Einsatz des Bildinversionsverfahrens
In der konfokalen Mikroskopie
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Hintergrund Laboraufbau

Mit Hilfe der Bildinversionsmikroskopie ist es moglich, das laterale
Auflosungsvermogen konfokaler Fluoreszenzmikroskope deutlich
zu steigern [1,2,3]. Hierfur wird die Probe durch ein bild-
invertierendes Interferometer auf zwei Detektoren (z.B. PMTs)
abgebildet. Aufgrund der raumlichen Inkoharenz des Fluoreszenz-
lichtes konnen nur Bereiche nahe der Interferenzachse miteinander PMT.

interferieren. Am konstruktiven Ausgang kommt es dort daher zu _ Skizze des UZ Interferometers ﬂ
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einem Interferenzpeak und am destruktiven Ausgang zu einem
Minimum. In grof3eren Abstanden hingegen uberlagert sich das Bild
der Probe inkoharent mit seiner raumlich invertierten Kopie. Durch
die Subtraktion des Signals vom destruktiven Ausgang von dem des
konstruktiven wird der Gleichlichtanteil unterdruckt, und es wird
ausschliel3licn das Interferenzsignal detektiert. Die Interferenz-
struktur ist schmaler als das Punktbild des abbildenden Systems,
was zu einer Auflosungs- und Kontraststeigerung fuhrt.

Durch die Kombination eines bildinvertierenden Interferometers mit
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einem konventionellen Lichtmikroskop konnte in der Vergangenheit MO I
bei niedrigen numerischen Aperturen (NA) bereits eine Auflosungs- 2t Anregung der Tuoresaieronden Probé wird der kollmierte Sirahi des Argon-Lasers (AL, A = 438 m) ber
steigerung von ca. 28 % erzielt werden [3]. Im Folgenden wird nun und n die Objektebens (OF) fokuasiert. Das Flupreszenaicis (gin, A = 625 nm) wird Gber de Tubuslinss
ein konfokales System mit einer NA von 1,2 vorgestellt. (C13) durch das UZ-Interferometer (UZ1) hindurch aut die Photomultplier (PMT . abgebidet. Vor diesen it
jeweils ein Pinhole mit einem Durchmesser von ca. 4 Airy-Scheibchen angebracht.
AbD. 2 Punktbild und Zweipunktauflosung ADD. 3

Konventionell Interferometrisch Konventionell Interferometrisch

Um das Auflosungsvermogen des konventionellen
konfokalen Fuoreszenzmikroskops mit dem inter-
ferometrisch verbesserten System vergleichen zu konnen,

wurden Nano-Beads (d= 20 nm) aufgenommen.

Abbildung 2 zeigt die XY- bzw. XZ-Schnitte durch eine
Struktur, mit welcher die Punktbildfunktion (PSF) des

Systems bestimmt werden konnte. Neben der Ver- 10

Konventi S L1} erometrisch ringerung der Halbswertsbreite um ca. 33% in lateraler ot
Richtung konnen erwartungsgemald auch negative |
Bildwerte beobachtet werden. In Abbildung 2.b) kann ein 2 05
weiterer Effekt nachgewiesen werden, welcher aus " 00
Simulationen bereits bekannt ist [2] Die Nebenmaxima %000 1500 1000 -500 0 500 1000 1500 2000
der PSF werden auch auf3erhalb der Fokusebene C) (i
unterdruckt. Negativ fallt allerdings das deutlich Siruitur ahnelt Wahrnd diess Struktur konventionsil kaur nooh acfgelos
schlechtere Signal-Rausch-Verhaltnis auf, welches durch erkennen, dass egsich um zwei Objektonandelt (b).
die Subtraktion der beiden PMT-Signale zu erklaren ist. don Punkten nterferometrisch fast auf 0 abralt, wahrend e konventionel

nur auf ca. 0,86 absinkt.

Ausgedehnte Strukturen

Konventionell

Interferometrisch = 1.0

Abbildung 4 zeigt die Aufnahme von dicht gepackten Nano-Beads,
welche auch tiefenausgedehnte Strukturen ausbilden. Dadurch wird
0.5 deutlich, dass die Steigerung des lateralen Auflosungsvermogens nicht
der einzige Vorteil der Bildinversionsmikroskopie ist. Die Unterdruckung
der Nebenmaxima, auch aulderhalb der Fokusebene, fuhrt zu einer
0.0 starken Verminderung von Streulicht. Licht von Strukturen unter- oder
. oberhalb der Fokusebene wird somit effektiv unterdruckt. Die
Bildinversionstechnik eignet sich daher auch dafur, die Qualitat von

Dargestelltist eine tiefenausgedehnte Struktur, welche sich aus fluoreszierenden Nano-

Beads zusammensetzt. Mit dem konventionellen konfokalen Fluoreszenzmikroskop OptiSChen SChnitten durCh dreidimenSiOnale Stru ktu ren deUtliCh ZU
sind tiefer gelegene Strukturen deutlich, wenn auch unscharf zu erkennen. Durch die
Unterdruckung der Nebenmaxima aullerhalb der Fokusebene wird der Einfluss tiefer ve rbessern _

liegender Strukturen durch das interferometrische Verfahren minimiert.
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