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Wir zeigen, dass es mit Hilfe eines bildinvertierenden Interferometers maoglich ist
das Auflésungsvermdgen eines konventionellen Lichtmikroskops um 26% zu stei-
gern. Dazu wurde die Punktbildverwaschungsfunktion vermessen und der Aufl6-
sungsgewinn an Zweipunktobjekten verifiziert. An zweidimensionalen Strukturen
konnte die verbesserte Auflosung fiir komplexe Objekte demonstriert werden.

1 Einleitung

Konfokale Fluoreszenzmikroskope sind heutzutage
wichtige und weit verbreitete Hilfsmittel in der medi-
zinischen und biologischen Forschung. Daher ist es
von grof3em Interesse das Auflésungsvermoégen sol-
cher Systeme weiter zu steigern. Wicker und Heintz-
mann [1] haben vorgeschlagen, dass laterale Auflo-
sungsvermoégen konfokaler Fluoreszenzmikroskope
mit Hilfe eines bildinvertierenden Interferometers zu
steigern. Nach ersten Hinweisen, dass mit diesem
Verfahren das Auflésungsvermégen optischer Ras-
termikroskope tatsachlich gesteigert werden [2, 3]
kann, zeigen wir nun, dass eine Aufldsungssteige-
rung von 26% maglich ist.

2 Funktionsprinzip

Um den Kontrast im Bild zu erhdhen und das Auf-
[6sungsvermogen zu steigern, macht man sich die
raumliche Inkohérenz des Lichtes in der Objektebe-
ne zu Nutze.

Bildet man ein einzelnes Punktobjekt an der Posi-
tion do in der Objektebene durch ein Zweistrahlin-
terferometer ab, in dessen einem arm eine raum-
liche Inversion statt findet, so kann in der Bilde-

bene nicht nur ein Punktbild an der Position —d

beobachtet werden. Aufgrund der Inversion exis-
tiert ein weiteres Punktbild an der Stelle +d, sowie
ein Interferenzterm (Gleichung 1). Hierbei entspricht
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h(7+ d) der Amplitudenpunktbildverwaschungsfunk-
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tion (APSF) und ‘h(?ﬂ— d)‘ der Punktbildverwa-

schungsfunktion (PSF). Die Intensitatsverteilung am
konstruktiven bzw. destruktiven Ausgang wird mit +
bezeichnet.
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Subtrahiert man nun die Intensitatsverteilung am de-
struktiven Ausgang von der am konstruktiven, bleibt
einzig der Interferenzterm erhalten. Eine Integration

Uber dieses Differenzbild liefert ein Signal, welches
nur noch von der Position d der Punktlichtquelle
abhangt. Es beschreibt die Ubertragung eines Ob-
jektpunktes durch das Gesamtsystem (Interferome-
ter + Nachverarbeitung) und kann somit als interfe-
rometrische Punktbildverwaschungsfunktion (IPSF)
betrachtet werden.

IPSF(d) / / - I (7, d) — I_(F, d)dxdy

)

Die aus der Integration resultierende BSinc-Funktion
ist nun vom doppelten Argument abhéngig und da-
mit schmaler, als das klassische Airy-Scheibchen

( 71(ld)

|d]
kohérent strahlenden Punkten (Fluoreszenzmarker)
oder wird es raumlich inkoharent ausgeleuchtet er-
gibt sich durch Abrastern ein Bild, welches als Fal-
tung der Objektstruktur mit der IPSF dargestellt wer-
den kann.

