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Kurzzusammenfassung

Ein kohérent beleuchtetes Pinhole erzeugt sphirische Wellenfronten,
welche durch ein mikroskopisches Objekt beeinflusst werden. Das hin-
ter dem Objekt entstehende Interferenzmuster heiffit Hologramm und
wird mit einem 2D-Bild-Detektor aufgezeichnet. In der digitalen inline-
holografischen Mikroskopie wird mit einem Computer aus einem sol-
chen Hologramm ein Bild des mikroskopischen Objekts rekonstruiert.
Das 1. Rayleigh-Sommerfeld Beugungsintegral beschreibt die Wellen-
ausbreitung in skalarer N#dherung und eignet sich zur Rekonstruktion
von Inline-Hologrammen fiir eine linsenlose Mikroskopie. Der numeri-
sche Aufwand ist aufgrund einer notwendigen Interpolation des Holo-
gramms direkt abhéngig von der optischen Auflsung im Objektbild.
Bei Verwendung von 2D-Bild-Sensoren (CCD, CMOS) mit 4 Millio-
nen oder mehr Pixel sowie handelsiiblicher Desktop-PCs ist mit Re-
konstruktionszeiten von mehreren Minuten und oft auch mit einem die
Kapazitiaten des Computers iibersteigenden Speicherbedarf zu rechnen.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei neue Rekonstruktionsmetho-
den fiir die linsenlose digitale inline-holografische Mikroskopie vorge-
stellt. Diese Methoden berechnen das 1. Rayleigh-Sommerfeld Integral
fiir sphérische Wellenfronten. Dabei wird das Hologramm &hnlich ei-
nem Schachbrett in identisch grofie Teilhologramme zerlegt. Diese Teil-
hologramme werden nacheinander phasen-modifiziert, interpoliert und
zu einer neuen Wellenfront wieder zusammengefiigt. Auf diese Wei-
se sind die Anforderungen an den Speicher des Computers erheblich
reduziert. Die Methoden fithren die notwendige Interpolation des Ho-
logramms indirekt im Fourier-Raum aus, sodass der numerische Auf-
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wand nicht linger von der optischen Auflésung abhéngt. Die erste der
Methoden verursacht geringfiigige Interpolationsartefakte, welche mit
der zweiten, einer um den Faktor 2.5 langsameren Methode vermie-
den werden. Mit einer weiteren Methode zur Vorfilterung des Holo-
gramms ist es nun auch moglich, einen beliebigen Ausschnitt der Ob-
jektebene zu rekonstruieren. Ein Desktop-PC (2.66 GHz) rekonstruiert
ein Hologramm mit 4 Millionen Pixel in etwa 6 Sekunden. Speziel-
le Hardware-Komponenten wie Grafikkarten kamen dabei nicht zum
Einsatz. In Experimenten wurden Hologramme von 1 um groflen Poly-
methylmethacrylat-Kugeln (PMMA) ohne abbildende Optik detektiert
und Bilder dieser Kugeln mit einer NA von 0.7 rekonstruiert, wobei das
lichtiibertragende Medium Luft war (Brechungsindex n = 1). Das dabei
rekonstruierte, erweiterte Bildfeld hatte einen Durchmesser von etwa
260 pm. Damit im Zusammenhang wird eine Dimensionierung fiir ein
digitales inline-holografisches Mikroskop vorgeschlagen sowie die sich
daraus ergebenden Grenzen und mogliche Erweiterungen diskutiert.

viii



Abstract

A coherently illuminated pinhole generates spherical wave fronts, which
are modified by microscopic samples. The interference pattern behind
the sample is called hologram and will be detected by a 2D-Image-
Sensor. In digital inline holographic microscopy a computer recon-
structs an image of microscopic samples. The first Rayleigh-Sommerfeld
diffraction integral describes a scalar wave propagation which can be
used to reconstruct inline-holograms for a lensless microscopic imaging.
The numerical effort depends directly on the optical resolution, which
is caused by a necessary hologram interpolation. Using image sensors
(CCD, CMOS) with 4 million or more pixels, a desktop-PC usually
takes a calculation time of some minutes and requires often too much
memory for a direct calculation.

This work introduces two new reconstruction techniques for lens-
less digital inline holographic microscopy. The methods solve the first
Rayleigh-Sommerfeld diffraction integral for spherical wave fronts. The
hologram will be disjoined into a set of identically sized sub-holograms
similar to a chessboard pattern. All these sub-holograms will be indi-
vidually phase-modified, interpolated, and finally joined to a new wave
front. Thus the memory requirements are reduced considerably. The
techniques indirectly interpolate the hologram in the Fourier domain
so that now the numerical efforts are independent off the optical re-
solution. The fast technique causes minor interpolation artifacts. With
a more precise technique these artifacts are removed, where the calcu-
lation time is only raised by a factor of 2.5. A further new hologram
filter method enables the reconstruction of detail images of large-area
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objects. A common desktop-PC (2.66 GHz) reconstructs a hologram
with 4 million pixels in about 6 seconds, where specialized hardware
like graphics processing units (GPU) are not needed. In experiments
holograms of 1 um poly(methyl methacrylate) beads (PMMA) were
directly detected by a CMOS sensor chip without any imaging optics.
Images of these beads was reconstructed with an NA of 0.7 and an
extended field of view with a diameter of 260 ym. In addition a dimen-
sioning for a digital inline-holographic microscope is proposed and the
resulting limitations as well as some extensions are discussed.
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1 Einleitung

In der optischen Hellfeld-Mikroskopie wird ein beleuchtetes Objekt mit
Hilfe eines Objektivs vergroflert abgebildet. Das erzeugte Zwischenbild
kann mit einem Okular nochmals vergréflert betrachtet werden. Im Fal-
le einer voll kohérenten Beleuchtung entsteht bereits vor dem Objek-
tiv ein Interferogramm. Dieses, zusammen mit der bekannten Beleuch-
tungswelle, ermoglicht bereits die Rekonstruktion eines Objektbilds.
Die Holografie als ein Verfahren zur Aufzeichnung von Interferogram-
men und zur Rekonstruktion von Wellenfronten wurde erstmals 1948
von Dennis Gabor vorgeschlagen [1]. Der Begriff Holografie stammt aus
dem Griechischen und bedeutet ,,das Ganze aufzeichnen*. Dabei wird
ein Objekt mit einer kohédrenten Lichtquelle beleuchtet und das dahin-
ter entstehende Interferenzmuster mit einer Fotoplatte aufgenommen.
Die in Amplitude und Phase bekannte Beleuchtung dient als Referenz-
welle. Der vom Objekt gestorte Teil der Referenzwelle heifit Objektwel-
le. Das gemessene Interferenzmuster wird durch die Phasendifferenzen
beider Wellen strukturiert und heiffit Hologramm. Nach Entfernen des
Objekts wird zur Rekonstruktion der Objektwelle die mit dem Holo-
gramm belichtete Fotoplatte wiederholt mit der Referenzwelle beleuch-
tet. An dem Ort, wo sich zuvor das Objekt befand, entsteht ein Bild des-
selben. Gabor nutzte eine Quecksilberdampflampe als Lichtquelle und
erzeugte die notige Kohérenz mit einem Farbfilter und einer Lochblen-
de, folgend auch Pinhole genannt [2]. Die beschriebene Anordnung, bei
der sich die Lichtquelle, das Objekt und das Aufnahmemedium auf einer
Achse befinden, heifit Inline- oder On-Axis-Holografie. Anstelle der op-
tischen Rekonstruktion durch wiederholte Beleuchtung werden seit Mit-
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te der 1960er Jahre digitalisierte Hologramme auch numerisch mit Hilfe
von Computern rekonstruiert [3, 4} [5]. Seit den 1990er Jahren kénnen
Hologramme mit CCD-Detektoren (Charged Coupled Device) bereits
in digitaler Form aufgenommen werden [6]. Diese Art der Detektion
zusammen mit der numerischen Rekonstruktion wird in der optischen
Metrologie als digitale Holografie bezeichnet [7]. Neben dem eigent-
lich interessierenden reellen Bild des Objekts kommt es bei der Rekon-
struktion von Hologrammen zu unerwiinschten Sekundérbildern, einem
virtuellen Bild und einem aus der Intensititsverteilung der Objektwel-
lenfront hervorgehenden sogenannten DC-Term. Ein in der Literatur
oft genannter Nachteil der Inline-Holografie ist die raumliche Uberla-
gerung des reellen Bilds durch diese unerwiinschten Sekundérbilder. Bei
der 1962 von Leith und Upatnieks vorgeschlagenen Zweistrahlmetho-
de, auch Offline- oder Off-Axis-Holografie genannt, wird ein Laserstrahl
mit Hilfe eines Strahlteilers in zwei zueinander kohérente Strahlengénge
aufgeteilt. In einen dieser Strahlengéinge wird das Objekt eingebracht,
wéhrend der verbleibende als ungestorte Referenz dient. Hierbei kann
bereits durch leichte Verkippung der beiden Strahlengénge zueinander
eine rdumliche Trennung der bei der Rekonstruktion entstehenden Se-
kundérbilder vom gewiinschten reellen Bild erreicht werden [g].

Die wesentlich einfachere Anordnung der digitalen Inline-Holografie
erscheint jedoch fiir die Mikroskopie reizvoller. Durch geeignete Dimen-
sionierung des Inline-Aufbaus kann eine Abschwichung des virtuellen
Bilds, auch Twin-Image genannt, erreicht werden [9]. Der DC-Term,
das sogenannte Zero-Order-Image, ist in der Praxis aufgrund der einge-
schrinkten Objektausdehnung vernachléssigbar klein. Eine verbesserte
Bildgebung im Sinne einer Beseitigung des DC-Terms und des virtu-
ellen Bilds ist zudem durch numerische Methoden mdoglich [I0] [T1]. In
der inline-holografischen Mikroskopie generiert das mit einem Laser be-
leuchtete Pinhole aufgrund der Beugung einen Beleuchtungskegel. Die
Intensitdtsverteilung in einer zur Pinhole-Ebene parallelen Beobach-
tungsebene entspricht im Fernfeld dem Betragsquadrat einer Bessel-
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Abbildung 1.1: Bildgebung mit der Inline-Holografie. Links: Die durch
das Pinhole aufgebeugte Referenzwelle beleuchtet das Objekt. Hinter
dem Objekt kommt es zur Interferenz zwischen der so entstandenen
Objektwelle und der Referenzwelle. Rechts: Neben dem reellen Bild (der
Objektwelle) kommt es bei der Rekonstruktion zu zwei weiteren, oft
storenden Sekundérbildern, dem virtuellen Bild und dem DC-Term.

Funktion erster Art und Ordnung [12]. Der Ort ihres ersten Nullstel-
lenrings definiere nun den Offnungswinkel des Beleuchtungskegels. Ist
der Pinhole-Durchmesser kleiner als das 1.22-fache der Wellenlénge,
wird dieser Offnungswinkel gréBer als 180° und das Pinhole entspricht
in guter Ndherung einer Punktlichtquelle. Fiir die Laserlichtwellenldnge
661 nm gilt dies fiir Pinholes mit weniger als 800 nm Durchmesser. Der
vom Pinhole ausgehende Beleuchtungskegel begrenzt in einer Objek-
tebene die laterale Ausleuchtung abzubildender Objekte. Die Ausdeh-
nung des Detektors, dessen Abstand zum Objekt und der Brechungsin-
dex des licht-iibertragenden Mediums bestimmen die numerische Aper-
tur des inline-holografischen Aufbaus. Die optische Auflésung im Ob-
jektbild wird durch die numerische Apertur sowie durch die Pinhole-
Grofe und die Lichtwellenlidnge begrenzt. Das Pinhole beugt den an-
kommenden Laserstrahl auf und es entsteht eine sphérischen Wellen-
front, welche das mikroskopische Objekt beleuchtet. Hinter dem Objekt
kommt es zur Interferenz zwischen der vom Pinhole und der vom Ob-
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jekt ausgehenden Wellenfronten, wobei sich mit zunehmenden Beobach-
tungsabstand die Interferenzstrukturen vergréfiern. Dank diesem Effekt
wird die erreichbare optische Auflésung fiir das Objektbild nicht durch
die Pixel-Periode des zur Aufnahme des Hologramms eingesetzten De-
tektors bestimmt. Wahrend das Hologramm mit einer Pixel-Periode
von 3.5 pm bis 24 pm kommerzieller CCDs detektiert wird, kann die
Grofle kleinster abbildbarer Objektstrukturen die Laserlichtwellenlénge
von z.B. 532 nm oder 661 nm erreichen. Auf diese Weise ermoglicht die
digitale Inline-Holografie eine objektiv-lose Mikroskopie [13], [14].

Der Stand der Technik ist dadurch gekennzeichnet, dass die sehr
einfache Inline-Anordnung die Rekonstruktion mikroskopischer Details
einer Objektwelle in Amplitude und Phase erlaubt [I5], 16, 17, [18].
Die digitale Bildrekonstruktion hat im letzten Jahrzehnt mit der di-
gitalen Direktaufzeichnung iiber CCD- bzw. CMOS-Chips und immer
leistungsfahiger werdenden Mikroprozessoren an Bedeutung gewonnen.
Der Offnungswinkel des Beleuchtungskegels spielt eine entscheidende
Rolle fiir die optische Auflssung. Zur Maximierung dieses Offnungswin-
kels werden Pinholes mit Durchmessern nahe der Wellenlénge benétigt.
Eine Nanotechnologie fiir die Pinhole-Praparation ist erst seit einigen
Jahren zugénglich. Die Rekonstruktion einer hohen optischen Aufls-
sung im Objektbild verursacht einen entsprechend hohen numerischen
Aufwand in Datenmenge und Rechenzeit [I9]. Die in der Praxis oft ver-
wendeten paraxialen Niherungen, wie die Fresnel-Transformation [20]
21], reduzieren den numerischen Aufwand um GréBenordnungen. Diese
sind jedoch nur fiir kleinere numerische Aperturen bis etwa 0.1 giiltig,
was die optische Auflésung im Objektbild stark einschrinkt. Eine ge-
eignetere Rekonstruktionsmethode fiir die inline-holografische Mikro-
skopie wurde 1992 von H. J. Kreuzer vorgeschlagen [22]. Hierbei wird
das Hologramm auf eine Sphére mit der Pinhole-Position als Mittel-
punkt tibertragen. Mit dieser Technik ist eine mikroskopische Bildge-
bung in einer Rechenzeit von nur wenigen Sekunden gegeben, wobei
eine numerische Apertur von etwa 0.5 erreicht wurde [I5]. Der durch



die dabei verwendeten Ndherungen verursachte Fehler wird mit zuneh-
mendem Detektionsabstand kleiner. Giinstige Detektionsabsténde sind
durch zahlreiche praktische Anwendungen mit Werten im Bereich von
15 mm bis 300 mm belegt [I3] 14l 23] 24]. Um eine hohe numerische
Apertur realisieren zu konnen, wurden Detektoren mit einer entspre-
chend groflen Kantenlédnge von 9 mm bis 7 cm verwendet.

Gegenstand der Arbeit ist die Erarbeitung schneller und effektiver
Rekonstruktionsmethoden fiir die inline-holografische Mikroskopie. Ziel
ist die Rekonstruktion numerischer Aperturen grofler als 0.5 und die
Anwendung der Methoden fiir kompaktere inline-holografische Aufbau-
ten. Dabei sollen Hologramme durch handelsiibliche CCD- bzw. CMOS-
Chips mit 4 bis 16 Millionen Pixel und einer Pixel-Periode von 1.7 pm
bis 9 pm in einem Abstand von 2 mm bis 8 mm zum Objekt auf-
gezeichnet werden. Die Rekonstruktionsmethoden sollen insbesonde-
re fiir kompakte digitale inline-holografische Multi-Chip-Mikroskope,
bestehend aus einem Detektor-Chip, einem Pinhole-Chip sowie einem
weiteren Chip (LED) zur Beleuchtung des Pinhole-Chips einsetzbar
sein. Zunédchst wird der Stand der Technik in der digitalen inline-
holografischen Mikroskopie mit Pinhole-Beleuchtung beschrieben und
bewertet (Kapitel 2). Es folgt eine ausfiihrliche Darstellung der neu
entwickelten numerischen Methoden zur Rekonstruktion von Inline-
Hologrammen sowie zur Ausbreitung sphirischer Wellenfronten (Kapi-
tel 3). Anschliefend wird eine Dimensionierung fiir ein inline-hologra-
fisches Mikroskop vorgeschlagen und das dabei zu erwartende optische
Auflssungsvermogen sowie die Bildfeldgrofie diskutiert (Kapitel 4). Im
experimentellen Teil der Arbeit (Kapitel 4) wird der zur Hologrammge-
nerierung notwendige experimentelle Aufbau beschrieben, die Bildge-
bung mit Hilfe der vorgestellten neuen Rekonstruktionsmethoden de-
monstriert sowie deren Leistungsfahigkeit hinsichtlich der erreichten
optischen Auflésung und des numerischen Aufwands quantifiziert.






