine gehingere
Verzerrung des dreidimensionalen Bildpunktes und eine
wesentliche Verringerung des Clutters zur Folge. Der
mittlere Clutter eines Punktes 1im vollstdndig bestimmten
Rekonstruktionsvolumen betrdgt bei Kkegelfdrmiger Kippung
nur etwa die H31lfte des Clutters bei Einachsenkippung. Noch
glnstiger ist der Vergleich einer Schnittebene durch den
Bildpunkt, beil Achsenkippung senkrecht zur Kippachse, mit
einer beliebigen Ebene parallel zur z-Achse bei kegelfdrmi-
ger Kippung. Hier verringert sich der Clutter bei Kegelkip-
pung auf nur 10-20% des bei Einachsenkippung ermittelten

Wertes.

Mit dem Rekonstruktionsverfahren wurde eine Reihe von
Testrechnungen durchgefihrt. Als komplexeres Objekt wurde
eine rechnerisch erzeugte Kohlefolie mit zwei Ta Br -=Mole-
kiilen rekonstruiert. Die erhaltenen.Ergebnisse zeigen eine
gute Ubereinstimmung mit dem Originalobjekt und eine sehr
gute Ubereinstimmung mit dem "modifizierten Objekt", beil
welchem der bei kegelfdrmiger Kippung unbestimmbare Bereich

in der Fouriertransformierten des Ausgangsobjekts explizit
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null gesetzt wurde. Die gute Ubereinstimmung des rekonstru-
ierten Objektes mit dem modifizierten Objekt ist ein Beweis

fir die Leistungsfihigkeit des Rekonétruktionsverfahrens.

Ferner wurde das neu entwickelte Rekonstruktionsverfah-
ren auf eine Serie kegelfdrmig gekippter Projektionen von
Hefefettsiuresynthetase, die im Transmissionsrasterelektro-
nenmikroskop aufgenommen wurden, angewandt. Hierbei wurde
gleichzeitig das in Kap. 8 angegebene Korreiationsverfahren
zur Bestimmung des gemeinsamen Nullpunktes der Projektionen
angewandt, welches nach einer sequentiellen Korrelation von
36 Aufnahmen einen Verschiebungsfehler von weniger als
0,2nm aufwies, was unterhalb Her Aufldsung in den Projek-
tionen lag. Es existieren Rekonstruktionen der Hefefettsdu-
resynthetase die schon friher an unserem Institut bei Ein-
achsenkippung durchgefiihrt wurden /53,5U4/. Deshalb war dies
ein geeignetes Objekt, um das neue Rekonstruktionsverfahren
zu Uberprifen. Die Rekonstruktion zeigt bei kegelfdrmiger
Kippung eine gute Ubereinstimmung mit den friheren
Rekonstruktionen. Es ist deutlich der ovale Hohlkdrper des

Molekiils und die innere Trennwand zu sehen.,
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12. Anhang 1: Kontrollworte und Prozeduren.

Die Programme zur Durchfihrung der Berechnungen im
Zusammenhang mit der dreidimensionalen Rekonstruktion aus
kegelfdrmig gekippten Projektionen wurden in das am
Institut existierende EM-System zZur Bildverarbeitung
elektronenmikroskopischer Aufnahmen implementiert. In
diesem System sind Kontrollworte definiert, mit welchen der
Benutzer bestimmte Programmteile anwenden kann. Als
Beispiel sei das Kontrollwort FOUR A -1 angegeben. Dieser
Aufruf bewirkt die Fouriertransformation des 2zwel oder
dreidimensionalen Feldes A vom direkten Raum in den
Fourierram. FOUR A 1 bewirkt entsprechend die Rucktransfor-
mation von A. Weilter gibt es Kontrollworte der sogenannten
zweiten Ebeney;die in Klammern hinter einem Kontrollwort
angegeben werden. Als Beispiel sei CUT A n1 (IN n2)
genannt. Hier wird durch den Aufruf von CUT das kreisformi-
ge Abschneiden des HuReren Randes eines komplexen Feldes
bewirkt. Mit dem zusdtzlichen Aufruf IN wird auch noch ein
kreisformiger Bereich um den Nullpunkt ausgeschnitten. Das
EM-System gestattet ferner die Definition ‘VOH Prozeduren
durch den Benutzer, in welchen die bei Kontrollworten fest
anzugebenden Eingabedaten durch Variable der Form 7?1, 72...
oder ?a ?b... angegeben werden. Diese Prozeduren erhalten
einen frei wdhlbaren Namen. Durch diese MGglichkeiten 1&4Rt
sich das System als h&here Programmiersprache auffassen, in
der auch Laufschleifen durch mehrmaligen Aufruf von

