Entwicklung eines scannenden Mikroskops mit diffraktiven Mikrolinsen
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Die Pixelzahl heutiger Bildsensoren kann in der Weitfeldmikroskopie wegen
grundlegender optischer Prinzipien nicht mehr voll ausgeschépft werden. Nur
mit scannender Mikroskopie ist es mdglich, diese Grenze zu Uberwinden. Die
damit verbundene Scanzeit kann durch hochgradige Parallelisierung mit

diffraktiven Mikrolinsen minimiert werden

1 Einfihrung

In der Weitfeldmikroskopie besteht ein fester Zu-
sammenhang zwischen der VergréRerung, dem
Auflésungsvermdogen und der Grofle des Bildfelds.
Die Konsequenz hieraus ist, dass die Gesamtzahl
der auflésbaren Bildpunkte (Pixel) nahezu unab-
hangig von der gewahlten VergréRerung ist und
deutlich unterhalb der maximalen Pixelzahl heuti-
ger Sensoren liegt. Eine Steigerung der Zahl der
auflésbaren Bildpunkte ist nur durch eine scan-
nende Mikroskopie erreichbar. Ein weiterer Vorteil
der scannenden Mikroskopie ist die inkoharente
Bildentstehung - selbst bei Beleuchtung mit Laser-
licht, wodurch der Einfluss von Speckle-Rauschen
praktisch nicht mehr vorhanden ist. Ein wesentli-
cher Nachteil der scannenden Mikroskopie ist der
hoéhere zeitliche Aufwand bei der Bildaufname. In
diesem Beitrag stellen wir ein neues Konzept flr
ein scannendes Mikroskop vor, bei dem der Zeit-
aufwand durch einen hohen Parallelitdtsgrad deut-
lich reduziert wird. Ein weiterer Vorteil ergibt sich
durch die Verwendung diffraktiver Mikrolinsen,
wodurch es méglich wird, hochgeotffnete Foki bei
groBem Arbeitsabstand und hoher Packungsdichte
zu realisieren.

2 Realisierung diffraktiver Mikrolinsen

Ausgangspunkt fir den Entwurf eines diffraktiven
Linsenarrays [1-3] ist die Forderung nach einer
maximalen Amplitude auf der optischen Achse.
Das Optimierungsproblem kann analytisch gelost
werden und liefert wegen der Periodizitat die kom-
plexe Pupillenverteilung:
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Durch gewahlte Beschrankung des Pupillenradius
auf NA,,, und Rucktransformation in den Orts-

raum kann hieraus das ideale optische Element
mit vorgegebener numerischer Apertur ermittelt
werden. Fur die einfachere Herstellung ist es glins-
tig, die Amplitude des Elements als eins zu wahlen
und die Phase zu binarisieren. Abbildung 1 zeigt

den Amplituden-Fokalverlauf fur ein so entworfe-
nes diffraktives Element. Auffallig ist, dass hiermit
numerische Aperturen realisiert werden koénnen,
die nicht durch Linsendurchmesser und die Brenn-
weite begrenzt sind. In einem Extremfall war es
sogar moglich, gut fokussierende Linsen mit einem
Pitch von 0.3 mm und einer Brennweite von 10 cm
zu realisieren.
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Abb. 1 Amplituden-Fokalverlauf eines diffraktiven Lin-
senarrays. Hiermit kdnnen Linsen mit extrem hoher NA
und groRem Arbeitsabstand realisiert werden.

Maoglich wird dies, da die Linsendurchmesser tber-
lappend entworfen werden kénnen. Verwenden wir
einen Pitch P und eine Brennweite f, so ist die
numerische Apertur einer Zelle gegeben durch

. P
NA, = sn[aan (Z—fj] )

Der Uberlappfaktor Q wird bestimmt durch die ge-
wahlte Beschrankung des Pupillenradius NA, .,
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Fir die Minimierung der Scanzeit ist ein Element
mit méglichst kleinem Pitch von Interesse, da das
Verhaltnis von Pitch zu Spotdurchmesser die Zahl
der Scanpositionen bestimmt. Abbildung 2 zeigt
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das Intensitatsprofil des Fokus, wie er fir das
Scanmikroskop verwendet wurde.
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Abb. 2 Intensitatsprofil des DOE- Fokus flur das scan-
nende Mikroskop. Die FWHM betragt 2,2 pm.

3 Entwurf des Scanmikroskops

Abbildung 3 zeigt den prinzipiellen Aufbau des
parallelen Scanmikroskops. Die Kombination aus
Laser und Kollimationslinse erzeugt eine parallele
Beleuchtungswelle fiir das diffraktive Element
(DOE).
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Abb. 3 Prinzipskizze des parallel scannenden Mikro-
skops.

Im Aufbau wurde eine Periode von 50 um und eine
Brennweite von 3 mm gewahlt. Die Spotgrofte im
Fokus kann Abb. 2 entnommen werden. Fir die
Probe kommen derzeit im Wesentlichen Ampli-
tudenelemente im Durchlicht zum Einsatz, jedoch
sind bei geeigneter Pupille zukinftig auch Phasen-
elemente und Fluoreszenz moglich. Die be-
leuchtete Probe wird mittels eines Makroobjektivs
in einfacher VergroRerung auf eine CCD-Kamera
abgebildet. Die Auflésung des Objektivs kann we-
sentlich geringer gewahlt werden als die des DOE,
da es fur die Aufnahme nur erforderlich ist, dass
die Beitrage, benachbarter Perioden deutlich ge-
trennt sind. Im gezeigten Aufbau haben wir mit /4
die Auflésung an den Pixel-Pitch der Camera (2,2
pm) angepasst. Fir die mechanische Bewegung
des DOE wurde eine drei-Achsen-Piezo-
Stellsystem mit einem maximalen Verfahrweg von
500 ym verwendet. Das Stellsystem enthalt eine
Koordinatenkontrolle mit einer Genauigkeit von ca.
50 nm.

Abb. 4 Erstes experimentelles Ergebnis des parallel
scannenden Mikroskops. Die Teilbilder zeigen, dass
eine Auflésung von 2 um erreicht wurde. Das Gesamt-
bild hat 5 Megapixel.

Durch Scannen des DOE uber eine Periode wur-
den im ersten Experiment 32x32 Bilder aufnom-
men und im Rechner zu einem Bild zusammenge-
setzt. Abbildung 4 zeigt das erste Ergebnis flr eine
Algenart mit ca. 20 mm dicken Asten und einer
dreidimensionalen Struktur. In diesem Experiment
wurde bereits eine Gesamtpixelzahl von 5 Megapi-
xeln erreicht. Das Bild zeigt auch zwei Teilansich-
ten, die belegen, dass die Aufnahme bis auf Pixel-
ebene scharf ist. Man erkennt innerhalb der Aste
eine Unterstruktur mit einer Auflésung von etwa
1,5 um. Wegen der dreidimensionalen Struktur
lasst sich ebenfalls die Tiefenauflosung abschat-
zen. Durch Steigerung der NA auf 0.95 lieRe sich
mit diesem Aufbau und dieser Kamera ein Maxi-
mum von 100 Megapixeln pro Bild erreichen.

4 Zusammenfassung

Durch die Verwendung diffraktiver Mikrolinsen
wurde ein Scanmikroskop mit extrem hohem Par-
allelitdtsgrad und einer Gesamtpixelzahl von 5
Megapixel realisiert. Mit einem heutigen Bildsensor
kann diese Zahl bis auf 100 Megapixel gesteigert
werden. Die inkoharente Bildaufnahme ermdglicht
Speckle-freie Bilder mit hoher Auflosung.
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