2 Die digitale
inline-holografische
Mikroskopie

2.1 Grundlagen

Die Interferenz bildet die Grundlage fiir die Holografie und kann mit
Hilfe der Theorie elektromagnetischer Wellen beschrieben werden. Hier-
bei wird das Licht durch ein elektrisches Feld E beschrieben. Im freien
Raum verhilt sich Licht wie eine transversale Welle, d.h. der Vektor
E schwingt senkrecht zur Ausbreitungsrichtung k des Feldes. Im Falle
linear polarisierter Wellen befinden sich an jedem Ort 7 und zu jeder
Zeit t der Schwingungsvektor E und der Ausbreitungsvektor k in ein
und derselben Schwingungsebene [12]. In der vorliegenden Arbeit wird
der vektorielle Charakter des Lichts vernachlissigt und das Feld als ei-
ne skalare Grole E betrachtet. Eine skalare, harmonische, ebene Welle
an einem Ort 7= (x,y, z) und zur Zeit ¢ ist durch

E(7,1) = acos (E-Ffthrﬁ) (2.1)

gegeben, wobei a die nicht negative Amplitude des Feldes ist und ’-” das
Skalar- oder Innenprodukt bezeichnet. Die Phase des Feldes berechnet
sich damit aus der Summe eines ortsabhingigen, eines zeitabhéngigen
sowie eines konstanten Terms, der sogenannten Anfangsphase 1. Die
Lénge des sogenannten Wellenzahl- oder k-Vektors k heiBt Wellenzahl
und ist mit

2

i =%
A
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gegeben, wobei A die Wellenlénge, d.h. die riumliche Periode, und A~*
entsprechend die Raumfrequenz des Wellenfelds definiert. Die zeitliche
Periode 7 bzw. die Frequenz 7~ ! ist mit der Winkelgeschwindigkeit w
iiber
s
w=—
i
gegeben. Der Quotient aus rdumlicher und zeitlicher Periode ergibt
die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ der Wellenfront, d.h. fiir Licht im

Vakuum gilt
A
= = ¢=299792458 m/s.

-
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird stets Luft als lichtiibertragen-
des Medium angenommen, sodass der Brechungsindex vereinfachend

n:=1

gesetzt und in Formeln und Ausdriicken vernachléssigt wird.
Die Intensitit eines Wellenfeldes ist proportional zum zeitlichen Mit-
tel iiber dem Quadrat der Feldgroe E [12, [7], d.h.

1 T/2
I =coc (E?), = ¢oc lim 7/ E*dt,

T—oo T —T/2
wobei ¢ die elektrische Feldkonstante bezeichnet. Mit Gleichung (21I)
ergibt sich fiir die Intensitét einer skalaren, harmonischen, ebenen Welle
“0c
2

Die Korreliertheit der Phase eines Wellenfelds zu unterschiedlichen
Zeiten heiflt zeitliche Kohdrenz. Ein Maf3 fiir den Grad der zeitlichen
Kohérenz ist mit

I = eyca’ <cos2 (E-F—wt+19)>t =

1 (T2
T(Al) = (EE), — T]EI;OT/T/QE(t+At)E*(t)dt
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gegeben. Diese Kohérenzfunktion v kann mit Hilfe eines Michelson
Interferometers gemessen werden. Hierbei trifft die Welle auf einen
Strahlteiler und verldsst diesen auf zwei unterschiedlichen Wegen. An
beider Wege Ende befinden sich Spiegel, sodass die Welle nun durch
den Strahlteiler wieder zusammengefithrt wird. Durch unterschiedlich
gewithlte Absténde fiir die beiden Spiegel und eine leichte Verkippung
beider Strahlengénge kann nun mit einen 2D-Bild-Detektor abhéngig
vom Kohérenzgrad v ein Interferenzmuster gemessen werden. Die rdum-
liche Kohérenz dagegen meint die Korrelation der Phase an zwei Orten
einer Wellenfront und kann mit einem Young Interferometer bestimmt
werden.

Nach komplexer Ergéinzung des mit Gleichung (2.1]) gegebenen ska-
laren Wellenfeldes

E(7t) = aexp (i(p —wt)) = exp (ip) exp (—iwt)
ko740

14

separieren die Abhéngigkeiten von Ort und Zeit faktoriell. Im Folgen-
den wird die zeitliche Variation des Feldes vernachléssigt. Die komplexe
Amplitude

A(F) = aexp (ip(F))
beschreibt die Wellenfront mit einer nur vom Ort abhéingigen Phase ¢
[7, S.7]. Zur Bestimmung der Intensitit wird auf den Vorfaktor eyc/2
verzichtet, womit vereinfachend gilt

I=|AP =d%

In Ubereinstimmung mit dem Superpositionsprinzip ist ein Feld E,
welches sich aus zwei Feldern F; und Fs ergibt, durch ihre Summe

E=FE+E

gegeben. Weicht die Gesamtintensitéit I = |E |2 von der Summe der Ein-
zelintensitéiten [; = |E1|2 und I, = |E2|2 ab, spricht man von optischer
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Interferenz [12, S.353]. Es seien

Aq(7) aj exp (Z(El N 191))
A7) = azesp (ilhs -7+ 02))

die komplexen Amplituden zweier ebener und vollstindig kohérenter
Wellenfronten mit gleicher Frequenz und Wellenléinge. Die Intensitét
ihrer Uberlagerung ergibt sich zu

I = |A+ A
= [1 + IQ + 2\/ 11]2 COSAQD (23)
Ap = (ki —ky) -7+ — 0y

und es folgt

N

L+ 1L—-211 I, = Ipm < I < Inax = Li+1I+2v/1115. (24)

Der Term 2+/I1 I cos Ay in Gleichung (2:3)) heifit Interferenzterm. Fiir
eine Phasendifferenz Ay € {(2¢)7:c€ Z} gilt I = Iax und man
spricht von vollstdndig konstruktiver Interferenz. Vollstdndig destruk-
tive Interferenz mit I = Iy, liegt vor, wenn Ay € {(2¢+ )7 : ¢ € Z}
gilt. Zur Charakterisierung der Intensitétsverteilung im Raum werden
ein Differenzenvektor EA und ein Summenvektor Ez gemaf

ka = ki —ko
ks = ki+ko
definiert. Da beide k-Vektoren El und 122 von gleicher Linge k = 27/
sind, gilt
ka L ks
Der Ort geht linear in den Kosinus des Interferenzterms der Glei-

chung [23) ein, womit die resultierende Intensitéitsverteilung entlang
eines Richtungsvektors € der Léange ||€]] = 1 einer Kosinusfunktion mit
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2.2 Inline-Holografie

der Periode ¢ entspricht. Nur in einer zu EA senkrechten Ebene ist
die Periode unendlich und die Intensitdt nimmt dort einen konstanten
Wert an, d.h. dynax = oo fiir € L EA. Die minimale Periode i, fiir den
Abstand zweier Ebenen mit maximaler Intensitét liegt fiir € || ka vor
und ergibt sich aus der Forderung

[N p—

Bezeichnet o den halben Offnungswinkel zwischen den beiden k-Vekto-
ren /;1 und 1227 dann gilt HEAH = 4rsin /A und der Abstand Oy, ist

gegeben mit
A

2sina’

(2.5)

5min =

2.2 Inline-Holografie

Die Holografie, ein Verfahren zur Aufzeichnung und Rekonstruktion
von Wellenfronten, wurde erstmals 1948 von Dennis Gabor vorgestellt
und fiir die Anwendung in der Elektronen-Strahl-Mikroskopie vorge-
schlagen [I]. Das zugrunde liegende Prinzip kann auf jede Form elek-
tromagnetischer Wellen angewendet werden [25]. Bei einer sogenann-
ten Inline-Anordnung wird das abzubildende Objekt in den Strahlen-
gang zwischen einer kohérenten Lichtquelle und einem lichtempfindli-
chen Medium zur Aufzeichnung der Intensitédtsverteilung eingebracht.
Dabei kommt es zur Interferenz zwischen der am Objekt gestreuten
Welle und der als Referenzwelle bekannten Beleuchtung. Das entstan-
dene Interferenzbild heifit Hologramm. Dieses wird zur Rekonstrukti-
on der Objektwellenfront wiederum mit der Referenzwelle beleuchtet,
wodurch ein Bild des Objekts entsteht, jedoch auch oft unerwiinschte
Sekundérbilder auftreten. Zur Erzeugung der notwendigen Kohérenz
nutzte Gabor in seinem Aufbau eine Quecksilberdampflampe mit ei-
nem Farbfilter und einer Lochblende [2].

Die Entwicklung hochkohérenter Laserlichtquellen durch Prokhorov,
Basov und Towns in den 1950er Jahren [26] ermoglichte Leith und
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

Aufnahmemedium

Q} Hologramm

A — Referenzwellenfront
/_ﬂ
P\

eesee Objektwellenfront
:E?% Objekt (reelles Bild)
Pinhole

1

Koharente Lichtquelle

Abbildung 2.1: Skizze einer inline-holografischen Anordnung.

Upatnieks 1962 die Einfithrung einer Zweistrahlmethode, der Offiine-
Holografie [8]. Dabei wird der Laserstrahl mit Hilfe eines Strahltei-
lers in zwei zueinander kohérente Strahlenginge aufgeteilt. Wahrend
in einen dieser Strahlenginge das Objekt eingebracht wird, dient der
zweite als ungestorte Referenz. In der Hologrammebene werden Objekt-
und Referenzstrahl wieder zusammengefiihrt, wobei mit einem hinrei-
chend groflen Winkel zwischen beiden Strahlen die bei der Rekonstruk-
tion entstehenden Sekundérbilder von dem Bild des Objekts raumlich
getrennt sind. Die hohe Kohérenz verwendeter Laserlichtquellen fiihrt
jedoch auch dazu, dass Streulicht und Reflexionen an Grenzflichen op-
tischer Bauelemente, wie Strahlteiler und Linsengruppen, das Holo-
gramm kohérent iiberlagern und so storende Linien-, Ring- oder auch
statistisch wirkende Speckle-Muster verursachen.

Bei der Inline-Holografie mit Pinhole-Beleuchtung kommt es bei ent-
sprechender Dimensionierung zwischen der Beleuchtungs- und Objekt-
welle zu Gangunterschieden von nur wenigen Wellenldangen. Damit kon-
nen fiir eine inline-holografische Abbildung auch Lichtquellen mit ein-
geschriankter zeitlicher Kohérenz eingesetzt werden. Die Bildqualitét
kann erheblich verbessert werden, wenn Streulicht und Reflexionen
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2.3 Rekonstruktion

nicht ldnger mit der Hologrammwelle interferieren und es damit zu
einer weniger storenden inkohirenten Uberlagerung kommt. Mit mo-
dernen Lichtquellen wie LEDs kann genau dies erreicht werden, wo-
bei gleichzeitig die zur Bildgebung notwendigen Interferenzen erhalten
bleiben [27, 28], 29] B0]. Das Kohirenzvolumen einer solchen Lichtquelle
kann fiir den verwendeten Inline-Aufbau iiber Filter und Aperturblen-
den passend eingestellt werden [311, 32].

Die in den 1960er Jahren einsetzende Verfiigbarkeit von Compu-
tern lie erstmals eine numerische Rekonstruktion digitalisierter Ho-
logramme zu [3, [ [5]. Hierbei ist die 1965 von Cooley und Tukey
vorgestellte schnelle Fourier Transformation (fast Fourier transform,
FFT) nach wie vor von essentieller Bedeutung fiir die praktische An-
wendung der Holografie [33]. Mit der Entwicklung elektronischer 2D-
Bild-Detektoren (CCD, CMOS) kénnen Hologramme ohne weiteres in
Videorate gemessen und in digitaler Form in einen Computer iibert-
ragen werden [0, O 23| [34]. Diese Art der Detektion zusammen mit
der numerischen Auswertung von Hologrammen wird in der optischen
Metrologie als digitale Holografie bezeichnet [7].

Zusammen mit dem einfachen Aufbau der klassischen Inline-Anord-
nung nach Gabor, insbesondere dem Verzicht auf eine abbildende Op-
tik, eignet sich die digitale Inline-Holografie fiir eine objektiviose Mi-
kroskopie und findet ihre Anwendung im sichtbaren Bereich des Licht-
spektrums, im UV [35] und IR [36] sowie mit Elektronen- [37] und
Rontgenstrahlung [38], 39].

2.3 Rekonstruktion

Ein einfacher digitaler inline-holografischer Aufbau umfasst einen Laser
zur koh#renten Beleuchtung, ein Pinhole zur Aufbeugung des Laser-
strahls, einen 2D-Bild-Detektor (CCD, CMOS) zur Aufzeichnung des
Hologramms sowie einen Computer zur numerischen Rekonstruktion

der Objektwelle. Ist das Pinhole in etwa von der Grofle einer Wel-
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

lenlénge des Lasers, entsteht hinter dem Pinhole eine sphérische Wel-
lenfront. Wéahrend sich in der Pinhole-Ebene die Intensitét der Beleuch-
tungswelle auf die Fliche des Pinholes konzentriert, kann eine Detektor-
flaiche von mehreren Quadratmillimetern bei entsprechend gewédhltem
Abstand vollstandig ausleuchtet werden. Der Detektor wird nun derart
positioniert, dass die Intensitéit in der Detektormitte maximal ist und
am Detektorrand einen vorgegebenen Schwellwert nicht {iberschreitet.
Die Intensititsverteilung in einer Objektebene zwischen Pinhole und
Detektor erscheint entsprechend dem Strahlensatz verkleinert. Der bei
der Detektorpositionierung gewahlte Schwellwert definiere gleichzeitig
den in einer Objektebene zwischen Pinhole und Detektor ebenso ver-
kleinerten Beleuchtungsbereich derart, dass die mit geringerer Inten-
sitdt beleuchteten Objekte nicht signifikant an der Entstehung des Ho-
logramms beteiligt sind. Mit zunehmenden Beobachtungsabstand wird
der von einer Pixel-Position des Detektors ausgehende Offnungswin-
kel zu diesem Beleuchtungsbereich kleiner, womit die Strukturen im
Hologramm gréfler werden.

Die Phasenverteilung der als Referenz dienenden Beleuchtung un-
terliegt nicht diesem Vergroflerungseffekt, da die 6rtliche Variation der
Phase vom Winkel v zwischen Wellenfront- und Detektor-Normalen
abhéngt. Im Folgenden wird immer von 2D-Bild-Detektoren mit fiir
beide Dimensionen identischen Pixel-Perioden Az = Ay ausgegangen.
Eine verlustfreie Darstellung der Wellenfront innerhalb der Detektor-
flache ist gewéhrleistet, wenn geméafl dem Abtasttheorem von Nyquist-
Shannon [40] fiir die Pixel-Periode Az und die Wellenlinge A die Un-
gleichung

x < (2.6)

2siny

gilt. Die Pixel-Periode heutiger Detektoren erreicht typischerweise 5
bis 10 Wellenléngen sichtbaren Lichts. Aus diesem Grund gilt fiir eine
Anwendung in der Mikroskopie die Ungleichung (2:6) gewéhnlich nur
fiir einen kreisférmigen Ausschnitt der Detektorfliche. Eine verlustfreie
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2.3 Rekonstruktion

Ax

Lasel

Abbildung 2.2: Schema zur digitalen inline-holografischen Mikrosko-
pie. Die optische Auflésung  in der Objektebene hingt vom Offnungs-
winkel v ab und wird nicht durch die Pixel-Periode Az des Detektors
beschrénkt.

Darstellung der Phasenverteilung mit der gegebenen Pixel-Periode des
Detektors ist jedoch nicht notwendig, da die bekannte Phase der Be-
leuchtung bei der numerischen Rekonstruktion beriicksichtigt werden
kann.

Die kleinstméglich auflésbare Struktur in der Objektebene sei mit
A

§ = 7 (2.7)

gegeben [41]. Dabei bezeichnet v den durch Abstand und Ausdehnung
des Detektors definierten halben Offnungswinkel von einem Objekt auf
der optischen Achse. Mit dem zuvor auf n = 1 gesetzten Brechungsin-
dex bezeichnet sin v bereits die numerische Apertur (NA) des abbilden-
den Systems. Aufgrund der VergroBerung des Hologramms bei grofier
werdenden Detektorabstanden ist die optische Auflosung ¢ im Objekt-
bild nicht durch die Pixel-Periode Az des Detektors beschrinkt. Die
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

optische Auflosung 6 im Objektbild héingt dabei von der NA, insbeson-
dere von Abstand und Ausdehnung des Detektors ab, womit § << 2Ax
erreicht werden kann.