2
). Besteht das Objekt aus raumlich in-
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des Versuchsauf-
baus

Eine Skizze des von uns verwendeten Versuchsauf-
baus ist in Abbildung 1 dargestellt. Die Objektebe-
ne OE wird mit Hilfe einer LED (A ~ 516 nm, A\
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~ 16 nm) raumlich inkohdrent ausgeleuchtet und
durch das Beobachtungsmikroobjektive MO (3.2,
0.10) in eine Zwischenebene ZE abgebildet. Die-
se befindet sich in der vorderen Brennebene des
Eingangsobjektivs EO. Durch dieses wird mit Hil-
fe der Ausgangsobjektive AO1 und AO2 eine Abbil-
dung der Objektebene durch das bildinvertierende
Mach-Zehnder auf die beiden CCD-Kameras reali-
siert. Das Interferometer besteht aus einem inver-
tierenden und einem nicht-invertierenden Arm. Die
Inversion wird mit Hilfe eines 4-f-Systems aus zwei
Hohlspiegeln (HS1 und HS2) umgesetzt, um chro-
matische Fehler zu vermeiden. Da mit breitbandi-
gen Licht gearbeitet wird, muss der optische Weg
im nicht-invertierenden Strahlengang entsprechend
angepasst sein. Die Uberlagerung des invertierten
mit dem nicht-invertierten Bildes kann dann am de-
struktiven bzw. konstruktiven Ausgang beobachtet
und am PC ausgewertet werden.

4 Experimentelle Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt die interferometrische PSF im di-
rekten Vergleich zur PSF des konventionellen Sys-
tems. Dazu wurde ein Pinhole mit einem Durchmes-
ser von 1 um sowohl konventionell, als auch interfe-
rometrisch abgebildet. Die Halbwertsbreite (FWHM)
verringert sich um ca. 24,5% von 2,51 um auf
1,89 um. Der Abstand der ersten Nullstellen der
PSFs sinkt dabei um fast 48% von 6,30 um auf
3,29 um und der Abstand der ersten Minima von
6,30 pm auf 4,45 um.
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Abbildung 2 Direkter Vergleich der konventionellen PSF
mit der interferometrischen

Durch die Aufnahme von jeweils zwei Pinholes mit
verschiedenen Abstéanden zueinander konnte die
Steigerung des Auflésungsvermdgens untersucht
werden. Als MaR fur das Auflésungsvermdgen wur-
de das Rayleigh-Kriterium verwendet. Beim konven-
tionellen Lichtmikroskop besagt dieses, dass zwei
Punkte noch dann als getrennt wahrgenommen wer-
den kdnnen, wenn das Maximum des einen Punkt-
bildes genau im Minimum des anderen liegt. Es

kommt dabei zu einer Einsattelung zwischen den
beiden Punktbildern auf 74%. Im konventionellen
Fall konnte eine solche Einsattelung bei einem Pin-
holeabstand von ca. 3,29 um beobachtet werden,
wahrend bei der interferometrischen Wiedergabe
erst bei 2,44 ym ein enstprechender Dip messbar
war. Daraus ergibt sich eine Auflésungssteigerung
von ca. 26%.

Abbildung 3 zeigt zwei Cluster aus Polystyrolki-
gelchen (ca. 1 yum Durchmesser). Konventionell ab-
gebildet kann die innere Struktur der Cluster nicht
aufgelost werden. Der vergréRert dargestellte Be-
reich zeigt zudem eine Struktur, welche als Balken
interpretiert werden kénnte. Durch die interferome-
trische Wiedergabe kdnnen einzelne Kugelchen mit
einem deutlich hoheren Kontrast dargestellt werden.
Zudem ist es moglich die innere Struktur der bei-
den Cluster aufzulésen. Die vergrof3ert dargestell-
te vermeintliche Balkenstruktur kann nun als zwei
getrennte Kigelchen wahrgenommen werden.
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Abbildung 3 Konventionelle (a) und interferometrische
Darstellung (b) zweier Cluster aus Polystyrolkiigelchen

5 Zusammenfassung

Anhand eines konventionellen Lichtmikroskops
konnten wir nachweisen, dass das laterale Auflo-
sungsvermogen optischer Rastermikroskope um bis
zu 26% gesteigert werden kann. Desweiteren konn-
te eine starke Verbesserung des Bildkontrastes er-
reicht werden.

In weiteren Versuchen muss nun gezeigt werden, in-
wieweit sich diese Auflésungssteigerung auf konfo-
kale Fluoreszenzmikroskope ubertragen lasst.
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