Prozeduren, sowie die Schachtelung von Prozeduren mdglich
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sind. Da das System bisher auf einer Siemens 4004 mit einem
Kernspeicher von ca 1 Megabyte implementiert wér, werden in
vielen Programmen die Felder sukzessiv verarbeitet, indem
nur immer ein Teil der Daten im Xernspeicher vorhanden ist
und andere Teile auf Platte oder Band zwischengespeichert
werden. Da die sukzessive Bearbeitung der Felder =zeitauf-
wendig ist und bei nicht 2zu grofen Feldern oft nicht
notwendig ist, 1#Rt sich bei den meisten Kontrollworten vom
Benutzer angeben, ob die Programme sukzessiv arbeiten
sollen oder nicht. Ferner gehdrt zu jedem Feld A, B; C...
ein Datensatz, der sogenannte EM-Vektor, der stidndig mit
diesen Feldern gespeichert wird und feldspezifische Daten,
wie die VergrodfRerung, FeldgrdRe und Kippwinkel enthdlt. Fir
weiltere Einzelheiten zum Programmsystem sei auf das

EM-~Manual verwiesen /64/.

.Neu eingefihrte Kontrollworte im EM-System:

Die neu 1in das EM~System eingefligten Programme werden {Uber
das Hauptkontrollwort MIREC aufgerufen. Die Jewellige
Funktion wird durch ein zweites Kontrollwort der zweiten
Ebene aufgerufen. Die Form der Aufrufe ist:

MIREC A /B/ /C/ (Kontrollwort2 nl1 n2 n3... )

Die Anzahl der anzugebenden Felder A B C hdngt vom zweiten
Kontrollwort ab. Die in Schridgstrichen angegebenen GrdRen

sind nur bei Bedarf anzugeben.

MIREC A (WTP )
WTP berechnet im Feld A den Realteil der Gewichtsfunktion
zur Wichtung der Projektionen bei kegelfdrmiger Kippung.

Der Kegelwinkel wird dem EM-Vektor entnommen.
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MIREC A B (BPX /Q/ nl1 n2 n3 nl n5)

BPX berechnet die Rlickprojektion der Projektion A in eine

zweidimensionale x-y Ebene B der dreidimensionalen

Bildverteilung. Die Rﬁékprojektion des gesamten Objektes

wird in einer Prozedur durchgefiihrt. Bedeutung der Eingabe-

groflen:

A Projektion

B Objektebene

Q Wird Q angegeben, so léBt gich das Programm nicht suk-
zessiv anwenden, arbeitet aber wesentlich sohnellér.

nl z-Dimension des dreidimensionalen Objekts

n2, n3, nli Rastereinheiten der dreidimensionalen Rekon-
struktion in x-, y-, und z-Richtng.

n5 z-Koordinate der Objektebene B

Der Kegelwinkel sowie der Azimutwinkel der Jjeweiligen

Projektion A wird dem EM-Vektor entnommen.

MIREC A B (BPZ /Q/ n1 n2 n3 nli n5 )
BPZ filihrt die Rickprojektion in y-z Ebenen aus.Entsprechend

sind dann n1 und n5% Eingabegrofen flr die x-Richtung.

MIREC A (CUT n1)

CUT n1 begrenzt ein zweidimensionales Feld kreisfodrmig und
ein dreidimensionales Feld kugelformig mit dem Radius von
n1 Rasterpunkten. Der Aufruf 148t sich auf reelle und

komplexe Felder anwenden.

MIREC A (MAX /V/ :?A :2?2B :2C :?D :7E :7?F)
MAX bestimmt das Maximum des zweidimensionalen Feldes A.
Bei mehrmaligem Aufruf von MAX wird das Maximum aller

hintereinander aufgerufenen Felder bestimmt. Wird v
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angegeben,so wird in der Umgebung des Maximums 1in einem
Quadrat mit der Kantenldnge von 7 Rasterpunkten elin
Paraboloid an das Maximum angepaRBt und daraus die Lage des
Maximums bestimmt. Das Programm hat nur Ausgabegrodfen, die
sich in einer Prozedur weiter verwenden lassen.