2.4 Bestimmung der Wellenfront

Die Rekonstruktion des Objekts mit Hilfe nur eines Hologramms (Sin-
gle Exposure Reconstruction, kurz SER) [42] [43] kann in zwei Schritte
unterteilt werden. Der erste Schritt besteht in der Bestimmung der Ob-
jektwellenfront in der Hologrammebene (Detektorebene) mit Hilfe des
gemessenen Hologramms und der Referenz. Die rekonstruierte Objekt-
wellenfront wird dann in einem zweiten Schritt zur Bildgebung in eine
Objektebene ausgebreitet. Im Folgenden bezeichne

O(z,y) = ao(z,y) exp (ivo(w,y)) (2.8)

die komplexwertige Objektwellenfront in der Hologrammebene und

R(.%,y) - aR(x,y) exXp (Z(pR(‘T,y)) (29)

die komplexwertige Referenzwellenfront mit den reellen Amplituden
ao, ar und den Phasen pp, ¢r. Das Hologramm I, die Intensitit der
kohiirenten Uberlagerung beider Wellenfronten, kann ausmultipliziert
als Summe von vier Wellenfronten dargestellt werden, d.h.

I =10+ R|> = O0* + OR* + RO* + RR", (2.10)

wobei hier vereinfachend die Abhéngigkeit von der Position (z,y) in der
Detektorebene vernachlissigt wird und '+’ die komplexe Konjugation
bezeichnet. Die Intensitéit der Referenzwelle ist bekannt und kann sub-
trahiert werden. Das resultierende Kontrast-Hologramm oder Contrast-
Image [9] wird mit der komplexwertigen Referenz multipliziert, d.h.

(I- RR*)R = (OO*+OR*+ RO*)R
|0 R+ |R|> O + R?O". (2.11)
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2.4 Bestimmung der Wellenfront

Bis auf den Vorfaktor |R|2 entspricht der zweite Summand bereits
der gesuchten Objektwelle. Der Faktor |O|2 des ersten Summanden
in 21I0)) wird Zero-Order-Image oder DC-Term genannt [7]. Fiir den
Fall, dass die Objektwelle viel kleiner als die Referenzwelle ist, d.h.
|0 << |R|?, kann dieser Summand vernachliissigt werden. Der drit-
te Summand entspricht in etwa der komplex konjugierten Objektwelle
und wird Zwillingsbild, virtuelles Bild oder auch Twin-Image genannt.
Fiir den Fall einer ebenen Referenzwellenfront mit konstantem Wert in
der Detektorebene befinden sich das reelle und das virtuelle Bild im
gleichem Abstand zum Detektor, das eine davor und das andere dahin-
ter. Wird ein mikroskopisches Objekt von einem Pinhole beleuchtet, ist
die sphérische Pinhole-Wellenfront in der Detektorebene weniger ge-
kriimmt als die sphérische Objektwelle. Dies hat zur Folge, dass das
Twin-Image R?0* wiederum einen grofieren Kriimmungsradius auf-
weist als die Pinhole-Welle R, womit dieses nun hinter dem Pinhole
fokussiert. Abhéngig vom Abstand zwischen Pinhole und Objekt ist
das Twin-Image in der Objektebene entsprechend stark defokussiert.
Dies ausnutzend kann durch geeignete Dimensionierung des Aufbaus
dessen storender Einfluss abgeschwiicht werden [9].

Die mit dem Beleuchtungs-Pinhole bei zunehmendem Abstand ver-
bundene VergroBerung der Hologrammstrukturen macht die Abbildung
mikroskopischer Details bis hin zur Lichtwellenlinge unabhéngig von
der Pixel-Periode des Detektors. Eine auf optischer Rekonstruktion ba-
sierende numerische Rekonstruktion des Objekts bringt, wie zuvor be-
schrieben, eine Superposition der gewiinschten Objektwellenfront mit
drei storenden Termen hervor. Der gew6hnlich dominierende Stérterm,
die Intensitétsverteilung der Beleuchtung, kann durch eine weitere Mes-
sung ohne Objekt bestimmt und im Zuge der numerischen Rekonstruk-
tion vom Hologramm subtrahiert werden. Das Zero-Order-Image kann
auf numerischem Wege [I1] [44] und das Twin-Image durch geeignete
Dimensionierung des Aufbaus abgeschwicht werden [9]. Fiir die Abbil-
dung ausschliellich flacher Objekte in nur einer Ebene, z.B. auf einem
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

Glastriager, geniigt eine Fokusposition um die Probe abzubilden und fiir
nicht selbstleuchtende Objekte kann dann mit Hilfe der Energieerhal-
tung die Objektwelle selbst, d.h. ohne Twin- oder Zero-Order-Image,
rekonstruiert werden [10], 45].

Zur Abbildung des Objekts ohne die holografischen Storterme wird in
der Praxis oft die fehlende Phaseninformation der Objektwelle mittels
Mehrfachmessung (Multiple Exposure Reconstruction, kurz MER) be-
stimmt. Zum Beispiel konnen die Beugungsbilder eines Objekts in ver-
schiedenen Abstidnden gemessen werden. Vergleichend wird eine Schét-
zung der Objektwellenfront numerisch in genau diese Ebenen ausge-
breitet. Abweichungen zwischen den gemessenen und berechneten In-
tensitédten werden oft in einem iterativen Verfahren wiederholt zur Kor-
rektur der Schiatzung benutzt. Fiir eine moglichst genaue Bestimmung
wird oft ein ganzer Stapel von Messungen eingesetzt [46], wobei be-
reits zwei Messungen eine Rekonstruktion der Objektwelle erméglichen
[47, 48]. Bekannte iterative Algorithmen sind der Gerchberg-Saxton-
Algorithmus [49], der Yang-Gu-Algorithmus [50, 5I] und darauf ba-
sierende Fienup-Varianten [52]. Ein verbessertes Konvergenzverhalten
konnte von A. Grjasnow, A. Wuttig und R. Riesenberg mit Hilfe der
Methode konjugierter Gradienten gezeigt werden [53].

2.5 Ausbreitung der Wellenfront

Im zweiten Rekonstruktionsschritt wird die in der Hologrammebene re-
konstruierte Objektwellenfront U(x,y) in eine Objektebene ausgebrei-
tet. Ein Bild des Objekts D(z, y) kann mit dem 1. Rayleigh-Sommerfeld
Integral [54]

_ 1 e a1 , . exp(—ikr) . A
D(x’y)_QW//—oo< ik r) U(x,y)ir cos (71, 7) dy'dz

(2.12)
berechnet werden. Hierbei ist k = 27 /) die Wellenzahl und A\ die Wel-
lenlénge des Lichts sowie 7 = (0,0,1) der Normalenvektor der Holo-
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2.5 Ausbreitung der Wellenfront

grammebene. Weiter bezeichnet

=7 = @ 22 4 ()2 + 2 (2.13)

die Liange des Verbindungsvektors 7 der Koordinatenpaare und zg den

Abstand zwischen Bildpunkt und Hologrammebene.

D¢
tektorEbe
Y

Abbildung 2.3: Skizze zur Wellenfrontausbreitung. Die in der Detek-
torebene (Hologrammebene) bestimmte Wellenfrontverteilung U (x’, ")
wird in die Objektebene ausgebreitet. Im Abstand zo entsteht ein Bild
D(z,y) des Objekts.

Analog kann das Bild D auch durch Ausbreitung des Winkelspek-
trums des Eingangsfelds, der sogenannten Angular-Spectrum-Propaga-
tion oder kurz AS-Method, berechnet werden. Die hierbei eingesetzte

zweldimensionale Fourier-Transformation sowie ihre Inverse sind mit

Flg}t (fo fy) = //00 g(z,y) exp (—i27 (fpx + fyy)) dady (2.14)

F- {G} x,y) // G(fz, fy) exp (27 (xfz + yfy)) dfzdfy (2.15)
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

definiert, wobei f, und f, die entsprechenden Raum-Frequenzen be-
zeichnen. Ein Bild des Objekts wird dann durch

D(w,y) = FH{FA{UY (fa, o) - H(far f)} (2.16)

mit der Ubertragungsfunktion fiir die Ausbreitung des Lichts im freien

H(fa, f,) = exp (—izmo, a2 f2 - fg) (2.17)

berechnet [55]. Ein Beweis der Aquivalenz der Gleichungen (ZI2) und
[2I8) wurde 1967 von G. C. Sherman auf Grundlage einer Arbeit von
H. Weyl erbracht [56, 57, 58]

Die optische Auflosung § im Objektbild D hingt von der iiber Ab-
stand und Ausdehnung des Detektors definierten numerischen Aper-

Raum

tur (NA) und der verwendeten Lichtwellenlinge ab. Die diskrete Vari-
ante der Angular-Spectrum-Propagation erméglicht durch Anwendung
der schnellen Fourier Transformation (FFT) die Rekonstruktion eines
Objektbilds bei geringem numerischen Aufwand [33]. Als Abbildung
zwischen den zugehorigen Matrizen der die Wellenfelder beschreiben-
den Stiitzstellen erzwingt die FFT jedoch eine identische Pixel-Periode
sowohl in der Hologramm- als auch in der Objektebene. In der digita-
len inline-holografischen Mikroskopie ist die Detektor-Pixel-Periode Az
gewOhnlich grofler als die gewiinschte optische Auflésung ¢ im Objekt-
bild, sodass eine Interpolation des Hologramms um den Faktor 2Ax/§
notig wird. Die fiir die Rekonstruktion der vollen NA nétige Interpolati-
on stellt sich als Kompromiss zwischen optischer Auflésung und nume-
rischem Aufwand dar [I9]. Soll etwa ein Hologramm mit 4 Millionen Pi-
xel um den Faktor 16 in beiden Dimensionen interpoliert werden, fiihrt
dies zu einem Speicherbedarf von 7.6 GB bei FlieSkommadarstellung
mit 32 Bit Genauigkeit. Eine solche Datenmenge ist mit der heutigen
Computertechnologie zu bewéltigen, jedoch gehtren heute auch Bild-
Detektoren mit 12 und mehr Millionen Pixel zum Stand der Technik.
Ein von Zhang et al. vorgestelltes Prinzip fiir einen Algorithmus zur
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2.5 Ausbreitung der Wellenfront

Rekonstruktion der vollen, durch Detektorausdehnung und -abstand
definierten NA vermeidet das Halten des interpolierten Hologramms
im RAM des Computers [59]. Die Interpolation des Hologramms wird
indirekt iiber entsprechend viele Ausbreitungen mit Sub-Pixel verscho-
benen Impulsantworten ausgefiihrt. Dieses Vorgehen fiihrt jedoch zu ei-
ner entsprechend langen Rechenzeit, sodass der Kompromiss zwischen
optischer Auflésung und numerischem Aufwand bestehen bleibt.

In einem experimentellen Aufbau mit Objektiven macht die aufgrund
der Abbildung effektiv verkleinerte Pixel-Periode des Detektors eine In-
terpolation unnétig [35, 60}, [61]. Kombiniert mit Hochleistungsrechen-
technik erméglicht dies die Rekonstruktion von Hologrammen bei Vi-
deorate [62]. Die optische Auflésung in der Objektebene hingt nun je-
doch auch von dem verwendeten Objektiv ab. Auch der Einsatz moder-
ner parallelisierender Rechentechnik wie Multi-Core-CPUs, FPGAs [62]
oder GPUs [63] in der digitalen holografischen Mikroskopie wird umso
attraktiver, je geringer der numerische Aufwand ist.

Als ein weiterer Ansatz zur Reduzierung des Rechenaufwands sind
verschiedene Ndherungen weit verbreitet. Die durch Abstand und Aus-
dehnung des Detektors sowie der verwendeten Lichtwellenlinge gege-
bene optische Auflosung kann hierbei zusétzlich durch die verwende-
te Naherung eingeschrinkt sein. Paraxiale Ndherungen sind nur fiir
geringe numerische Aperturen giiltig (oft NA < 0.1). Sie spielen je-
doch fiir die inline-holografische Mikroskopie aufgrund ihrer geringen
numerischen Anforderungen zusammen mit einer abbildenden Optik
noch immer eine bedeutende Rolle [6, 20, [64] [65], 66]. Bei Verzicht auf
abbildende Optiken kénnen auch mehrere Hologramme mit geringer
NA, jedoch fiir unterschiedliche Ausschnitte der Objektwelle zu einer
hochaufgelosten Abbildung des Objekts verwendet werden [65)], [66] [67,
68, [69]. Sphérische Néherungen liefern effizientere Algorithmen zur Re-
konstruktion von Einzel-Hologrammen fiir die objektivlose Mikroskopie
im Sinne eines signifikant gesteigerten optischen Auflésungsvermogens
(NA =~ 0.5) bei etwa gleichen numerischen Aufwand, wie dem unter
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

paraxialen Niherungen gegebenen [0 [13] [14] [15] [70].

2.5.1 Paraxiale Naherungen

Das 1. Rayleigh-Sommerfeld Integral ([212)) kann im Falle eines viel
grofleren Abstands r verglichen mit der Wellenldnge A, d.h. r >> A,
vereinfacht werden zu

—ik
(r,y) = —— // exp (r ikr) cos (1, 7)dy'dz’.  (2.18)

Der Winkel zwischen den Vektoren 77 und 7 wird als vernachléssig-
bar klein angesehen, sodass cos (7,7) ~ 1 gilt. Fiir den Phasenterm
exp (—ikr) wird der mit Gleichung (ZI3]) gegebene Abstand als eine
analytische Funktion r(a) im Parameter

(@—a)’+(y—y)*

2
20

a =

in ihre Taylor-Reihe um a = 0 entwickelt und durch den in a linearen
Anteil
(x—a")?+@—y)°

222

rezg|l+

abgeschétzt. Der zweite im Integranden vorkommende Abstand r unter
dem Bruchstrich wird durch zy ersetzt und man erhélt das sogenannte
Fresnel-Integral bzw. die damit definierte Fresnel-Transformation

, ik

iexp (—ikzp) y

DFresnel(xu y) = - Z()A

//o:o U,y exp (—;Z [(@—a')* + (v - y’)2]> dy'da’.  (2.19)

Die Giite dieser Nidherung nimmt dem Ansatz nach mit kleiner wer-
denden a zu, worin die Paraxialitdt dieser Nédherung begriindet liegt.
Die Giiltigkeit der Fresnel-Ndherung wird in der Literatur oft mit Hilfe
eines Kriteriums der Art

§>> 5 (@ =2 + - o)) (2:20)
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2.5 Ausbreitung der Wellenfront

fir die laterale Ausdehnung der Felder U(z',y’), Drresnel(®,y) bzw.
den Detektionsabstand zy quantifiziert [55]. In folgendem Zahlenbei-
spiel wird die Ausdehnung des mikroskopischen Objekts vernachlissigt.
Der Detektor mit 2048 x 2048 Pixel und einer Pixel-Periode von 3.5 ym
befindet sich mittig iiber dem Objekt, sodass vereinfachend
(@ =)+ (y—y)?] . ~ (102435 ym)* ~ (3.5 mm)”

abgeschitzt werden kann. Nach Kriterium (220) ergibt sich bei einer
Wellenlénge von A = 661 nm ein Mindestabstand von 56 mm, was die
numerische Apertur (NA) in diesem Beispiel auf 0.06 begrenzt. Das
diskrete Analogon zum Integral ([2I9]) reskaliert die Pixel-Periode Az
des Hologramms zu

/\ZO
Ax' =
YT NAz
fiir den abgebildeten Ausschnitt der Objektebene, wobei beide Bilder

N x N Pixel enthalten [7, S. 95]. Dieser Reskalierungseffekt macht ei-
ne Interpolation des Hologramms unnétig. Er kann jedoch auch dazu
fiihren, dass der Bildausschnitt in der Objektebene das Objekt nicht
mehr vollstdndig iiberdeckt. Zur Vermeidung dieser Situation und der

damit verbundenen Abbildungsfehler wurde von Wang et al. eine Multi-
Step Fresnel Propagation vorgeschlagen [21].

Ist die Ausdehnung des Objekts verglichen mit dem Beobachtungs-
abstand zy vernachléssigbar klein, gilt fiir die Fresnel-Transformation
zusétzlich die Fraunhofer-Néherung mit

.’L‘/Q + y/2 _ 2(1‘%" + yy/)
]

TR 2 [1—&—

Das resultierende Integral

_iexp (—ikz) "
Zo)\

o] /2 12 15
// U(x',y') exp (kaﬂJ) exp <Z (xz’ + yy')) dy'da’.
— 00 22’0 Z0

(2.21)

-DFraunhofer (LC, y) =
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

entspricht der Fourier-Transformation (Gl.(2I4), SI9) des Eingang-
felds nach einer Phasentermmultiplikation, wobei der zusétzliche Faktor
(Az9)~! im Fourier-Exponenten zu einer Reskalierung des Felds fiihrt.

In der digitalen Fourier-Holografie [7] wird zudem die Phasenterm-
multiplikation des Eingangsfelds unterlassen, d.h.

