Kombination der digitalen Holografie mit
der Bildinversionsmikroskopie
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Mit der Bildinversionsmikroskopie[1,2] existiert ein Verfahren, mit Versuchsaufbau
welchem es moglich ist, das laterale Auflosungsvermogen optischer Abb. 1 L, Lnsen
Rastermikroskope um ca. 32 % zu verbessern. Dazu wird zwischen M S Seuscheibs
Mikroskopobjektiv und Detektor ein bildinvertierendes Interferometer OF  Objektebene
geschaltet. Auf dem Detektor wird dann das Bild des Objekts mit seiner o Lhole
raumlich invertierten Kopie uberlagert. Handelt es sich um eine s | L,
raumlich inkoharente Objektverteilung (Fluoreszenzlicht), konnen nur
in Bereichen nahe der Inversionsachse Interferenzen beobachtet EK:M/’ _
werden. Dieser Bereich ist kleiner als das Punktbild des Mikroskop- B
objektivs. Beim Abrastern des Objekts fuhrt dies dann zu einer o MO ST \ A ceD
gesteigerten lateralen Auflosung. "\
Im Gegensatz zu anderen hochauflosende Mikroskopieverfahren wie
beispielsweise STED, PALM oder SIM werden keine besonderen MOy,
Fluoreszenzfarbstoffe oder Mikroskope benétigt. M.
Allerdings bringt dieses Verfahren auch Einschrankungen mit sich. So
muss eine inkoharente Objektverteilung vorliegen, das Objekt muss o Objeki gestieuts Lioht wird wisder Gber das MikoobjeKtv MOy...den Stranttaier und die L mes L, auf e
gescannt werden und das Interferometer muss entsprechend MORef und cas Pimhole P erseugt und entsprichteiner sphdrischen Welle. oo ooy
stabilisiert sein. Belecohiungsmuster entsteht, Darauin wird in welteres. Hologramm aufgezeichnet. Dieser Vorgang
wiederholt sich, bis hinreichend viele Hologramme aufgenommen wurden.
Abb. 2
i Mit Hilfe der digitalen Holografie konnen diese Einschrankungen umgangen werden[3].
Der Anwendungsbereich kann somit auch auf technische Proben und koharente
T Objektverteilungen ausgedehnt werden.
/I ! Mit einem Laser wird eine Streuscheibe beleuchtet und in die Objektebene abgebildet. Es
= 5 entsteht ein statistisches Specklemuster, welches das Objekt ausleuchtet. Das gestreute
A(p.q) [[-{Integrationsgebiet - 10x.y) Licht wird auf eine CCD-Kamera abgebildet und dort mit einer Referenzwelle uberlagert
=) (Bildfeldholografie). Die raumliche Inkoharenz kann nun simuliert werden, indem viele

Schematisches Funktionsprinzip (nach [3])

Hologramme unter jeweils verschiedenen Streuscheibenstellungen aufgenommen
werden. Durch die digitale Rekonstruktion der Hologramme erhalt man Zugriff auf die
komplexe Amplitudenverteilung E. Es wird dazu ein Bereich Aum den zu untersuchenden
Bildpunkt herausgegriffen. Dieser wird mit seiner invertierten Kopie uberlagert. Der Wert
des uber alle Hologramme gemittelten und aufintegrierten Interferenzterms kann danr
dem Bildpunkt auf der Inversionsachse zugeordnet werden (Abb. 2). Dies wiederholt mar
fur jedes der Hologramme. Das gemittelte Ergebnis entspricht dann dem interferometriscl
verbesserten Bild. In der Praxis reichen je nach Objektstruktur 500-1000
Einzelhologramme aus, um die Specklestruktur im rekonstruierten Bild zu unterdrucken.
Abbildung 3 zeigt einen solchen Stapel von einzeln rekonstruierten Hologrammen.
Darunter dargestellt sind deren inkoharent aufaddierte Summe, sowie das durch das
Bildinversionsverfahren erhalten Bild.

Abb. 3

Speckle-
Bilderstapel

inkoh. Summe interferom. Verfahren

Durch das Bildinversionsverfahren wird die Grenzfrequenz des
Systems nicht vergroldert, hohe Ortsfrequenzen werden aber
deutlich kontrastreicher ubertragen. Dadurch ist es moglich,
detailreiche Strukturen auch dann noch erkennen zu konnen, wenn
sie herkommlich abgebildet nicht mehr sichtbar waren.

Abbildung 4 demonstriert den Gewinn an Abbildungsqualitat durch
dieses Verfahren. Feine Strukturen konnen noch sehr kontrastreich
dargestellt werden, wahrend sie in der inkoharenten Abbildung
kaum mehr zu erkennen sind. Zudem wird das Streulicht der
umliegenden Strukturen deutlich unterdruckt, was zusatzlich zu
einem verbesserten Bildeindruck fuhrt.

Neben der gesteigerten lateralen Auflosung kann eine erhohte Ausschnitt aus einem AuflSsungstestchart. Dargestellt ist eine

N _ _ _ . _ ) truktur mi ienienparen pro Millimeter aufgenommen mit

Scharfentiefe erzielt werden (siehe auch Poster P 31). Dies wird in einem 40x/0.65 Mikroobjoktiv (Grenzfraquanz f, = 2000 Lp/mm).

Aysschnitt aus dem Logo der FSU Jeng. Abblldung 5 dargeSte”t ES handelt SICh dabel um den AUSSChnItt Eggﬁg;ﬁgiﬁgregarggsqcierl]lzearlss_i?nnk?)\;]?cig?]?raebrglgsebil(c?e)t ((;)e.ulfllci)gﬂ
mkonérent  beleushiet. Die. Sirukturen aus einem Testchart der eine Struktur mit 1400 Linienpaaren pro Wahrend die Struktur inkohérent abgebidet stark verwascht (o),
\évller:(c?hne %eehrreicvr?r\r/\r/]?tsc(:jheemn. Blﬁgirrl:\?et(rastioﬂzf M|”|meter Ze|gt za?;niltewcélﬁg;r:].mlt dem holografischen Verfahren noch deutlich

verfahren dargestellit.
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