Bedeutung der AusgabegrdBen:

?7A Hbhe des Maximums aller bis dahin untersuchten Felder.
?B Hohe des Maximums des letzten Feldes.

?C Hohe des Minimums aller.Felder.

?D Hbhe des Minimums des letzten Feldes.

?7E x-Koordinate des Maximums.

?F y-koordinate des Maximums.

MIREC A (VDR n1 n2 n3 nl n5 n6)

VDR dreht einen zweidimensionalen Vektor und staucht

ihn in x-Richtung.

Bedeutung der Ein- und AusgabegroRen:

nl Drehwinkel. Falls n1=0 wird der Drehwinkel dem EM-
Vektor des Feldes A entnommen.

n2 Ein und Ausgabe der x-Koordinate des Vektors.

n3 Ein und Ausgabe der y-Koordinate des Vektors.

nl Faktor, mit welchem die x-Koordinate zur Stauchung mul-
tipliziert wird.

n5, nb Ausgabe der Bruchteile einer Rastereinheit der x-
und y-Koordinate des Vektors. Diese letzte Ausgabe ist
dazu gedacht, bei einer Korrelation ein Feld A um den
Rasterpunkt (n2,n3) mit REDUCE auszuschneiden und mit
(n5,n6) anschlieBend eine Feinverschiebung durchfihren

zu konnen.



119

MIREC A B (WIDE nl1 n2)

Das Feld A wird in die Mitte des Feldes B ilbertragen. B

mul vorher durch READ Z bereitgestellt werden. Die Dimen-

sionen des Ausgabefeldes missen beide grdfer als die Di-

mensionen des Eingabefeldes sein. Das Kontrollwort ist

fiir sukzessives Lesen und Schreiben geeignet.

Bedeutung der EingabegrodfRen:

n1, n2 x und y-Dimension des Ergebnisfeldes. nl1 und n2
kénnen auch kleiner sein als die Dimensionen des mit

READ Z bereitgestellten Feldes.

MIREC (VAR nl1 n2 n3 ....)
VAR dient zur Kontrolle von Variablen in Prozeduren. Es
k&nnen bis zu 10 Variable angegeben werden, deren Werte

durch den Aufruf von VAR ausgedruckt werden.

MIREC A (CLUT /V/ /U/ nl1 n2 n3 n4 n5 n6 nT7)

Clut dient zur Berechnung des Clutters um einen Bild-
punkt. Der Bildpunkt wird durch eine Ellipse oder im drei-
dimensionalen Fall durch einen Ellipsoiden begrenzt. Ist
Qc der Wert der Punkte im Clutterbereich auferhalb des
Bildpunktes und Q% der Wert der Punkte im Ellipsoiden der
den Bilpunkt begrenzt N, die Anzahl der Rasterpunkte im
Bereich des Clutters, N, die Anzahl der Rasterpunkte im

R

Bildpunkt, so berechnet das Programm folgende GrofRen:

s {Ea® Zla.l s oy 1740%  zlexl

Nc Ne Ne NB NB VB
302 T Re? o 21Q|

Bedeutung der Eingabegrdfen:
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n1, n2 Koordinaten des Bildpunktes.

n3, nl4 Hauptachsenlidngen der Ellipse bzw. des Ellipsoiden,
der die Grenze des Bildpunktes angibt.

nb Radius des Kreises in Rasterpunkten, innerhalb dessen
die oben angegebenen Grofken berechnet werden.

n6 z-Koordinate des Bildpunktes.

n7 z-Koordinate der untersuchten Schicht beil dreidimen-
Sionalen Berechnungen.

V gibt an, daR die Berechnungen im Dreidimensionalen
durchgefihrt werden sollen.

U ist U angegeben, so wird der Ausdruck der Eingabegro-

Ren unterdriickt.

MIREC (TAB Z), MIREC (TAB 8)
TAB 8 druckt eine Tabelle der durch mehrmaligen Aufruf von
CLUT berechneten GroRen. Vor dem Aufruf von CLUT muf diese

Tabelle durch TAB Z initialisiert werden.