DFourler(x y
— k‘ ik
_ iexp (—ikz) // ") exp (—Z (xz’ + yy')) dy'dz’. (2.22)
20

Eine NA von 1/v/2 = 0.71 lisst nach Gleichung (21 eine optische
Auflésung von § = A\v/2 zu, wobei der Detektorabstand z der halben
Detektorausdehnung entspricht. Die bereits im Fresnel-Integral verwen-
deten Naherungen sind jedoch fiir solch kurze Absténde nicht giiltig.
Eine Kombination mehrerer Messungen unter paraxialen Bedingungen
mit unterschiedlichen Detektor- bzw. Probenpositionen oder aber auch
durch Beleuchtung der Probe aus verschiedenen Richtungen generiert
eine sogenannte synthetische Apertur [64} (68, [7T], [69, [65]. Die so verbes-
serte optische Auflésung ist jedoch mit erhéhtem experimentellen und
numerischen Aufwand verbunden.

2.5.2 Spharische Naherungen

Ist die Grofle des Objekts im Vergleich zum Beobachtungsabstand r
vernachléssigbar klein, fithrt eine Verédnderung des Detektorabstands
in guter Néherung zu einer auf dem Strahlensatz basierenden Res-
kalierung des Hologramms. In diesem Fall kann ausgehend von einer
ebenen Detektorfliche die Verteilung der Objektwellenfront iiber eine
einfache Koordinatentransformation auf eine Sphére iibertragen wer-
den. Die Objektwellenfront wird dann mit Hilfe ihrer Verteilung U auf
einer solchen Sphiire W mit konstantem Abstand f zur mittleren Ob-
jektposition po = (zo, Y0, z0) gemis

= exp (ikf)

Uup')=U(P) 7 (2.23)
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2.5 Ausbreitung der Wellenfront

beschrieben. Hierbei ist p’ = (2,9, 2’) ein Punkt auf der Sphire W
und exp (ikf) /f eine von po ausgehende Kugelwellenfront mit f =
HfH sowie f = p’ — po. Das Bild des Objekts als Funktion D von
p = (z,y, z) wird berechnet durch Einsetzen der Verteilung (Z23) in
das Integral ([ZI8])

_ / / p) &Pl Zf;r_f N eos (77 ds,  (220)

wobei r = |7]|, 7= p’ — p und 7 mit 7 = f/f den Normalenvektor des
Flédchenelements dS auf W bezeichnet. Kann der Betrag d = Hd“ ’ des

mit d = p—po definierten Richtungsvektors gegeniiber r vernachlissigt
werden, gilt
—f=f-dlf

Die bei der Ausbreitung nach dem Fresnel-Huygens-Prinzip [12] von p’
ausgehende Kugelwellenfront wird demnach durch eine ebene Wellen-
front gendhert. Der Winkel zwischen # und f wird als vernachléssig-
bar klein angenommen, sodass cos (7,7) = 1 gesetzt werden kann.
Das Fldchenelement d.S wird durch das zugehorige Raumwinkelelement
f2dQ und r im Nenner des Integranden (Z24) durch f ersetzt. Die
Giiltigkeit dieser Ndherungen ist auf eine geringe Ausdehnung des ab-
zubildenden Objekts beschrinkt, womit sich das resultierende, soge-
nannte Debye-Integral [56] 54 [72]

Dosns(p) = =5 [ [ 06 exp[-ikF-d/f]ae )

insbesondere zur Abbildung mikroskopischer Objekte eignet.

Ein von H. J. Kreuzer urspriinglich fiir niederenergetische Elektro-
nen-Punktquellen (Low Energy FElectron Point Sources, kurz LEEPS)
entwickelter Algorithmus [22] [73] wird seit den 1990er Jahren erfolg-
reich zur holografischen Abbildung von Makromolekiilen [13], biologi-
schen Proben [14] sowie in der Unterwasser-Mikroskopie und Mikroflui-
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2 Die digitale inline-holografische Mikroskopie

Detektorebene 2. Detektorebene

Objektebene

Po Intensitat

z, Az

Abbildung 2.4: Skizze zur Wellenfrontausbreitung in sphérischer
Néherung. Ist das Objekt im Vergleich zum Beobachtungsabstand zo
von vernachldssigbarer Ausdehnung, fiithrt eine Verschiebung des De-
tektors um Az zu einer Vergroflerung des Beugungsbilds entsprechend
dem Strahlensatz mit dem Ursprung in der mittleren Objektposition

po.

dik [9) eingesetzt. Mit der Abbildung von 800 nm grofien Polystyren-
Kugeln bei einer Wellenlédnge von A = 405 nm wurde die Rekonstruk-
tion einer numerischen Apertur (NA) von etwa 0.5 gezeigt [I5]. Der
Algorithmus basiert auf der Kirchhoff-Helmholtz- Transformation [22]

Dxirchhoft-Helmholtz (P) = %// U(p') exp [~ikp - p'/ |[p]] dS,
TJJw

(2.26)

wobei in Ubereinstimmung mit dem Debye-Integral 223)) die mittlere
Objektposition als Koordinatenursprung po = (0,0, 0) gewihlt wurde.
Zu Beginn dieses Abschnitts wurde gefordert, dass ein veréinderter
Detektorabstand in guter Ndherung zu einer auf dem Strahlensatz ba-
sierenden Reskalierung des Hologramms fiithrt. In diesem Fall weist ins-
besondere die Objektwellenfront eine in ebenso guter Néherung win-
kelabhéngige Verteilung auf. Eine solche Verteilung sollte der Fourier
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2.5 Ausbreitung der Wellenfront

Transformierten des Objektbilds #hnlich sein, sodass die aus dem Ho-
logramm und der Referenz rekonstruierte Objektwelle iiber eine Koor-
dinatentransformation

-1

x To + 2o [fm\//\Q —fo2- fﬂ (2.27)
-1

Y = yo+20 {fy\/)\Qf{ny_Q] (2.28)

direkt in die Fourier-Transformierte F' des Objektbilds

F(fo, fy) = U(x’,y')%exp (ikr) (2.29)

o= @ a0+ o)+ 2

iiberfithrt werden kann. Dabei ist (2, y’) ein Punkt in der Detektorebe-
ne, (zo,yo) die mittlere Objektposition in der Objektebene, zy der Ab-
stand zwischen beiden parallelen Ebenen und (f,, f,) das iiber die Glei-
chungen (Z27) und Z28) zu (', y’) gehorige Frequenzenpaar. Schlief3-
lich kann iiber eine Fourier-Transformation ein Bild des Objekts

Divetcor (2.9) = / / F(for fy) exp (27 (foz + fy9)) dfydfs (2.30)

berechnet werden. Diese Abbildung wird im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit k-Vektor-Transformation genannt und bildet einen wich-
tigen Baustein der im Folgenden noch entwickelten Rekonstruktions-
techniken. Mit einer dhnlichen Technik gelang Takaki und Ohzu bereits
1999 die Abbildung einer Balkenstruktur der Periode 2 pm mit einem
Helium-Neon Laser (A = 633 nm), womit eine NA von 0.32 erreicht
wurde [70].
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3 Neue Rekonstruktionstechnik
fiir die inline-holografische
Mikroskopie

3.1 Bestimmung der Wellenfront

Ausgehend von einem gemessenen Hologramm erfolgt die Rekonstruk-
tion des Objekts in zwei Schritten. Der erste Schritt besteht in der
Bestimmung der Objektwellenfront in der Detektorebene. Diese wird
dann in einem zweiten Schritt zur Bildgebung des Objekts in eine ih-
rer Fokusebenen ausgebreitet. Wie zuvor wird vorausgesetzt, dass der
vektorielle Charakter aller auftretenden Wellenfronten vernachlassigt
werden kann, sodass ihre Darstellung in skalarer Form, d.h. als eine
komplexwertige Verteilung, geniigt. Die nicht direkt messbare Phasen-
verteilung in der Detektorebene kann durch Auswertung einer auf ihre
Bestimmung zielenden Mehrfachmessung ermittelt werden. In der Lite-
ratur finden sich dazu zahlreiche Messmethoden und Algorithmen [53]
50, 49, 52, BI]. An dieser Stelle wird die unbekannte Objektwelle mit
Hilfe eines einzelnen Hologramms I geschétzt. Das Hologramm ent-
spricht dem Betragsquadrat der Summe der Objektwelle O und der
Referenzwelle R, d.h.

I = |[R+0O=(R+0)(R+0)
= |R>+OR"+O*R+ |0, (3.1)

wobei "’ fiir die komplexwertige Konjugation mit (a + ib)* = a — b
steht. Wie bereits im Abschnitt 2.4] wird die bekannte Intensititsver-
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3 Neue Rekonstruktionstechnik fiir die inline-holografische Mikroskopie

teilung \R|2 der Referenzwelle R als dominierender Stérterm bei der
Rekonstruktion vom Hologramm I subtrahiert, womit man ein soge-
nanntes Kontrast-Hologramm bzw. Contrast-Image [9)

I —|R|* = OR* + (OR*)* +|0)? (3.2)

erhéilt. Analog zur optischen Rekonstruktion durch wiederholte Be-
leuchtung des Hologramms wird das Kontrast-Hologramm mit der Re-

ferenzwelle multipliziert:

U = (I - \R|2) R (3.3)
= |RPO+O*R*+|0]*R. (3.4)

Der erste Summand, die mit einem nicht negativen Vorfaktor \R|2 mul-
tiplizierte Objektwelle, heifit reelles Bild, der zweite Summand heif3t
virtuelles Bild bzw. Twin-Image und der dritte Zero-Order-Image bzw.
DC-Term. Die Schitzung Uy entspricht dem bereits mit Gleichung 2111
(Abschnitt [Z4] S. [I6) angegebenen klassischen Rekonstruktionsansatz,
der aus folgendem Grund im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
zur Hologrammauswertung verwendet wird. Das Beugungsbild eines
Pinholes entspricht im Fernfeld einer Airy-Funktion, einer um die op-
tische Achse rotationssymmetrischen Verteilung. Bis zu ihrem ersten
Beugungsminimum nimmt die Intensitit bei zunehmenden Abstand
zur optischen Achse monoton ab. Aus diesem Grund bewirkt der Fak-
tor |R|2 eine Dampfung der fiir die optische Auflésung wichtigen hohen
Ortsfrequenzen der Objektwelle. Um dies zu vermeiden, kénnte mit
entsprechender Gegennormierung die Schiatzung

Un = (I—|R|2)R/\R|2 (3.5)
= O+O0"R*/|R" +|0 R/ |R|”

gewiihlt werden. Wird die Intensitiit der Referenzwelle |R|* mit Hilfe
einer weiteren Messung ohne Objekt bestimmt, kann die Division von
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3.1 Bestimmung der Wellenfront

Messwerten bei einem zu geringen Wertebereich des Detektors zu nu-
merischen Instabilitdten fithren. Aus diesem Grund soll auch Schéitzung
Ut hier nicht der Rekonstruktion der Objektwellenfront dienen.

Zur Herleitung der neuen Schiitzung U wird zuniichst Gleichung (3.3)

zu

Un

(2Re{OR"/|RI} + |0 /|RI) R/ ||

(2Re{OR*/ IR|} +]0)?/ |R|) exp (w@) (3.6)

umgestellt, wobei Re {} auf den Realteil einer komplexen Zahl abbil-
det und ¢(© die Phase der Referenzwelle bezeichnet. Stellt man sich
R und O als Vektoren in der komplexen Ebene vor, so entspricht
Re {OR*/|R|} der Linge des auf die Gerade {aexp (ip(®):a € R}
projizierten Vektors O. Insbesondere fiir den Fall |O| < |R| kann hierfiir
auch die Ndherung

Re{OR*/|R|} ~ VI — |R| (3.7)
verwendet werden. Die mit
v o= (VI-IR|)R/IR
= (VI-IRl) exp (i) (3.8)

definierte, neue Schitzung fiir die unbekannte Objektwelle ist nume-
risch stabil. Im Vergleich mit Uy fithrt U dariiber hinaus zu einer Ab-
schwichung des Zero-Order-Images, wie Abbildung [BI] anhand simu-
lierter Daten zeigt. Diese Abschwichung kann fiir |O| < |R| mit der auf
die Grofle des Zero-Order-Images normierten Fehlerfunktion

2(V1 — |R|) — 2Re {OR"/ |R[}

wZOI(O) = |O|2 / |R| S [0, 1] (39)

charakterisiert werden. Thr Wert gibt an, zu welchem Anteil das Zero-
Order-Image in U enthalten ist. Vollstédndig unterdriickt ist dieses, wenn

31
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die Phasen der Objektwelle und der Referenzwelle eine Differenz von
0 oder 7 aufweisen und die Fehlerfunktion wzo1 damit den Wert Null
annimmt. Fiir den Fall v/T = |R| folgt mit den Gleichungen (&3] und

35)
|0]* /|R| = —2Re {OR*/|R]},

womit wzor(O) = 1 ist und U das Zero-Order-Image vollstandig ent-
hilt. Abbildung [B] zeigt diese Fehlerfunktion fiir die Referenzwelle
R = 1 und Objektwellen verschiedener Intensitdt und Phase. Es sei-
en nun aufgrund eines hinreichend groflen Abstands zwischen Pinhole
und Objekt die Kriimmungsradien der Referenz- und Objektwellenfront
derart verschieden, dass im Hologramm die Funktion arg (OR*/|R|),
d.h. die Phasendifferenz von Referenz- und Objektwelle, nahezu gleich-
verteilte Werte im Intervall [0, 27 annimmt. Ausgehend von dem mit
Ut rekonstruierten Objektbild ist fiir das mit U rekonstruierte Bild mit
einem Zero-Order-Image von ungefihr halb so grofler Amplitude, d.h.
einem viertel der Intensitét, zu rechnen.

Der Detektor verfiigt iiber N Zeilen mit jeweils N Pixeln und ei-
ner Pixel-Periode von Az in beiden Dimensionen. Das Hologramm
I(x,y) werde iibereinstimmend mit dem Abtasttheorem von Nyquist-
Shannon [40] bereits durch die Werte

Lnn = I(zm yn) (3.10)
Ty = Xo+ mAx
Yn = Yo+ nlAzx

m,n = 0,1,..,.N—1

an den Pixel-Positionen des Detektors vollstédndig beschrieben. Dabei
bezeichnet Az die Pixel-Periode des 2D-Detektors in beiden Dimen-
sionen. Folgend wird eine Schitzung der Objektwelle U,, , an einer
Pixel-Position (m,n) des Detektors als Produkt

Umm = Am,nsm,n (311)
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(4) Twin-Image Zero-Order-lmage Image

0.003

0.002

Betrag [a.u.]

0.001

0.0

-24 -16 -8 0 8 16 24

etz ] —— klassische Schatzung (U_Il)

—— neue Schatzung (U)

Abbildung 3.1: Numerische Dampfung des Zero-Order-Images.
(1) Darstellung der Fehlerfunktion wzor(O) fiir Objektwellen O, wobei
|O| < |R] gilt und R die Referenzwelle ist. Sie gibt Auskunft iiber den
in der neuen Schitzung U verbleibenden Anteil des Zero-Order-Images,
wobei dieses mit dem Faktor 0 vollstdndig unterdriickt wird und mit 1
erhalten bleibt. (2) Beispiel einer klassisch rekonstruierten Objektebe-
ne mit ortlich getrennten Image, Twin-Image und Zero-Order-Image.
(3) Die gleiche, jetzt mit der neuen Schitzung U rekonstruierte Szene.
(4) Die Schnittdarstellung der Amplitudenverteilungen zeigt ein auf die
Halfte abgeschwichtes Zero-Order-Image, was sich mit nahezu gleich-
verteilten Werten fiir die Funktion arg (OR"/ |R|) erkldren lisst.

reeller Zahlen A,, ,, und komplexer Phasenterme S, ,, beschrieben. Die
reellwertigen Amplituden sind ausgehend von Gleichung (B.8]) durch die
Differenzen

Am,n = Im,n - |Rm,n| (312)

gegeben, wobei |R| mit Hilfe einer weiteren Messung ohne Objekt be-
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stimmt wird. Der Phasenterm S ist dann
Sinn 1= €xp (igo(o) (:cm,yn)) , (3.13)

wobei ©(©) die als bekannt vorausgesetzte Phasenverteilung der Be-
leuchtung bezeichnet. Analog zu der im Ort kontinuierlichen Funktion
U ist mit

Unn =AmnSmn = (m — \Rm,n|) exp (igp(o)(xm,yn)) (3.14)

das diskrete Analogon der neuen Schétzung fiir die unbekannte Objekt-
wellenfront in der Detektorebene gegeben.

3.2 Ausbreitung der Wellenfront

Ein Bild D des Objekts wird ausgehend von der Objektwelle U in
der Detektorebene mit Hilfe der diskreten Version der sogenannten
Angular-Spectrum-Propagation bzw. AS-Method nach Gleichung (Z.10)
(auf der Seite 20]) berechnet, d.h.

