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Es wurde ein holographisches Doppelbelichtungsinterferometer basierend auf
einem photorefraktiven Kristall zur Untersuchung von Zellen und biologischem
Gewebe realisiert. Der Kristall erlaubt die reversible Speicherung sowie das
gleichzeitige Auslesen von Hologrammen mehrerer Objektzustande. Die Aus-
wertung der auf diese Weise rekonstruierten Doppelbelichtungsinterferogramme
erfolgt mit einem raumlichen Phasenschiebeverfahren.

1 Einfiihrung

Fur die Realisierung eines holographischen Dop-
pelbelichtungsinterferometers zur Untersuchung
von Gewebe und Zellen ist eine laterale Aufldsung
erforderlich, die mittels Mikroskopoptiken erzielt
werden kann. Hierzu ist zudem eine Anordnung in
Reflexionsgeometrie von prinzipiellen Vorteil. In
Verbindung mit Laserpulsen im ns-Bereich kénnen
Uberdies schnelle Bewegungsvorgange erfasst
werden [1]. Mit einem glitegeschalteten Nd:YAG-
Laser wurden unter Einsatz eines Mikroskopobjek-
tivs Doppelbelichtungsinterferogramme von biolo-
gischen Proben in einem undotierten BTO-Kristall
(Bis,TiOy) zusammen mit einem angepassten
rdumlichen Tragerstreifensystem eingespeichert
und die Phasendifferenzen aufgrund von Objekt-
veranderungen mittels raumlichen Phasenschie-
bens in den rekonstruierten Bildern bestimmt.

2 Photorefraktiver BTO-Kristall

Als photorefraktives Aufzeichnungsmaterial wird
undotiertes BTO eingesetzt (Bi;,TiO,, Hersteller
Nanocorp, Joensuu, Finnland, nominell rein, 2,4 x
14,2 x 12,3 mm3, [001] x [110] x [110], max. Beu-
gungswirkungsgrad n = 0,5 %, effektive Storstel-
lendichte Ny = 8,5 x 10'° cm™ [2]). Abb. 1 zeigt
schematisch die Kristallorientierung bezuglich der
Polarisation der Schreibstrahlen in Reflexionsgeo-
metrie.
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Abb. 1 Orientierung der Polarisation beziiglich der Kris-
tallachsen fiir Reflexionsgeometrie. Der Verzicht auf
eine Verkippung der Polarisation gegeniiber der <110>-
Achse zur Kompensation der optischen Aktivitdt von p =
10,2°/mm fiihrt zu keiner detektierbaren Minderung der
Interferogrammaqualitét.

Vorteile von undotiertem BTO

+ Hohe Beugungswirkungsgrade in Reflexionsgeo-
metrie

+ Kurze Antwortzeiten = Aufzeichnung mit Video-
wiederholrate

+ Hohe Stdrstellendichte Ngg

+ Geringe optische Aktivitat

+ Anisotrope Beugung > Verbessertes Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis im rekonstruierten Bild

Vorteile der Reflexionsgeometrie

+ Grolles Raumfrequenzspektrum -> hdhere er-
reichbare Auflésung

+ Geringer Abstand zum Objekt - groliere Licht-
ausbeute > geringere Antwortzeiten

3 Versuchsanordnung

Das holographische Doppelbelichtungsinterfero-
meter in Reflexionsgeometrie wird auf Basis eines
frequenzverdoppelten Nd:YAG-Lasers mit 3 ns
Pulsdauer und 90 cm Pulslange aufgebaut (siehe
Abb. 2). Die Absorber dienen der Optimierung der
Intensitatsverhaltnisse von Objekt- und Referenz-
welle. Der Aufzeichnungsvorgang selbst wird
durch einen PC gesteuert.
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Abb. 2 Aufbau zur mikroskopischen holographischen
Doppelbelichtungsinterferometrie
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4 Raumliches Phasenschieben

Die Differenzphase wird durch einen variablen 3-
Schritt-Algorithmus aus nur einer einzigen Doppel-
belichtungsinterferogrammaufnahme ermittelt. Die
zur Detektion der Bewegungsrichtung generierte
Tragerfrequenz wird einmalig bei einer separaten
Doppelbelichtung ohne Objekt bestimmt und bei
der Differenzphasenbestimmung jeweils die Pha-
senspringe.