MIREC A (FL n1 n2)
FL z&hlt in einem Bereich der Kantenldnge nl1 um den Null=-
punkt des Feldes A alle Rasterpunkte, die einen Wert gro-

Rer als n2 haben.

MIREC A (ZWD n1 n2 n3 nk)

ZWD ist auf zwei und dreidimensionale Felder anwendbar.

Die Funktion ergibt sich aus der Beschreibung der Einga-

begroRen:

n1=1 Alle Werte des Feldes A, die grofer als n2 sind ,
werden 0 gesetzt.

nl=-1 Alle Werte des Feldes A, die kleiner als n2 sind,

werden 0 gesetzt.
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nz Schwelle
n3=1 Alle positiven Werte in A ungleich 0 erhalten den

Wert nld, alle negativen Werte den Wert -nl.

MIREC A (VT n1)
VT vertauscht im EM-Vektor Kippwinkel KW und Azimutwin-
kel KR. Bei Angabe von n1 wird KW nach der Vertauschung

durch nl1 ersetzt.
Anwendung der Kontrollworte und Prozeduren

Berechnung der Gewichtsfunktion mit WTP fir ein Feld mit
einer Kantenldnge von 64 Rasterpunkten:
READ Z A (DIM 33 64) EMDATA A (U ...,VE...,L...,KW...)
MIREC A (WTP) REAL A 1 CROSS A WRITE A nl1 n2
Die angegebene Kontrollwortfolge dient dazu, den Realteil
der Gewichtsfunktion, der mit WTP berechnet wird, éuf ein
vollstédndiges komplexes Feld zu erweitern, dessen Nullpunkt

mit der EM-Konvention lUbereinstimmt.

Prozedur zur Wichtung der Projektionen:
PROC
M:WICHT READ A 7?1 :?2 FOUR A 1 MULT A B =A FOUR A 1

COMMENT A O O 10 'G' WRITE A ?3 :?24

Zundchst wird die Gewichtsfunktion auf B mit READ B nfile
nseg eingelesen. Anschliefend kdnnen mit der angegebenen
Prozedur die Projektionen gewichtet werden. Das folgende
Beispiel zeigt den Aufruf zur Wichtung von 18 Projektionen:
M:WICHT#*¥18 nf1 nsl1 nf2 ns?2
nfl,ns1 File und Segmentnummer der Eingabeprojektionen

nf2,ns2 File wund Segmentnummer zum Wegschreiben der
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Ergebnisse.

Prozedur zur Rilickprojektion:
PROC
M:BP READ A ?1 :?2 EMDATA A (U 100 DG 1 KW 45 KR ?A)
SET 10 '+' ?A :?A MIREC A B (BPZ Q 64 1 1 1 ?R)
PROC
M:SLICE READ Z B (DIM ?1 ?2) SET O :?A M:BP¥?4 25 26
M:BP¥?7 28 ?9 COMMENT B 'SCHICHT NR' SET BlO 0 ?B 12
SET 7?3 '+' %B :?B WRITE B 2?10 :?11 PURGE B
Der Aufruf von M.SLICE bewifkt die Rekonstruktion einer
Ebene des dreidimensionalen Objekts. Durch mehrmaligen
Aufruf von M:SLICE léﬁt sich das gesamte dreidimensionale
Objekt berechnen, wobei M:SLICE die x-Koordinate bei jedem
Durchlauf erhdht. Die oben angegebene Prozedur isf
geschrieben flir den Fall eines Kegelwinkels von 45 Grad
(s.: EMDATA) und eines azimutalen Winkelinkrements von 10
Grad (s.: SET 10 '+' 2A :?A), ferner werden durch die

Prozedur y-z Ebenen berechnet (s.: BPZ).

Anwendungsbeispiel:

Seien die Projektionen gespeichert auf dem Subfile 1001 und
1101, und zwar je 18 Stiick. Zunidchst wird die GrdBe B
besetzt, die die aktuelle Schichtnummer enthdlt. SET 1 :?R.
Die Rekonstruktion der ersten 18 Schichten des Objekts 14Bt
sich dann durchfiihren mit dem Aufruf:

M:SLICE*18 64 64 1 18 1001 1 18 1101 1 5940 1

71 72 2?3 7?4 ?5 76 27 ?8 79 210 ?11

?1, 72 y und z-Dimension der zu rekonstruierenden Ebenen.