D =DFT ' [DFT[U]-H], (3.15)

wobei DFT die zweidimensionale diskrete Fourier Transformation [26]
mit ihrer Inversen DFT ! bezeichnet und * fiir die elementweise Mul-
tiplikation steht. Mit der Pixel-Periode Ax, der Ausbreitungsdistanz z
und der Wellenldnge A ist die Frequenzantwort H zur Wellenausbrei-

tung im freien Raum mit den Eintrégen

H,,, = H(&mn,mm) == exp (—z’27rzm/)\_2 — &2, —n? ) (3.16)

gegeben, wobei

m— N/2 ~n—N/2 B
“NAz M = NAr m,n=0,1,... N —1 (3.17)

gilt [55]. Bei dieser Art der Wellenausbreitung zwischen zwei Ebenen
ist die Pixel-Periode des Objektbilds D und die der Objektwelle in der

fm:
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Hologrammebene U identisch. Ausgehend von der Pixel-Periode des
Detektors ist die aus dem Hologramm hervorgehende Schétzung der
Objektwelle vor der Ausbreitung in die Objektebene bis zu der fiir das
Objektbild gewiinschten optischen Auflésung zu interpolieren. Damit
héangt der numerische Aufwand auch von der optischen Auflésung der
rekonstruierten Objektwelle ab.

Die Objektwellenfront kann aber auch mit Hilfe einer Koordinaten-
transformation von der Messebene auf eine Sphére um die mittlere Ob-
jektposition iibertragen werden. Die Abweichung von der tatsichlichen
Objektwellenfront auf dieser Sphére wird kleiner bei kleiner werdender
Objektgrofie bzw. grofer werdendem Abstand zum Detektor. Im Ge-
gensatz zur Ausbreitung zwischen Ebenen ist hier keine Interpolation
der Wellenfrontverteilung nétig, um die mit der numerischen Aper-
tur gegebene optische Auflésung zu erhalten. Grund hierfiir ist, dass
die sphérische Objektwellenfront erwartungsgeméf nur geringfiigig von
dieser Sphére abweichen wird. Die somit dort geringe Variation der
Objektwelle ist dann mit der durch den Detektor gegebenen Pixel-Zahl
im Sinne des Nyquist-Shannon Theorems [40] verlustfrei darstellbar.
Die im Abschnitt beschriebenen sphérischen Ndherungen basie-
ren auf derartigen Koordinatentransformationen und bilden eine Ba-
sis fiir schnelle, leistungsfahige Algorithmen fiir die objektivlose inline-
holografische Mikroskopie [15} [, 13} [70} [4]. In Ubereinstimmung mit
dem Fresnel-Huygens-Prinzip geht bei der Ausbreitung der Objekt-
wellenfront von jedem Punkt eine Kugelwelle aus. Diese Kugelwellen
werden bei den sphérischen Néherungen durch ebene Wellen ersetzt.
Dadurch kommt es, abhingig vom Abstand zur mittleren Objektpo-
sition als dem Entwicklungsursprung der Koordinatentransformation,
zu Aberrationen bei der Rekonstruktion des Objektbilds. In erster Li-
nie kénnen diese mit einem Astigmatismus und einer Bildfeldwolbung
beschrieben werden. Zur Quantifizierung dieser Aberrationen wird ein
Gitter der Periode § mit einem Laser der Wellenldnge A\ kohérent be-
leuchtet. Ein 2D-Bild-Detektor wird im Abstand zg zum Gitter positio-
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niert, sodass die Laserlichtquelle, das Gitter und der Detektor sich in
dieser Reihenfolge auf einer Achse befinden. Diese optische Achse defi-
niert die z-Achse des verwendeten Koordinatensystems, welche zudem
senkrecht auf der Gitterebene sowie auf der Detektorebene steht. Der
Ursprung (0,0, 0) des Koordinatensystems befindet sich in der Gittere-
bene und die Mitte der Detektorflache bei (0,0, zp). Mit r := ||7]| ist die
Linge des Richtungsvektors 7 := (x, y, 0) vom Koordinatenursprung zu
einem Punkt (z,y,0) in der Gitterebene bezeichnet. Um mit Hilfe der
Wellenfrontverteilung in der Detektorebene die Periode § des Gitters
optisch aufzulésen, muss der Detektor iiber Ausdehnung und Abstand
eine numerische Apertur (NA) von

A
NA = —
é
realisieren [41]. Der Radius rs > 0 gibt nun die Grofle des zugehérigen
Kreisgebiets innerhalb der Detektorfliche an, sodass

s A

V2E+ s 0
gilt. Wird diese Gleichung quadriert und nach rg aufgelost, erhidlt man

/\2

Tf =52 )\2,2(2).
Schlielich muss im Falle § > A > 0 die Detektorfliche einen Kreis mit
dem Radius

Ts (3.18)

A
= Ve

iitberdecken, um das Gitter bei beliebiger Verdrehung innerhalb der
Gitterebene auflésen zu konnen. Die im Abschnitt 2.5.2] diskutierten
sphérischen Ndherungen verursachen einen Astigmatismus, welcher nun
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La59:>r

A Zmax

Abbildung 3.2: Skizze zum Astigmatismus der k-Vektor-Transforma-
tion.

mit Hilfe der Funktionen

plz) = /2 +a?
Azmin(r) = p(r) = p(0) (3.19)
_ pr) = p(0) + p(rs) — p(rs —r) — 157/ p(rs)
AZmax(r) = 1= o(0)/0(ra) (3.20)

wie folgt quantifiziert werden kann. Bezeichnet v den Winkel zwischen

den Linien des Gitters und einem Ortsvektor 7in der Gitterebene, dann
werden die am Ort 7 befindlichen Gitterlinien im Abstand |zo|+Az(r, )
zur Detektorebene voneinander getrennt abgebildet, wobei gilt

0 < Azpin(r) < Az(r,y) < Azpax(r). (3.21)

Wie in Abbildung B3] exemplarisch fiir die k-Vektor-Transformation
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Abbildung 3.3: Simulation der auf k-Vektor Transformation basie-
renden Rekonstruktion von Hologrammen. 1) Das abzubildende Objekt
besteht aus drei Einzelstrukturen in einer Ebene mit jeweils 500 nm
breiten, opaken Balken. Der laterale Abstand zwischen den Zentren
zweier benachbarter Balkengruppen betrdgt 50 pm. Die Wellenldnge
der koh#renten Beleuchtung ist mit A = 661 nm gegeben. 2) Wird das
Hologramm in einem Abstand von 7 mm zur Objektebene aufgezeich-
net, sind im rekonstruiertem Objektbild alle Balkengruppen aufgelost.
3) Ausgehend von einem Hologramm in 3.5 mm Entfernung sind im
rekonstruierten Objektbild die Balken der linken Gruppe nicht langer
getrennt abgebildet. 4a) Eine nochmalige Halbierung des Detektionsab-
stands auf 1.75 mm fiihrt dazu, dass nur nach die Balken der zentralen
Gruppe getrennt abgebildet werden kénnen. 4b) Mit einer weiteren Aus-
breitung der Objektwelle um 0.7 pm sind die Balken der linken Gruppe
getrennt. 4c) Die Balken der rechten Gruppe werden 1.6 ym unterhalb
der urspriinglichen Objektebene aufgelost abgebildet.

dargestellt, erhédlt man bei festem 7 die minimale Defokussierung fiir
zu 7 parallele Gitterlinien und die maximale Defokussierung fiir dazu
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senkrechte Gitterlinien, d.h.

Azpin(r) = Az(r,0) (3.22)
AzZmax (1) Az(r,m/2). (3.23)

Mit Ungleichung (321]) kann der im Radius r = ||7]| anwachsende Feh-
ler in der Bildebene mit Hilfe der maximalen Defokussierung Azpax(r)
nach oben abgeschétzt werden. Insbesondere ist fiir eine fest vorgegebe-
ne Auflosung J und einen festen Bildfeldradius r¢ ein Mindestabstand
zo zum Detektor ermittelbar, sodass Azyax(ro) unterhalb eines zuvor
festgelegten Schwellwerts bleibt. Mit der Anwendung sphérischer Ap-
proximationen in der inline-holografischen Mikroskopie kann demnach
die durch die Geometrie des Aufbaus gegebene numerische Apertur in
einem vom Detektorabstand abhingigen Ausschnitt der Objektebene
rekonstruiert werden. Mit zunehmender Ausdehnung des Objekts oder
auch bei zu klein gewéhlten Detektorabstdnden nehmen auch die Aber-
rationen sphérischer Ndherungen zu, bis schliefflich eine Abbildung des
gesamten Objekts mit der vollen im Hologramm enthaltenen optischen
Auflésung nicht mehr moglich ist.

3.2.1 Prinzip der Superposition von Teilhologrammen

Der im Folgenden beschriebene Algorithmus wurde fiir die hochaufls-
sende objektivlose inline-holografische Mikroskopie entwickelt. Er zielt
auf eine exakt-skalare Wellenausbreitung nach dem 1. Rayleigh-Som-
merfeld Integral bei gleichzeitig reduziertem numerischen Aufwand.
Wie in den Abschnitten [T IJund £ T3 néher beschrieben wird, entsteht
hinter einem Pinhole ein Beleuchtungskegel. Die kreisformige Ausleuch-
tung in der Objektebene begrenzt bei der Rekonstruktion die Grofe des
Objektbilds und ist entsprechend dem Verhéltnis zwischen Pinhole-
Objekt-Abstand und Pinhole-Detektor-Abstand kleiner als die Aus-
leuchtung in der Detektorebene. Die Idee besteht nun darin, das aus
dem Hologramm rekonstruierte Feld U bereits in der Detektorebene in
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eine Menge von Teilfeldern U%:) identischer GriBe, im Folgenden , Ka-
cheln“ oder Tiles genannt, zu zerlegen. Im Vergleich mit dem Feld U
kann eine solche Kachel U%) unter geringerem numerischen Aufwand
interpoliert und in die Objektebene ausgebreitet werden. Dabei ist die
laterale Ausdehnung einer Kachel grofler zu wéhlen, als die in der Ob-
jektebene vorliegende kreisformige Ausleuchtung. Zusammen mit der
identischen Grofle aller Kacheln entsteht in der Objektebene bereits
durch ihre Summe ein Bild des Objekts.

Vereinfachend verfiige der Detektor iiber N x N Pixel, wobei N = 2"
mit n € N gilt. Dariiber hinaus sei ein 7 = 2! mit t € Nund t < n
gegeben, d.h. T teilt N. Das Feld U wird in 72 Kacheln U®D fiir
k,01=0,1,....,T — 1 mit jeweils v x v Werten zerlegt, wobei

N on—t

vi=—=

T

gesetzt wird. Dabei ist T so zu wéhlen, dass die Grofle vAz X vAzx
einer Kachel U* in der Hologrammebene nach Ausbreitung in die
Objektebene das dort beleuchtete Objekt vollsténdig tiberdecken wird.
Nach Gleichung (I4)) sind diese Kacheln Produkte reeller Amplituden
A, - und komplexer Phasenterme S,/ ,, mit m’,n’ =0,1,...,v — 1.
Wie in Abschnitt EET.T] noch beschrieben wird, kann fiir eine gegebene
Detektor-Pixel-Periode Az ein Mindestabstand zum Objekt mit dem
Ziel einer alias-freien Aufzeichnung von Inline-Hologrammen angege-
ben werden. Wird dieser Abstand eingehalten, ist zudem die Amplitu-
denverteilung des Feldes innerhalb der Detektor-Fliche bereits durch
die N x N Werte an den Pixel-Positionen vollstandig beschrieben [40].
Um eine ebenso alias-freie Darstellung des Phasenterms zu erhalten,
ist abhéingig von der numerischen Apertur (NA) mit Ungleichung (2:6l)
(S. [[)) eine kleinste obere Schranke fiir die notwendige Pixel-Periode
gegeben. Die mit Az /T gegebene Pixel-Periode erfiille diese Bedingung,
d.h.

A
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

Hologramm

Fiir jedes
Teil-Hologramm
wiederholen

_ Teil-Hologramm
(,Kachel”)

Interpolation

Teilfeld Referenzphase

Objektbild

4
Frequenzantwort der
LYAngular Spectrum*
Methode, (AS)

Abbildung 3.4: Prinzip der Kachel-Superposition fiir die Ausbreitung
sphérischer Wellenfronten.
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Damit enthélt jede um den Faktor T interpolierte Kachel U®D wieder
N x N Pixel. Hierfiir wird das v x v Amplituden-Array A" zu einem
Array der GroBle N x N reskaliert, indem jeder Pixel durch ein 7' x T'
Pixel-Array ersetzt wird, d.h.

AGD = AN pm) ), (N m)/T) (3.24)
lz] = max{a€Z:a<uz},
m,n = 0,1,...N —1.

Der Phasenterm S in der Detektorebene {(z,y,0): 2 € R,y € R}
entspricht dem einer Kugelwelle [12] S. 442] mit ihrem Ursprung in der
Pinhole-Position (xg,yo, z0), d.h.

ngfz) = eXP(iSDKw (xﬁ,’i),yﬁf))), (3.25)
pew (@) = ~ 2w —a) + - wP +2 (3.26)

aF) = %(kNHn—TN/z),

= %(lN—i—n—TN/Q).

Die interpolierten Kacheln
Uk = Ak . kD (3.27)

konnen fiir die Pixel-Periode Az /T frei von Diskretisierungsaberra-
tionen in die Objektebene ausgebreitet werden. In der Detektorebene
bezeichnen die Indizes k und [ einer Kachel U*D die Position des Aus-
schnitts im Feld U. Aufgrund der zyklischen Randbedingungen der mit
Gleichung (B3] definierten Wellenausbreitung ist die laterale Position
der entsprechenden Kachel in der Objektebene

D" = pFT-! [DFT {fﬂkvl)} H} (3.28)

um ein ganzzahliges Vielfaches der KachelgroBe mehrdeutig, wobei H
analog zu Gleichung (3I0]), hier fiir die Pixel-Periode Ax/T, gegeben
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

ist. Zur Erkldrung dieser Aussage bezeichne D*:Lid) die Kachel (i,7) in
der Objektebene nach Ausbreitung der Kachel (k, 1) iiber eine Faltung
im Ortsraum, d.h.

D{f-bii-d) = szl Nz:l ﬂf:}le,KRs(x%) - xi,’f,), y) — yr(f,), 20).  (3.29)
m’=0n’'=0

Der Kern Kgrg des 1. Rayleigh-Sommerfeld Integrals [54, S. 16] be-
schreibt die Ausbreitung des Lichts in skalarer Niherung entsprechend
der Frequenzantwort H(f,, f,) [57, 58]. Die mit Gleichung (328)) de-
finierte lateral periodische Wellenausbreitung fiithrt zu einer Faltung
mit unendlich vielen Kernfunktionen Kgg, welche in einem 2D-Gitter
mit den Perioden vAx angeordnet sind, d.h. zwischen den Gleichun-

gen (B28) und 329) gilt die Beziehung

DD = N Dk, (3.30)
(1,7)ELXTL

Damit enthilt D* das gesamte von UukD ausgehende Licht in der
Objektebene.

Im Folgenden existiere stets ein Indexpaar (g, jo) derart, dass jede an
der entsprechenden Position befindliche Kachel D®*-5i0.30) das Objekt
vollstandig iiberdeckt. Diese Forderung fiithrt zu einer durch die Objek-
tausdehnung definierten, minimal zuléssigen Kachelgréfle. Der daraus
resultierende maximal zuldssige Faktor T' schrinkt durch T'= 2¢,t € N
zunéchst die in der Objektebene erreichbare Auflosung Az /T stark ein.
Zur Losung dieses Problems kann eine Reskalierung oder auch eine Vor-
filterung des Hologramms angewendet werden. Letzteres wird in einem
der folgenden Abschnitte noch naher erldutert. Im Falle der geforderten
vollstéindigen Uberdeckung enthiilt

T-1
D .— Z D (k.liios0) (3.31)
}.1=0
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alle im Hologramm enthaltenen Informationen iiber das Objekt wih-
rend die Summe aller restlichen Kacheln verschwindet, d.h.

o0 --- 0
T_lAkl-" 00 --- 0 o o
Sobktad = | 50 i (4,) # (ios o)
k1=0 o

o0 --- 0

Zusammen mit Gleichung (30) erhdlt man

T-1 T—1
]jZ _ Z ]j(kJ;io,jo) + Z ]j(lal;i}j) _ Z ]j(k,l)
k,1=0 (,4) €ZXZ\{(0,50) } k,1=0
(3.32)
und mit Gleichung ([B:28]) sowie der Linearitit der Fourier-Transforma-
tion folgt
T—1
D” =DFT" [DFT | Y U®Y| H|. (3.33)
k,1=0

Bleibt das Objekt in seiner Ausdehnung weiterhin durch die Kachel-
grofle beschrinkt, kann es bei beliebiger lateraler Lage auf maximal
vier Kacheln D®509) fiir i € {ig,io 4+ 1} und j € {jo,jo + 1} verteilt
liegen. Durch die Ausbreitung nach Gleichung ([B:33]) werden diese vier
Kacheln zu einer einzigen aufaddiert, was einer zyklischen Verschiebung
des Objekts im Array D> entspricht. Damit bleiben Abbildungsfehler
durch sich gegenseitig iiberlappende Teile des Objekts ausgeschlossen.