5 Ergebnisse

a) o b)

Abb. 3 a) Rekonstruiertes Doppelbelichtungsinterfe-
rogramm eines USAF 1951-Testtargets mit Trégerstrei-
fen (20-fach Mikroskopobjektiv) mit Ausschnitt b). Die
Gruppe 8.3 2 1,5 um wird aufgelbst.

Abb. 4 a) Rekonstruiertes Doppelbelichtungsinterfe-
rogramm eines trocknenden Zwiebelhdutchens (Ire= 2,4
md/em?, Igg= 0,3 mJ/em? Doppelbelichtungsabstand 45
s). b) zeigt die zugehérige Differenzphasenverteilung.

Abb. 5 a) Doppelbelichtungsinterferogramm einer Migra-
tionsbewegung tumoréser Leberzellen (40x Immersi-
onsmikroskopobjektiv). Bei dieser Anordnung wurden
mit einem cw-Laser unter Einsatz einer Pockels-Zelle
Pulse von ms-Lénge erzeugt. Aufgrund des Immersion-
sobjektivs wurde der Kristall hierbei hinter dem Objektiv
positioniert (Pulsdauer Objektzustand I: 4 ms, Pulsdauer
Objektzustand II: 2 ms. Intensitéten: Iger= 35 mW, lop= 5
mW, Strahldurchmesser: 0,7 mm, Doppelbelichtungsab-
stand 3 s). b) und c) zeigen die zugehérige Differenz-
phasenverteilung sowie das entfaltete Differenzphasen-
bild.

Abb. 3 a) und der Ausschnitt 3 b) zeigen die er-
reichbare laterale Auflésung im rekonstruierten
Doppelbelichtungsinterferogramm.

Abb. 4. und 5. demonstrieren die Anwendbarkeit
des Verfahrens an biologischen Proben. 4 a) zeigt
das rekonstruierte Bild eines trocknenden Zwie-
belhautchens bei einem zeitlichen Abstand zwi-
schen den aufgezeichneten Einzelhologrammen
zweier Objektzustédnde von 45 s mit dem zugeho-
rigen Differenzphasenbild mod 21 (3 b)).

Abb. 5 a) bis c) zeigt das rekonstruierte Doppelbe-
lichtungsinterferogramm, die zugehorige Diffe-
renzphasenverteilung sowie das entfaltete Diffe-
renzphasenbild tumoréser Leberzellen (GréRe der
Zellen ca. 10 ym). Es wird eine geringe Verfor-
mung aufgrund einer Migrationsbewegung inner-
halb des Doppelbelichtungsabstandes von 3 s de-
tektiert.

6 Diskussion

1.Mit dem vorgestellten Doppelbelichtungsinterfe-
rometer kdnnen laterale Strukturen in Interfe-
rogrammen im Bereich 1,5 ym mit fur die weitere
Auswertung ausreichendem Kontrast rekon-
struiert werden.

2.0bjektveranderungen, die Auswirkungen auf die
optische Weglange haben, kdnnen detektiert und
ausgewertet werden.

3.Doppelbelichtungsinterferometrie in mikroskopi-
schen Dimensionen an biologischen Objekten ist
maglich.

4.Das raumliche Phasenschiebeverfahren ermég-
licht die Differenzphasenberechnung aus nur ei-
nem einzigen Interferogramm.

5.Bezuglich der Interferogrammwiederholrate ist
nicht der Kristall, sondern die Bildaufnahmerate
der eingesetzten Kamera der limitierende Faktor.
Kristallabhdngig sind prinzipiell Interferogramm-
raten in der GréRenordnung 1000 Hz realisier-
bar.

6.Ein kostenglnstiger Aufbau auf Basis eines cw-
Lasers und mittels mechanischen Shuttern oder
Pockelszelle generierten Pulsen ist moglich.

7 Literatur

[11 M. Weber, F. Rickermann, G. von Bally, Realization
of a Double-Exposure Interferometer with Photore-
fractive Crystals for Biomedical Applications. In Op-
tics and Lasers in Biomedicine and Culture, Hrsg. C.
Fotakis, T. G. Papazoglou, C. Kalpouzos, S. 312-
315, Springer Verlag, Berlin 1999.

[2] M. Weber, Photorefraktive Kristalle in Reflexions-
geometrie und Phasenschiebeverfahren fiir die ho-
lographische Interferometrie im sichtbaren und na-
hen IR-Bereich, Dissertation, Shaker Verlag, 2002.

* Die Arbeiten wurden durch das Bundesministeri-
um fur Bildung und Forschung BMBF (FKZ
13N8183) gefordert.

DGaO-Proceedings 2004



