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In der Mikroskopie werden kubische Phasenplatten eingesetzt, um die Scharfentiefe durch inverse Filte-
rung um bis zu einem Faktor 10 zu verbessern. Dieser Ansatz setzt jedoch eine inkohdrente Abbildung
voraus. Es wurde deshalb sowohl durch Simulation als auch durch Experiment untersucht, wie der Koha-
renzgrad bei teilkoharenter Beleuchtung und bei Phasenkontrast die Abbildungseigenschaften bei inverser

Filterung beeinflussen.

1 Problemstellung

Bringt man in die Austrittspupille eines Mikroskop-
objektivs eine kubische Phasenplatte mit der Fla-
chenfunktion f(x,y) = a(x3+y3) so andert sich die
Punktbildfunktion und damit die OTF bei Defokus-
sierung kaum [1]. Dabei beschreibt der Parameter
o die ,Starke“ der Phasenplatte. Filtert man das
mit Phasenplatte gewonnene Bild eines 3D-
Objekts mit der fouriertransformierten PSF, so
erhalt man ein Bild mit sehr hoher Scharfentiefe.
Abb 1 (links) zeigt das um 2um defokussierte Bild
eines USAF-Testmusters (Gruppe 6) aufgenom-
men mit Zeiss Plan-Apochromat 63/1.4 Ol. Nimmt
man unter gleichen Bedingungen das Bild mit
Phasenmaske a = 1.9e-4 mm™ auf und filtert in-
vers, so erhalt man das Bild in Abb. 1 (Mitte). Zum
Vergleich zeigt Abb. 1 (rechts) das fokussierte Bild.

Abb.1 defokussiert (links), invers gefiltert (Mitte), fokus-
siert (rechts)

Bei dem beschriebenen Verfahren geht man je-
doch von einer inkoharenten Abbildung aus. Ge-
genstand dieses Artikels ist daher die Untersu-
chung des Einflusses des Koharenzgrads der Be-
leuchtung auf die Qualitédt des rickgefalteten Bil-
des. Insbesondere wird die inverse Filterung von
Phasenkontrastbildern aufgenommen mit Phasen-
platte als Spezialfall einer teilkohdrenten Abbildung
untersucht.

2 Methode und Ergebnisse

Zunachst wird das Mikroskopbild mit Hilfe der opti-
schen Designdaten und der Flachenparameter der
Phasenplatte simuliert. Zur Anwendung kommt das
im Rahmen des Projekts entstandene Simulati-
onsprogramm PHYOS. Dabei wird die Objektfunk-
tion eines Kantenmusters nach Fourier transfor-

miert. Mit diesem Objektspektrum 1~3obj und der

bilinearen Transferfunktion 7" wird das Bildspekt-

rum J. berechnet ([2]):
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Dabei ist J

sors, K bzw. K~ die des Objektivs (mit Phasen-
platte). Abb. 2 zeigt die Pupillen. Wie im Experi-
ment ist in der Simulation die Phasenplatte mit
einer quadratischen Blende versehen.
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Abb. 2 Pupillen fiir bilineare Transferfunktion
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Aus dem Bildspektrum kann man durch inverse
Fouriertransformation das Bild gewinnen. Abb. 3
oben zeigt das simulierte Bild mit Phasenplatte,
wenn die Objektivapertur ausgeleuchtet ist.
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Abb. 3 Kantenbild mit Phasenmaske (oben), ohne Pha-
senmaske (unten)

Filtert man das so gewonnene Bild invers, so er-
halt man das Bild, wie man es ohne Phasenmaske
bekame (Abb. 3 unten).

i

Abb. 4 Intensitétsverteilung des invers gefilterten Kan-
tenbildes bei Beleuchtung mit hohem Kohérenzgrad.
Simulation (rot), Experiment (blau)

Ist der Durchmesser der Kondensorapertur jedoch
nur ein zehntel der Objektivapertur, so erhalt man
fur das riickgefaltete Bild die Intensitatsverteilung
in Abb. 4 (rot simuliert, blau gemessen) . Das Er-
gebnis zeigt, dass bei teilkoharenter Beleuchtung
mit hohem Kohéarenzgrad mit ausgepragten Arte-
fakten zu rechnen ist.
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Abb. 5 MTF Phasenkontrast mit Phasenplatte fiir drei
verschiedene Defokussierungen

Spezialfall ist das Phasenkontrastverfahren nach
Zernike. Mit Hilfe des Simulationsprogramms
PHYOS wurde die Kontrastiibertragung fir Pha-
sengitter mit verschiedenen Gitterkonstanten be-
rechnet. Die berechnete Modulationsibertragungs-
funktion fir verschiedene Defokussierungen zeigt
Abb. 5. Das Ergebnis zeigt, dass sich Uber 8
Scharfentiefebereiche der Kontrast nur wenig an-
dert. Durch die Phasenplatte wird jedoch die Auf-
I6sung um einen Faktor 2 reduziert.
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Abb.6 Phasenkontrast L/nks fokussmn‘ M/tte defokus-
siert. Rechts defokussiert mit Phasenplatte und invers
gefiltert

Abb. 6 (links) zeigt das Phasenkontrastbild einer
Zellstruktur. Das defokussierte Bild zeigt Abb. 6
(Mitte). Das rechte Bild zeigt das invers gefilterte
defokussierte Bild, welches mit Phasenmaske
aufgenommen wurde. Durch die inverse Filterung
kann zwar im Vergleich zum konventionellen defo-
kussierten Bild eine Kontrastverbesserung erzielt
werden, die Objekttreue ist jedoch eingeschrankt.

3 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass die Qualitat der rick-
gefalteten Bilder drastisch abnimmt, wenn der
Kohédrenzgrad der Beleuchtung zunimmt. Dies ist
auch qualitativ zu erwarten, da die Phasenplatte
durch die Kondensorapertur nicht mehr voll ausge-
leuchtet wird. Sowohl Simulation als auch Experi-
mente zeigen, dass bei Phasenkontrast die Schar-
fentiefe durch Verwendung einer Phasenplatte und
durch entsprechende inverse Filterung die Schar-
fentiefe erhoht wird. Die Auflésung und Objekt-
treue ist jedoch eingeschrankt.
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