Zusammenfassend ist zur Rekonstruktion mit Sub-Pixel Auflésung
eine Interpolation des Feldes U zur Vermeidung von Diskretisierungsa-
berrationen (Aliasing) notwendig. Ein Hologramm mit N x N Werten
und einem optischen Auflésungsvermégen, welches in etwa um den Fak-
tor T feiner ist als die Pixel-Periode des Detektors, fithrt durch Interpo-
lation zu einem Feld U mit NT x NT Werten. Dem so um T? erhhten
numerischen Aufwand fiir die Ausbreitung des Winkelspektrums nach
Gleichung ([B.I5]) steht eine hohe Redundanz im rekonstruierten Feld D
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

Abbildung 3.5: Simulation der auf Kachel-Superposition basie-
renden Rekonstruktion von Hologrammen. 1) Wie zuvor in Abbil-
dung B3] werden die drei Balkengruppen mit Hilfe der in verschiede-
nen Absténden simulierten Hologramme rekonstruiert. Unabhéngig vom
Abstand 2) 7 mm, 3) 3.5 mm bzw. 4) 1.75 mm werden alle drei Bal-
kengruppen in ein und der selben, urspriinglichen Objektebene optisch
getrennt abgebildet.

gegeniiber. Denn Hologramme mit Sub-Pixel Auflésung, d.h. solche die
mit einer entsprechend grofien numerischen Apertur aufgenommen wer-
den, sind dann frei von Alias-Effekten, wenn das mikroskopische Objekt
nur einen geringen Teil der Detektorfliche ausfiillt. Somit iiberdeckt
das abgebildete Objekt nur einen kleinen Ausschnitt des ausgebreite-
ten Felds D. Die mit Gleichung (333 dargestellte neue Technik zur
skalaren Wellenausbreitung sphérischer Wellenfronten vermeidet diese
Redundanz indem die Grofle des Zielfelds der zu erwartenden Objekt-
grofle angepasst wird. Der Algorithmus kann in zwei Schritte unterteilt
werden: der Berechnung der Kachelsuperposition nach Gleichung ([B:27])

T-1
R S
k,l=0

sowie der daraufhin notwendig periodischen Ausbreitung nach Glei-
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chung (B33)

D® = DFT~! [DFT [0%] -H].
Die N27T? Phasentermmultiplikationen, die N27? Summationen und

die bei der Ausbreitung eingesetzte schnelle Fourier-Transformation
(FFT) fithren zu einem numerischen Aufwand von

O (2N?T? + 2N?log, N) .

Dieser Aufwand kann erheblich reduziert werden indem sowohl die In-
terpolation als auch der iiberwiegende Teil an Phasentermmultiplika-
tionen durch ihnen #quivalente Operationen im Fourier-Raum ersetzt

werden.

3.2.2 Technik zur Ausbreitung spharischer
Wellenfronten

Die komplexwertige Objektwelle U in der Detektorebene wird wie zu-
vor ausgehend von einem Hologramm und einer Referenzmessung mit
Hilfe der Gleichungen (BI4)) und (BI2) approximiert, wobei vereinfa-
chend ein Detektor mit N x N Pixeln fiir N = 2" und n € N an-
genommen wird. Gemé$ Gleichung (3:20) wird die Phasentermvertei-
lung S durch die einer Kugelwelle mit ihrem Ursprung in der Pinhole-
Position (zg, Yo, 20) beschrieben, d.h.

Smn = exp (ipkw (Tm,Yn)) » (3.34)
Tm = Axz(m—N/2),
yn = Az(n—N/2),

m,n = 0,1,....N —1.

Die realisierte numerische Apertur (NA) zusammen mit der gegebe-
nen Pixel-Periode Az und der Wellenlénge A geniige nicht der Unglei-
chung (Z8) (Seite [[4). Folglich kann die Funktion exp (ipxw (z,y))
bei einem Stiitzstellenabstand von Az nur innerhalb eines Kreisgebiets
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

mit Mittelpunkt (z, yo, 0) ohne Informationsverlust abgetastet werden.
Fiir eine Ausbreitung in die Objektebene ohne Abbildungsfehler durch
Aliasing muss das Feld U interpoliert werden. Die Idee besteht wieder-
um in der Zerlegung von U in T2 Kacheln mit jeweils v x v Werten,

wobel
v=N/T=2"" N=2" T=2' nteN, t<n

gilt. Der Teiler T' wird so gewéhlt, dass einerseits bereits eine Kachel
mit der Kantenliange vAz das Objekt vollstandig tiberdeckt und an-
dererseits innerhalb jeder Kachel die Funktion exp (ipxw (z,y)) nach
Multiplikation mit dem Phasenterm einer ebenen Welle das Nyquist-
Shannon Theorem (Ungleichung (2:6) fiir die Pixel-Periode Az erfiillt.

Insbesondere wenn

N Ax Az\? 1
T 21— | — = 3.35
o 20 ( A > 2 ( )

gilt, kann fiir jede Kachel bereits der komplex konjugierte Phasenterm
der durch den Ortsvektor vom Pinhole zum Kachelzentrum definierten
ebenen Welle gewihlt werden. Um dies zu zeigen bezeichne rr € R3
den Punkt in der Detektorebene mit minimalen Abstand zur Pinhole-
Position rg und rx den Mittelpunkt einer beliebigen Kachel in der De-
tektorebene, d.h. der Vektor rp —rg steht senkrecht zur Detektorebene
und es gilt

[rr —rs] > [lrr —rs]l = |20] -

Die vom Pinhole ausgehende Kugelwellenfront nimmt in r7 ihren mini-
malen Radius an und ist damit in einer infinitesimalen Umgebung um
diesen Punkt maximal gekriimmt. Der lineare Anteil der Phasenvertei-
lung pkw, welcher die mittlere Kippung der Pinholewelle innerhalb der
zu rr gehorenden Kachel angibt, entspricht der einer ebenen Welle mit
einem zu rg — rg parallelen Normalenvektor. Die verbleibende Variati-
on der Phasenverteilung einer um ihre Kippung korrigierten und damit
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zentrierten Kachel wird nach vorheriger Uberlegung maximal, wenn fiir
den Mittelpunkt der Kachel rp = rp gilt. Es bleibt zu zeigen, dass die
aus Ungleichung (B35]) resultierende Kachelgrofie klein genug gewiihlt
wurde, um innerhalb dieser Kachel die Funktion exp (ipkw (z,y)) mit
einer Pixel-Periode von Az verlustfrei darzustellen. Die Wellenfront
variiert maximal in den Umgebungen der Kachelecken, d.h. bei maxi-
malen Abstand

d=v's (3.36)

zum Kachelzentrum rz und gleichzeitig maximalen Einfallswinkel von

sina = _4 (3.37)

Entsprechend der damit verbundenen maximalen Variation der Phase

wird der Weg

= A (3.38)

sin o
zum einmaligen Durchlaufen ihres Wertebereichs [0, 27[ minimal. Nach

dem Abtasttheorem muss 2Ax < f~! fiir die Pixel-Periode Az erfiillt
sein und die Gleichungen [B37) sowie ([B.38]) liefern

A
2Az < EVCP + 22 (3.39)

Beide Seiten der Ungleichung sind nicht negativ, womit man durch
Quadrieren und Umstellen

12 (A1

dz = 22 A 2
erhéilt. Die Anwendung der Gleichung (330) und der Wurzelfunktion
fithrt dann schlieBlich zur Behauptung (3.33]).

Es wird nun fiir jedes Kachelindexpaar (k,l) ein Frequenzenpaar
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

( (k:0) fék’l)) derart gew#hlt, dass die mit

Ug:;fzﬂ = Uku+m’,lv+n/P§:;9LH (340)

PED = exp (z‘%(fé’“”m’ + f§k>l>n’)) : (3.41)
kil o= 0,1,.,T—1,

m,n = 01,.,v—1

definierten Kacheln U®*+) die Nyquist-Shannon Bedingung (2.8)) (SI4)
fiir die Pixel-Periode Az erfiillen und damit frei von Diskretisierungs-
aberrationen (Aliasing) interpoliert werden kénnen. Die zum vorheri-
gen Abschnitt 32Tl analoge Vorgehensweise wiire eine Interpolation der
Kacheln um den Faktor 7', sodass diese nachher N x N Werte fiir die
Pixel-Periode Az /T enthalten. Eine weitere Multiplikation mit dem zu
P komplex konjugierten ebenen Phasenterm wiirde die urspriingli-
chen Phasenverteilungen wieder herstellen, wonach die Kacheln in die
Objektebene ausgebreitet und zu einem Bild des Objekts zusammen-
gefiigt werden kénnten. Wie in Abschnitt [3.22.1] beschrieben, wire nur
noch eine Ausbreitung fiir ein Feld der Grofie N x N notwendig [17].
Der numerische Aufwand héangt jedoch noch quadratisch vom Interpo-
lationsfaktor bzw. direkt von der Anzahl T? der Kacheln und damit
auch von der optischen Auflésung ab.

Mit Hilfe der Fourier-Transformation kénnen die Kacheln U®:) we-
sentlich effizienter interpoliert und die Multiplikationen mit den zu
P %1 komplex konjugierten Phasentermen vermieden werden. Im Fou-
rier-Raum kann eine Kachel durch ein sogenanntes Zero-Padding in-
terpoliert werden [74]. Zur Beschreibung der Vorgehensweise bezeichne
Q:Cv — CV*N die mit

03 0) 03
QU] = | op  DFT[U®Y] o5
03 0’ 0}
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definierte Abbildung, wobei

5::N—1/
2
sowie
0 0 0
00 ---
0! = L ) Th, fir hyweN;=N\{0}
0 0 0
<
w

gesetzt werden. Das Feld DFT ! {Q [U(kvl)]} mit N x N Werten und
der Pixel-Periode Az /T ist das Resultat einer Fourier-Interpolation des
phasenzentrierten Feldes U*D) . Um die urspriingliche Phasenverteilung
(Gl. (334)) zu erhalten, muss die mit Gleichung ([B40) entfernte Kip-
pung wieder hinzugefiigt werden. Die Multiplikation mit einem linearen
Phasenterm im Ortsraum entspricht einer Verschiebung des Feldes im
Fourier-Raum [55]. Um nur Verschiebungen zwischen gegebenen Pixel-
Positionen von DFT [U(k’l)] zu erhalten, werden die Frequenzen fa(ck’l)
und fgsk’l) auf den mit Gleichung (BI7) gegebenen Wertebereich einge-
schriankt, d.h.

k,l
F) v
z vAz’
k,l
f(k,z) v.vS :
Y vAzx’

l/g(ck’l), V;k’l) € {-v/2,—v/2+1,...,—v/2+ (v —-1)}.

Genauer wird nun fiir jede Kachel U®Y) genau das ganzzahlige Fre-
quenzparameterpaar (Vg(gk’l),ug(/k’l)) gewdhlt, welches den Winkel zwi-

schen der zu P gehorenden Wellenfrontnormalen (k-Vektor) und
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dem durch die Pinhole-Position und Kachelzentrum definierten Vektor
minimiert. Die mit

6+1/?(!k‘l) O(H—z/ék'l) 6+v1§k‘l) )
67V§k’l) v 5+V§k‘l)
A (K, B _ v k.l v
O ){U< )}_ 0V .,  DFT [U*0] 0y on |+ (3:42)
s—v D s—vikD s—phD
67U§k,l) v 5+l/a(ck’l)

verallgemeinerte Abbildung QD interpoliert das Feld U*) und ent-

fernt gleichzeitig die mit Gleichung 340) durchgefithrte Phasenzen-

trierung, sodass Qk:D) [U(k’l)] in die Objektebene ausgebreitet werden
kann und die Summe aller Kacheln
T—1

D” = DFT' | 3t [UW)] A . (3.43)
k,1=0

ein Bild des Objekts mit einer Pixel-Periode von Az /T und einer durch
die NA gegebenen optischen Auflésung liefert.

Zusammenfassend ldsst sich der Algorithmus mit Fourier-Interpola-
tion in drei Schritte gliedern: Zuerst werden fiir einen Faktor T, welcher
mit Ungl. 338) nach unten und durch die Objektausdehnung nach
oben abzuschiitzen ist, die ganzzahligen Frequenzpaare ( ékJ), ?Sk’l))
ermittelt und mit Gl. (840) die Zerlegung des Feldes U in die Menge

{U(’“’l) eC"™ k1 =0,1,...T — 1}

phasenzentrierter Kacheln bestimmt. Die fiir die Frequenzpaare mit
Gl. (342) definierten Abbildungen Q®D: C¥*¥ — CN*N liefern die
Fourier-Transformierten der interpolierten und phasenkorrigierten Ka-

cheln in einem zweiten Berechnungsschritt, wobei ihre Summe

T-1
0% = Y QD [U(k’l)} (3.44)
k,1=0
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Hologramm Referenzphase

(,Kachel*) der Referenzphase

® ebene Phase

_ Teil-Hologramm K& zugehoriger Ausschnitt

RS der Frequenz
f=(f,f,)
@ zentrierte Phase

Fiir jedes
Teil-Hologramm
wiederholen /

Fourier-Spektrum
des Teilfelds

Position abh.
von Frequenz
f=(ff,)

Frequenzantwort der
LAngular Spectrum “
Methode, (AS)

Abbildung 3.6: Prinzip der Kachel-Superposition mit Fourier-Inter-
polation zur Ausbreitung sphérischer Wellenfronten.
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die Fourier-Transformierte der T2-fachen Superposition aller Kacheln
der Detektorebene ist. Der letzte Schritt besteht in der mit Gl. ([B33)
zyklischen Ausbreitung dieses Feldes in die Objektebene, d.h.

D® = DFT! [fj‘b H} .

Der numerische Aufwand setzt sich zusammen aus N? Multiplikatio-
nen zur Phasenzentrierung, aus T2 FFTs fiir die v x v groBen Kacheln,
aus N2 Additionen zur Summenbildung U?, aus héchstens N2 Multi-
plikationen mit der Frequenzantwort H und einer inversen FFT fiir das
N x N grofie Ergebnis. Mit Tv = N und v < N ldsst sich der Aufwand
unabhéngig vom Faktor T durch

O (2T%1*log, v + 2N?logy N) € O (4N?log, N)

nach oben abschitzen. Im Vergleich zur Wellenausbreitung nach Glei-
chung BI5) (S. B4) ist eine Interpolation des Eingangsfelds bei der
Ausbreitung sphérischer Wellenfronten ohne zusétzlichen numerischen
Aufwand moglich.

3.2.3 Bildgebung mit dem Rayleigh-Sommerfeld
Integral

Der im vorherigen Abschnitt beschriebene Algorithmus zur skala-
ren Wellenausbreitung divergenter Wellenfronten ermoglicht eine objek-
tivlose Abbildung mikroskopischer Objekte bei geringem Aufwand [I§]
und wird im Folgenden kurz mit FTSP fir ,Fourier Domain Tile
Superposition Propagation® bezeichnet. Die Anwendung der Fourier-
Interpolation auf einen Ausschnitt des Feldes (einer Kachel) fiithrt durch
die Periodizitédt der diskreten Fourier-Transformation zu unerwiinsch-
ten Strukturen. Das diskrete Fourier-Spektrum einer Kachel, bestehend
aus nur endlich vielen Frequenzen auf einem dquidistanten Raster, fiillt
den gesamten 2D-Ortsraum (die Detektorebene) periodisch mit die-
ser einen Kachel aus. Dadurch treffen die Feldverteilungen zweier sich
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gegeniiberliegender Kanten aufeinander, was im Allgemeinen zu Uns-
tetigkeiten fithrt. Insbesondere unterschiedliche Kriimmungsradien der
Phasenverteilung des Feldes fithren oft entlang der Kanten zu Nullstel-
len. Fiigt man alle so interpolierten Kacheln wieder zusammen, zeich-
nen sich ihre Berithrungskanten in Form eines Gitters schmaler Linien
ab, wie dies mit Abbildung 3.7 veranschaulicht wird. Da dieses Gitter
nur einen geringen Teil der gesamten im Hologramm enthaltenen Infor-
mation stort, kann dieser Effekt fiir eine schnelle Rekonstruktion von
Inline-Hologrammen vernachléssigt werden.