73 Inkrement der x-Koordinate (es ist zum Beispiel
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méglich, nur jede dritte Schicht zu berechnen.)

74 Anzahl der Projektionen im ersten Subfile

?5 2?6 Subfile und Segmentnummer des ersten Satzes von
Projektionen. |

7 Anzahl der Projektionen im zweiten Subfile.

?8 7?9 Subfile und Segmentnummer des zweiten Projektions-
satzes.

710 7?11 Subfile und Segmentnummer zum Wegschreiben der

Ergebnisse.

Prozedur zur Korrelation kegelfdrmig gekippter Projektio-
nen:

PROC
M:CC READ A 2?1 :72 SGREC A B 75 76 7?7

WRITE B 1001 1

READ B 7?8 7?9 SGREC B A ?5 7?6 2?7 READ Z B (DIM 23 éu)
MIREC A B (ROT V ?10) WRITE B 1001 2

READ A 1001 1 READ B 1001 2 NORM Z A 100 NORM Z B 100

FOUR A -1 FOUR B -1 MULT B A =A FOUR A 1 CROSS A

LIST A (DENS -3) MIREC A (MAX V :2A :?B :?C :?D :?E :?F)
MIREC A (VDR 210 :?E :?F 2?5 )

SET 211'+' ?E :?E SET 2?11 '+' 2F :7?F READ A 2?28 :29

FOUR A -1 SHIFT A B ?E ?F FOUR B 1 COMMENT B 0 0 10 'C!
WRITE B 7?12 2?13

Beispiel: Zundchst wird die erste Projektion eingelesen
und, da diese nicht verschoben wird, in das Ergebnisfile
geschrieben.

READ A 6241 1 WRITE A 1101 1

Dann folgt der Aufruf von M:CC
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M:CC¥17 1101 1 64 64 .707 33 33 6241 2 10 -33 1101 2
71 ?2 ?3 7?4 ?5 76 7?7 ?8 729 210 211 212 213

7?1 7?2 Subfile und Segmentnummer der ersten Projektion

73 ?4 Dimensionen der Projektionen

75 Faktor mit welchem die Rastereinheiif in x-Richtung
zur Entzerrung der Projektionen multipliziert wird.
(s. SGREC)

76 7?7 Mittelpunkt der Projektionen.

7?8 79 Subfile und Segmentnummer der zweiten noch nicht
korrelierten Projektion.

?10 Azimuthales Winkelinkrement zwischen den Projektio-
nen.

217 Verschiebung des Nullpunktes gegeniiber dem Mittel-
punkt des Feldes. (Meist negative Mittelpunktkoor-
dinate)

712 7?13 Subfile und Segmentnummer zum Wegschreiben der
korrelierten Projektionen. Die Subfilenummer mufR
mit 7?1 Ubereinstimmen.

Zu den Prozeduren ist anzumerken, daR sich bei hdufiger

Anwendung sicherlich eine Reihe von Anderungen als sinnvoll

erweisen werden, insbesondere eine Zusammenfassung

einzelner EingabegrdBen. Auf diese Optimierungen wurde in
diesem Anhang verzichtet, da nur solche Prozeduren
angegeben werden sollen, die auch schon mehrfach in der
vorliegenden Form angewandt wurden. Die -Auflistung dieser

Prozeduren ist insbesondere als Hilfe flr den Benutzer der

neuen Kontrollworte gedacht und als Grundlage zum Aufbau

weiterer, speziellerer oder auch allgemeiner anwendbarer

Prozeduren.
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13. Anhang 2: Abbildung der dreidimensionalen Rekonstruk-

tion von Hefefettsiduresynthetase.

In den folgenden Abbildungen sind die Schichten der in
Kap.10 beschriebenen Rekonstruktion aus kegelformig
gekippten Projektionen von Hefefettsduresynthetase
wiedergegeben. Die dreidimensionale Rekonstruktion Dbesteht
aus einem Wirfel mit einer Kantenlinge von 32 Rasterpunk-
ten, entsprechend 27nm. In Abb.A1 sind x-y Schichten
dargestellt, in Abb.A2 y-z Schichten. Die negativen
Schichtlinien sind gezeichnet, der Schichtlinienabstand
betriigt 10% des Minimums der dreidimensionalen Verteilung.

Die Null~Linie ist gestrichelt eingezeichnet.
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