Der im Folgenden beschriebene exakte Algorithmus zerlegt das Ho-
logramm in jedem Pixel in vier verschieden gewichtete Anteile. Diese
vier Sub-Hologramme werden dann mit dem FTSP-Algorithmus in die
Objektebene ausgebreitet und wieder zu einem Bild zusammengefiihrt.
Dabei sind in jedem Sub-Hologramm die Kachelkanten unterschiedlich
angeordnet und die Intensitdten dort durch passend gewihlte Gewichts-
funktionen gleich Null gesetzt. Damit sind die Unstetigkeiten von U
an den Kachelkanten als Ursache der zuvor beschriebenen Interpolati-
onsartefakte beseitigt. Ausgehend von der bekannten Pinhole-Position
(0, Y0, 20), einem gemessenen Hologramm I und einer weiteren Mes-
sung der Beleuchtungssituation |R|2 wird die Objektwellenfront in der
Detektorebene mit Hilfe der Gleichung (314]) approximiert, d.h.

Um,n = (\/ Im,n - |Rm,n|) exp (i(pKW(l‘WH yn)) ) (345)

Tm = Ax(m—N/2),
yn = Az (n—N/2),
m,n = 0,1,...,.N—1.

Der FTSP Algorithmus berechnet die Fourier-Transformierten der Ka-
cheln sowohl vor als auch nach der Interpolation. Um die FFT effizient
einsetzen zu konnen, ist es sinnvoll fiir die Anzahl N der Spalten und
Zeilen des Feldes sowie den Interpolationsfaktor 7' die Bedingungen

N=2" T=2 nteN, t<n
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

Hologramm

Interpolationsartefakte
an den Kanten
3 der Teil-Hologramme
Teil-Hologramm
(,Kachel®)

interpoliertes
Teil-Hologramm

mit der FTSP-Methode
interpoliertes Hologramm

Abbildung 3.7: Entstehung der durch die FTSP-Technik verursach-
ten Interpolationsartefakte. Die Interpolation durch sogenanntes ,Zero-
Padding“ einer diskreten Fourier-Transformierten unterliegt zyklischen

Randbedingungen, sodass die Ubergéinge zwischen den Teilhologram-
men fehlerhaft interpoliert werden.

zu fordern. Wie in den vorherigen Abschnitten soll das N x N grofie
Feld U in 72 Kacheln der GréBe v x v mit

v=N/T=2""
zerlegt werden. Zuvor wird nun jedoch das Feld durch ein sogenanntes
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Hologramm

,Zero-Padding*“

—

Zerlegung mit 4 Gewichtungsfunktionen

W(0,1)—Hologramm

W(1 1)-Hologramm

W(0,0) HoIogramm W(1 0)-Hologramm

[ Verschiebung in x] [Verschiebung iny ] (Verschieb inx & y]

l!ﬁﬁ

Interpolation
mit FFT und ,,Zero-Padding*,
Superposition,
Wellenausbreitung (AS)

Rekonstruktion

Abbildung 3.8: Vermeidung von Interpolationsartefakten durch vier-
fache Anwendung der FTSP-Technik auf eine Zerlegung des urspriingli-
chen Hologramms in vier dem entsprechend gewichtete Hologramman-
teile.
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

Zero-Padding geméf

v/2 v/2 5
01//2 ON 0y/2
0 0
U:= 05/2 U ofj/z , 0 .= Do Th
0 0
OI//2 01//2 01//2
v/2 N v/2
—
w

auf N +v x N + v vergroBert. Dieses vergroBerte Feld U wird nun mit
Hilfe der Gewichtungsfunktionen

WD (2, ) = sin? (gm §I)> sin? (gu gy) k1€ {0,1} (3.46)

mit
> W@y =1, YayeR
k,1e{0,1}

in die vier Summanden

Ul = WD (m,n)U,, (3.47)
m,n = 0,1,..N—-1

zerlegt. Jedes Feld U wird dann wie zuvor in Kacheln zerlegt, wobei
die jeweiligen Nullstellenlinien der Gewichtungsfunktionen die Positio-
nen der Kachelkanten definieren, wie dies in Abbildung B.8 dargestellt
ist. Im Einzelnen erhélt man so eine Zerlegung des urspriinglichen Ho-
logramms in T2 Kacheln aus U9 (T 4 1)? Kacheln aus UMY und
jeweils T(T + 1) Kacheln aus den iibrigen beiden Summanden. Alle
Kacheln werden wie im vorherigen Abschnitt beschrieben in ein N x N
groBes mit Nullen initialisiertes Feld aufaddiert. Beim Zusammenfiihren
aller Kacheln zu einem Bild des Objekts muss der iiberwiegende Teil
der Kacheln in Abhéngigkeit vom Indexpaar der Gewichtungsfunktion
um v/2 Pixel periodisch verschoben werden. Insbesondere werden alle
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Kacheln aus U9 in x-Richtung, alle Kacheln aus U in y-Richtung
und schlieBlich alle Kacheln aus UM in beiden Richtungen verscho-
ben. Da zu diesem Zeitpunkt bereits die Fourier-Transformierten der
Kacheln vorliegen, kann diese Verschiebungen durch den dazu dquiva-
lenten Vorzeichenwechsel jeder zweiten Spalte bzw. Reihe erfolgen. Im
Vergleich mit dem zuvor beschriebenen FTSP Algorithmus steigt der
numerische Aufwand mit

o (8T2y2 log, v + 2N?%log, N) co (1ON2 log, N)

etwa um den Faktor 2.5 an, wenn Tv = N mit v < N vorausgesetzt
wird.

3.2.4 Rekonstruktion eines Bildausschnitts

Mit der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Rekonstruktions-
technik wird das Hologramm liickenlos in eine Menge identisch grofier
Teilhologramme (,,Kacheln®) zerlegt. Wie bereits im Abschnitt B2.1]
(Seite [43)) gefordert, sind bisher nur Kachelgréfien zugelassen, welche
das Objekt vollstédndig iiberdecken. Zusétzlich ist der Vergréferungs-
faktor T', d.h. das Verhéltnis zwischen der Pixel-Periode des Holo-
gramms und der des rekonstruierten Objektbildes, auf eine Potenz
der Zahl 2 eingeschriinkt. Diese Einschrénkungen kénnen zu folgen-
dem Problem fithren. Mit dem Faktor 7, = 2! erhilt man zwar ein
hinreichend grofles Bildfeld, jedoch mit einer grofleren Pixel-Periode
als die gewiinschte optische Auflésung. Andererseits jedoch kann da-
bei der niichstgroBere Faktor T) = 2!+ die gewiinschte Auflésung bei
wiederum zu kleinem Bildfeld liefern. Ein solches zu klein gew&hltes
Bildfeld fiihrt zu periodischen Uberlagerungen des Objektbilds mit
sich selbst. Mit D®5i0.d0) sei wie zuvor die zum Indexpaar (ig, jo)
gehorende Kachel der Objektebene bezeichnet, welche nur das von der
Kachel U*D der Hologrammebene ausgehende Licht enthilt, wobei
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

0 il

10_um

I

Abbildung 3.9: Simulation zur Detailrekonstruktion mit Hilfe eines
vorgefilterten Hologramms. (1) Das abzubildende Objekt besteht aus
drei Balkengruppen: links zwei 2 um breite Balken, rechts drei 2 um brei-
te Balken sowie mittig eine Gruppe von zwanzig 600 nm breiten Balken.
Es wurde ein Hologramm (2) mit 512 x 512 Pixel der Gréfle 5 pm simu-
liert und daraus die Objektwellenfront (3) rekonstruiert. (5a) Das rekon-
struierte Objekt bei einem Vergréferungsfaktor von Ty = 23. (5b) Die
mittige Balkengruppe mit der zugehorigen Pixel-Periode 625 nm ist
nicht auflgsbar. (6a) Bei der Rekonstruktion mit einem VergréBerungs-
faktor Ty = 2* ist das resultierende Fenster in der Objektebene (6b)
mit einer Kantenlénge von 160 pum zu klein, sodass es zu periodischen
Uberlagerungen kommt. (4) Das Hologramm wird auf ein 160 pm grofies
Zielfenster vorgefiltert. (7a) Die Rekonstruktion dieses vorgefilterten Ho-
logramms enthélt keine periodischen Artefakte und auch die mittlere
Balkengruppe der Periode 1.2 pym ist nun aufgeldst (7b).
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3 Neue Rekonstruktionstechnik fiir die inline-holografische Mikroskopie

i0, Jo, K, € {0,1,..., Ty — 1} gilt. Die Summe

T —1
D := ) " Dkkios) (3.48)
k,l1=0

enthilt alle im Hologramm enthaltenen Informationen iiber das Objekt
in dem zu (ig, jo) gehorenden Ausschnitt der Grofe einer Kachel. Nun
sei die Ausdehnung des Objekts grofier als die einer Kachel. Die mit
Gleichung [B:33)) auf der Seite @4l definierte Transformation liefert dann

T—1 T—-1
DFT™' |DFT | Y UKD . H| =D¥+ Y DEE) (349
k,1=0 k,l,i,j=0

(4,5)#(i0,Jo)

womit der gewiinschte Bildausschnitt D mit der in diesem Falle nicht
verschwindenden Summe aller {ibrigen Kacheln der Objektebene iiber-
lagert wird, d.h. es gilt

0 0 0

T -1 R o 0O --- 0
Z D (kLiind) £

k,L,i,j=0 S oo

(4,5)#(40,Jo) 00 --- 0

Mit der im Folgenden beschriebenen Vorfilterung werden die im Ho-
logramm enthaltenen Informationen auf den fiir den gewiinschten Bild-
ausschnitt relevanten Anteil reduziert. Der Detektor wird derart in Po-
sition gebracht, dass die Intensitdt am Rand des Detektors einen vorge-
gebenen Wert nicht iiberschreitet, was im Abschnitt LTIl noch genauer
beschrieben wird. Weiter sei der Abstand zwischen Pinhole und Objekt
kleiner als der dort mit Gleichung ([3H) (Seite 7)) definierte Maximal-
abstand. Bei einer Rekonstruktion mit der k-Vektor-Transformation ist
die frei wahlbare Pixel-Periode bei gleichzeitig geringem numerischen
Aufwand vorteilhaft. Im Abschnitt wird zudem gezeigt, dass in
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3.2 Ausbreitung der Wellenfront

diesem Fall die fiir die maximal erreichbare optische Auflésung not-
wendige Pixel-Periode hinreichend grofl ist, um bei gleichbleibenden
Pixel-Zahlen den beleuchteten Teil des Objekts vollstindig zu iiber-
decken. Das mit der k-Vektor-Transformation fiir diese Pixel-Periode
rekonstruiertes Bild des Objekts enthilt die im Hologramm gespeicher-
te numerische Apertur vollstindig bei gleichzeitig maximaler Bildfeld-
ausdehnung. Wie im Abschnitt beschrieben, kommt es hierbei
jedoch zu astigmatischen Aberrationen, welche mit dem Abstand zum
Entwicklungsursprung zunehmen. In diesem mit Abbildungsfehlern be-
hafteten Objektbild maximaler Ausdehnung werden nun alle Objekt-
teile maskiert, welche aufgrund der zyklischen Randbedingungen bei
der FTSP-Rekonstruktion das Objektbild storen wiirden. Nach einer
Umkehrtransformation enthélt das Hologramm nur noch Informationen
iiber den unmaskiert verbliebenen Ausschnitt in der Objektebene. Die
im Abschnitt [3:2.3] beschriebene Technik rekonstruiert nun ein Bild des
Objekts ohne die anfangs beschriebenen periodischen Uberlagerungen
sowie ohne die fiir die k-Vektor-Transformation typischen Aberratio-
nen. Mit Abbildung 3.9 wird die Wirkungsweise exemplarisch anhand
simulierter Daten veranschaulicht.
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4 Bildgebung mit einem
digitalen inline-holografischen
Mikroskop

4.1 Dimensionierung und Eigenschaften der
Bildgebung

4.1.1 Dimensionierung des Aufbaus

Ein Pinhole wird kohdrent mit einem Laser der Wellenlédnge A beleuch-
tet. Das entstehende Beugungsbild wird im Abstand zy zum Pinhole
mit einem 2D-Bildsensor (CCD, CMOS) mit N x N Pixeln sowie einer
Pixel-Periode von Az detektiert. Das im Folgenden verwendete Ko-
ordinatensystem hat seinen Ursprung (0,0,0) in der Pinhole-Position.
Die z-Achse steht senkrecht zur Detektorebene und durchdringt diese
in der Mitte des Detektors. Die beiden {ibrigen Achsen seien parallel
zu den Pixel-Zeilen (x-Achse) und -Spalten (y-Achse) gewihlt. Ist der
Beobachtungsabstand zy hinreichend grof3 gegeniiber dem Durchmes-
ser d des Pinholes, kann das zugehorige Beugungsbild als rotations-
symmetrisches Produkt einer nicht verschwindenden Funktion und der
Bessel-Funktion 1. Art und Ordnung beschrieben werden [12, S. 442].
Das auf der z-Achse befindliche zentrale Maximum ist von konzentri-
schen dunklen Ringen umgeben, welche zu den Nulldurchgéngen der
Bessel-Funktion gehoren. Fiir den Winkel a zwischen der z-Achse und
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4 Bildgebung mit einem digitalen inline-holografischen Mikroskop

Abbildung 4.1: Skizze zur Dimensionierung einer inline-holografischen
Anordnung.

dem ersten Nulldurchgang gilt die Beziehung

sina = 1.222. (4.1)

Die Position des Detektors (0, 0, z9) sei iiber den Abstand zy so gewéhlt,
dass der erste dunkle Ring die Detektorkanten beriihrt, d.h.

LAY
=5\ \ 1221 :

wobei [ = NAx die Kantenldnge des Detektors bezeichnet. Dies ist je-
doch nur méglich, wenn der Pinhole-Durchmesser d grofier als das 1.22-
fache der Wellenlidnge A ist. Verallgemeinert kann in der Detektorebene
ein Kreisgebiet mit einer durch einen Schwellwert vorgegebenen mi-
nimalen Beleuchtungsintensitit gew#hlt werden. Hierbei definiert der
Durchdringungspunkt der optischen Achse den Mittelpunkt des Krei-
ses und der Schwellwert dessen Radius. Der Schwellwert ist dabei so
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4.1 Dimensionierung und Eigenschaften der Bildgebung

zu wéhlen, dass Objekte aulerhalb des mit Kreis und Pinhole-Position
definierten Kegels zu schwach beleuchtet werden, um das Hologramm
storend zu beeinflussen. Die Intensitédt im 1. Nebenmaximum im Beu-
gungsbild eines Pinholes entspricht 1.75% der Maximalintensitit auf
der optischen Achse [I2 S. 444]. Es sei nun angenommen, dass ein
derart schwach beleuchtetes Objekt das Hologramm nicht stérend be-
einflusst. Die Intensitit nimmt zwischen der optischen Achse und dem
1. Nebenmaximum in der Umgebung der 1. Nullstelle beliebig kleine
Werte an. Aus diesem Grund wird der Offnungswinkel des Beleuch-
tungskegels nun derart verkleinert definiert, dass die Intensitét inner-
halb des Kegels den zur Maximalintensitat relativen Wert ¢ = 0.0175
nicht unterschreitet. Der Beobachtungsabstand ergibt sich dann mit
Hilfe der Beziehung

J1(r2 sin
1(d)\. ) — q — (42)
TS sina 1 —sin” «

wobei J; die Bessel-Funktion 1. Art und Ordnung bezeichnet. Fiir die
Wellenlédnge A = 661 nm, den Pinhole-Durchmesser d = 1 ym und den
relativen Schwellwert ¢ = 0.0175 gilt zum Beispiel fiir den Offnungs-
winkel des Kegels « die Abschétzung sina = 0.665. Ein Detektor mit
2048 x 2048 Pixel und einer Pixel-Periode Az = 3.5 pm wird nach Kri-
terium (£.2)) in einem Abstand von zg &~ 4 mm zum Pinhole positioniert.

Fiir die folgenden Betrachtungen wird vorausgesetzt, dass nur der
Teil des Objekts signifikant an der Hologrammentstehung beteiligt ist,
welcher sich innerhalb des mit der Pinhole-Position und dem halben
Offnungswinkel « definierten Beleuchtungskegels befindet. Weiter be-
zeichne 2’ den grofiten Abstand zwischen einem Objektpunkt und der
zum Detektor parallelen Pinhole-Ebene. Der Durchmesser I’ des Kegels
in dieser obersten Objektebene {(z,y,2’) : x,y € R} ist gegeben mit

I'=27"tana. (4.3)
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N>

Pinhole d

Laserﬁ

o ausreichend stark beleuchtete Objekte
® zu schwach beleuchtete Objekte

Abbildung 4.2: Beleuchtungskegel bei der Inline-Holografie mit Pin-
holes. Fiir die Dimensionierung der Anordnung werden nur die innerhalb
des Kegels befindlichen Objekte (griin) beriicksichtigt und alle iibrigen
(rot) vernachléssigt. Der durch die Detektor-Pixel-Periode Az gegebene
maximale halbe Offnungswinkel 8 definiert eine obere Grenze fiir den
Durchmesser [ des Bildfelds sowie fiir dessen Abstand 2 zum Pinhole.

Es seien nun a und b zwei Punkte in der obersten Objektebene und ¢
ein Punkt in der Detektorebene, wobei alle auch Element des Beleuch-
tungskegels sind, d.h. es gilt

ab € {(zy2): 2% +y* < ('/2)%},

¢ € {(@y.z0)ia+y? < (/27
Der Offnungswinkel < (a, ¢, b) wird fiir einen festen Punkt c iiber alle
zuléssigen Punkte a und b genau dann maximal, wenn diese den maxi-

malen Abstand !’ annehmen und die durch alle drei Punkte definierte
Ebene die z-Achse enthélt. Dieser Winkel lasst sich bei nun festen a und
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b durch Verschieben der Beobachtungsposition ¢ zur z-Achse hin ver-
grofern und wird in der z-Achse selbst maximal. Demnach kann ein Ho-
logramm mit der zur Verfiigung stehenden Pixel-Periode des Detektors
Az in Ubereinstimmung mit dem Theorem von Nyquist-Shannon [40]
vollsténdig aufgezeichnet werden, wenn die Ungleichung

) A

sin 8 < AL (4.4)
erfiillt ist (GL.(2H), SIT). Hierbei bezeichnet 3 den halben Offnungs-
winkel des Detektionskegels, welcher durch das Detektorzentrum und
die kreisférmige Ausleuchtung in einer Objektebene mit dem Abstand 2
zum Pinhole definiert ist. Zusammen mit Gleichung (£3) erhilt man
fiir den Durchmesser | der Ausleuchtung in dieser Ebene

[=2itana  sowie | =2(zp— 2)tanf.

Diese beiden Gleichungen liefern aufgrund der Ungleichung (@A) ei-
ne kleinste obere Schranke Z fiir den Abstand einer Objektebene zum
Pinhole mit

R tan 8
2= ———2,
tana + tan 8
wobei gilt
NAzx ) A
tana = — = sowie tanf = ———.
220 22z (2Az)2 — )2

Bei einer Pixel-Periode Az, einer Pixelanzahl N und einem Pinhole-
Detektor-Abstand zg ist das Objekt unterhalb der Ebene

{(z,y,2) 12,y € R}

mit einem Abstand zum Pinhole von

—1

. NAz Az\? 1
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zu positionieren, d.h. fiir den Abstand der obersten Objektebene gilt
2 <3< z.

Als Beispiel verfiige der Sensor iiber 2048 x 2048 Pixel der Grofe
3.5 pm. Der Abstand zwischen dem mit einem Laser der Wellenlénge
A = 661 nm beleuchteten Pinhole und dem Sensor sei mit 4 mm ge-
geben. In diesem Fall sollte die Probe nicht weiter als 2 = 390 pm
vom Pinhole entfernt sein. Hierbei wurde angenommen, dass Objekte
auBerhalb des mit der Detektorfliche und der Pinhole-Position definier-
ten Kegels nur vernachléssigbar schwache Interferenzstrukturen verur-

sachen.

4.1.2 Auflésungsvermogen

Eine ebene Wellenfront der Wellenldnge \ breitet sich in einem homo-
genen Medium aus, wobei wie zuvor der Brechungsindex mit n = 1
angenommen wird. In einer zur Wellenfront gekippten Ebene erhélt
man fiir Real- und Imaginérteil der Welle einen Sinusterm konstanter
Amplitude mit der Periode

oA A
sina/ ~ NA’

(4.6)

wobei o’ der Einfallswinkel zwischen dem k-Vektor der Wellenfront und
der Normalen der Ebene ist. Ein Sinusgitter der Periode §’ in einer zum
Detektor parallelen Objektebene kann abgebildet werden, wenn der De-
tektor alles vom Gitter ausgehende Licht unter allen Einfallswinkeln
bis hin zu o’ aufnimmt [41]. Mit dem Brechungsindex n = 1 entspricht
sine’ der numerischen Apertur (NA) des abbildenden Systems. Die
Gleichung (6] heifit Gittergleichung fiir die erste Beugungsordnung
und die Periode ¢’ bei normal einfallendem Licht [I2]. Soll demnach
eine in der Objektebene befindliche Gitterstruktur abgebildet werden,
muss ihr Beugungsbild bis hin zu ihrem ersten Nebenmaximum aufge-
zeichnet werden.
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a b C

Abbildung 4.3: Vergleich verschiedener Auflésungskriterien hinsicht-
lich ihrer Anwendbarkeit auf unterschiedliche Objekte. Die numerische
Apertur (NA) wird identisch zur Wellenlédnge in pm gesetzt. (a) In-
kohirente Uberlagerung (fett) zweier Airy-Funktionen (diinn) mit dem
zum Rayleigh-Kriterium gehérenden Minimal-Abstand von 0.61 pm.
(b) Bei kohérenter Uberlagerung kann der gleiche Abstand nicht auf-
gelost werden. (c¢) Die beiden zueinander kohirenten Bildpunkte sind
erst bei einem Abstand von 0.82 pm unterscheidbar. (d) Bei inkohéren-
ter Uberlagerung kann vom Fall zweier auf den Fall mehrerer in ei-
ner Reihe befindlicher Punktquellen geschlossen werden. (e) Bei mehr
als zwei kohérent iiberlagerten Airy-Funktionen ist der zuvor fiir zwei
Quellen gew#hlte Abstand zu klein. (f) Das aus der Gittergleichung ab-
geleitete Auflosungskriterium liefert den auch fiir mehrere, zueinander
kohérente und in einer Reihe angeordnete Punktlichtquellen geltenden
Mindestabstand von 1 pum.

Im Folgenden werden zwei weitere Aufldsungskriterien hinsichtlich
ihrer Anwendbarkeit fiir die Holografie diskutiert. Wird eine Punkt-
quelle unter einer begrenzten numerischen Apertur abgebildet, so erhélt
man als Bild eine sogenannte Airy-Funktion [12]. Nach dem Rayleigh-
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Kriterium koénnen zwei inkohédrente Punktquellen gleicher Intensitét
getrennt abgebildet werden, wenn die jeweils erste Nullstelle ihrer Airy-
Funktionen mit dem Hauptmaximum der jeweils anderen zusammen-
falls [12] B35 [56], d.h. bei einem Abstand von

A

sino/

' =0.61

incoh

(4.7)

Zwischen ihnen fillt die Intensitéit auf 73.5% der Maximalintensitéit ab.
Im kohérenten Fall jedoch sind zwei Punktquellen gleicher Intensitét
und Phase mit einem Abstand von ¢! ., nicht mehr auflgsbar, wie in

mnco.

Abbildung B3] gezeigt. Erst bei einem Abstand von

A
Lo = 0.82—— (4.8)

sin o/

fallt die Intensitdt zwischen beiden Quellen auch im kohérenten Fall
auf 73.5% der Maximalintensitit ab [56} [75]. Wéhrend im inkoh&ren-
ten Fall das mit Gleichung (7)) gegebene Rayleigh-Kriterium auch auf
mehrere Quellen iibertragbar ist, gilt im kohérenten Fall der Faktor 0.82
fiir nur zwei Punktlichtquellen. Ergénzt man das anfanglich vorliegende
Paar von Punktlichtquellen um weitere zu einer eindimensionalen Ket-
te, muss dieser Faktor vergroflert werden und nimmt schliellich den
Wert 1 fiir das anfangs gewiihlte Abbe-Kriterium (6] an. Aus diesem
Grund wird zur Bestimmung des optischen Auflésungsvermégens hier
das Abbe-Kriterium fiir Gitterperioden verwendet.

Befindet sich die mittlere Objektposition auf der mit dem Pinhole
und dem Detektorzentrum definierten z-Achse ldsst sich durch Ein-
setzen der im vorherigen Abschnitt zur Dimensionierung eingefiihrten
Bezeichnungen Gleichung (£8) zu

¥ = a7V (VA + (20— ) (1.9

umformen. Offensichtlich héngt die erreichbare optische Auflésung bei
sonst festen Parametern streng monoton von der Position 2’ € [0, 2] der
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R a
z, o
al
5'
Z Objektebene || z'e [0, 2]
ZY
a
Pinhole d
Laser

Abbildung 4.4: Optische Auflésung bei der Inline-Holografie mit Pin-
holes. Der bei der Dimensionierung ermittelte maximale Abstand Z de-
finiert eine obere Grenze 4 fiir die erreichbare optische Auflésung &'
Vereinfachend kann die optische Auflésung ausgehend vom durch das
Pinhole gegebenen Offnungswinkel o angegeben werden. Die kleinste
auflosbare Strukturgrofle in einer Objektebene ist dann direkt von der
GroBle des Pinholes abhéngig, wobei dies zusétzlich durch die Laserwel-
lenldnge beschrankt wird.

Objektebene ab. Dabei ist ¢’ in 2’ = 0 maximal, wobei der Objektke-
gel mit dem Beleuchtungskegel zusammentfillt. Die theoretisch héchste

optische Auflésung im Sinne eines minimalen ¢’ wiirde man fiir 2’ = 2
mit 6’ = A erhalten. In einem gemifi Abschnitt LTl dimensionierten
experimentellen Aufbau gilt die mit Gleichung (£3]) definierte kleinste
obere Schranke 2 fiir den Abstand zwischen Objekt und Pinhole-Ebene,
wonach die hochste optische Auflésung in einer Objektebene mit dem

Abstand 2z’ = 2 — 0 zum Pinhole erreicht wird.

Ausgehend von einem Detektor mit NV x N Pixeln und einer Pixel-
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Periode Az wird nun gezeigt, dass zur vollstdndigen Darstellung der
Objektwelle in einer Objektebene zwar kleinere, jedoch nicht mehr Pi-
xel bendtigt werden. Wie zuvor angenommen, befinden sich alle abbild-
baren Objekte innerhalb des Beleuchtungskegels. Damit geniigt, begin-
nend mit der Kantenldnge | = NAz des Detektors, ein Bildfeld mit
einer um den Faktor z’/zy reduzierten Kantenlinge I’ zur Darstellung
des Objekts bei einem Abstand von z’ zum Pinhole. Soll ein Bild des
Objekts mit der durch den Detektor gegebenen Pixelzahl dargestellt
werden, kann wegen I’ = [2'/zy die Pixel-Periode fiir das Objektbild
mit

Z/

Ax' = = Ax (4.10)
20

um den gleichen Faktor reduziert werden. Die Kantenlinge I’ wird fiir
den Abstand z’ = Z zum Pinhole maximal und nimmt dort den Wert
! = [ an. Diese Objektposition ist streng genommen im Sinne des
Abschnitts T nicht zulissig, kann aber als obere Grenze dienend an
dieser Stelle hinzugenommen werden. Aufgrund der dort kleinstméoglich
aufldsbaren StrukturgréBe & mit ¢'(z') > 6 fiir alle 2’ € [0, 2] geniigt es

die Behauptung fiir eben diese Objektebene mit Hilfe der Ungleichung

2 0
A= —Azx < - 4.11
b= Ar<y (4.11)
zu zeigen. Die Gleichung (£9) wird fiir §' = 6 und 2/ = 2 in Unglei-

chung ([@TII)) eingesetzt und es folgt

2 A 2 2

Da sowohl A, N als auch Ax echt positive GroBlen sind, erhilt man
nach Umstellen

ZiOAxN/\Ax < \/(NAx/2)2 + (20 — 2)° (4.12)

Die Ungleichung (£4) wird zu
Az 1

A < 2sin 8
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umgestellt und fiir eine engere Abschéitzung der rechten Seite von Un-
gleichung ({IT)) in die linke Seite eingesetzt, wonach zu zeigen geniigt
ZN Az

229 sin 8

< \(NAz/2)? + (20 — 2)% (4.13)

Hierbei bezeichnet 3, wie im vorherigen Abschnitt eingefiihrt, den hal-
ben Offnungswinkel des Detektorkegels. Unter Verwendung der Grofie
[ = 2NAzx/z gilt fiir den Sinus dieses Winkels

1/2
< \2 .
(i12) + (20 - 2)
Dies, in Ungleichung (£I3) eingesetzt, fithrt zu

SR R

und mit 0 < 2/z9 < 1 folgt schliellich die Behauptung.

sin 8 =

4.1.3 Bildfelddurchmesser

Der Detektor verfiigt wie zuvor iiber N x N Pixel mit der Pixel-Periode
Az in beiden Dimensionen. Wie im Abschnitt [£.I.1] beschrieben, defi-
niert o den halben Offnungswinkel des Beleuchtungskegels. Dieser er-
gibt sich aus dem Beugungsbild des Pinholes in der Detektorebene der-
art, dass ausgehend von der Intensitdt auf der in der Detektormitte be-
findlichen optischen Achse die Intensitit am Rand des Detektors einen
vorgegebenen Schwellwert nicht iiberschreitet. Der Winkel v héngt ne-
ben dem Schwellwert auch vom Pinhole-Durchmesser d und der Wel-
lenléinge A des Lasers ab. Zur vollen Ausnutzung des Detektors ist dieser

mit einem Abstand von

l

" 2tana
zum Pinhole zu positionieren, wobei | = NAz die Kantenldngen der

Detektorfliche bezeichnet.

20 (4.14)
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/
kleinste noch auflésbare
Gitterperiode A

Pixel-GroRe
AxXAx

Abbildung 4.5: Zum Bildfeld der Inline-Holografie mit Pinholes.

Ausgehend von Gleichung (3] auf der Seite[G7 erhilt man die kleins-
te obere Schranke 2 fiir den Abstand 2’ zwischen Objekt und Pinhole
iiber die Beziehung

l\2>‘§

l Az\? 1
=1+ —/ (=) - =, 41

Die kleinstmoglich auflésbare Gitterperiode ¢’ in einer Objektebene ist
durch die in der maximal zuléssigen Ebene mit Abstand Z zum Pinhole
erreichbare Periode

- 2)
5 =222 + (20— 27 (4.16)
l
nach unten beschrinkt. Der Durchmesser I’ der kreisférmigen Ausleuch-
tung, welche bei der Rekonstruktion das Bildfeld definiert, wird durch
z
= —] 4.17
- (417)

fiir genau diesen Probenabstand Z nach oben beschrinkt. Im Sinne
des Abschnitts fLT.T] ist dieser Probenabstand streng genommen nicht
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4.1 Dimensionierung und Eigenschaften der Bildgebung

zuléssig, wird jedoch als obere Grenze der Menge aller giiltigen Objekt-
positionen hinzugefiigt.

Verdnderung der Pixel-Anzahl: Der Detektor verfiige nun iiber Ny x
N, Pixel bei gleichbleibender Pixel-Periode Az, womit [; := NjAx
die neue Kantenlinge des Detektors bezeichnet. Der neue Abstand z;
zwischen Pinhole und Detektor ist dann iibereinstimmend mit Glei-

chung ([I4) durch

N
2 = leo (4.18)

gegeben. Entsprechend Gleichung ([I5]) gilt fiir den neuen maximalen
Probenabstand 2; die Beziehung

21 Ax 1
— =1 -. 4.1
2’1 + z1 ( A ) 4 ( 9)

Mit Gleichung ([£I8) erhilt man

Z1 NlAl‘ AJ? Al‘
4= 1/ —7_1 —,/ -, (42
21 leo/N + O

sodass iiber Gleichung (ZTI7T) schliellich folgt

s & Z L Ny
oAy 2 _ Mg 421
1 - 1 o 1 sowie 2 2 ( )

Es wird nun angenommen, dass die aufgrund der neuen Pixel-Anzahl
N; durchgefiihrte Anpassung der Absténde (zg,2) zu (21, 21) das op-
tische Auflosungsvermdgen nicht beeinflusst. Bestétigt wird dies durch
Einsetzen von Iy = Nyl/N sowie der Gleichungen (I8) und [2I) in
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4 Bildgebung mit einem digitalen inline-holografischen Mikroskop

(#T8), wonach folgt

- 2A [(11\?
61 = (1> +(21 —21)2

o\ \2
ONA [(IN\? (N N L\P
= — ) + | ==20— =2
INq 2N N N
2 R
= W2+ (- 2

= 4.

Eine Erweiterung des Detektors von N x N zu N7 X N7 Pixel mit gleich
bleibender Pixel-Periode Az fithrt nach Anpassung der Dimensionie-
rung unter Beriicksichtigung des Nyquist-Shannon-Theorems (Unter-

kapitel LII) zu einem um den Faktor Ni/N verdnderten Bildfeld-
durchmesser bei konstant bleibendem optischen Auflésungsverméogen.

Veranderung des Pixel-Abstands: Die Pixel-Periode des Detektors
sei nun mit Azo derart gegeben, dass bei einer angepassten Pixel-Zahl
von Ny X No dessen Ausdehnung mit NoAxzy = [ unverindert bleibt.
Damit bleibt auch der Abstand z9 = zg zwischen Pinhole und Detektor
unverdndert. Die Gleichung (1)) beschreibt mit

-1

R l Azs\? 1
Zo(Azs) = 1+% (>\2> 1 20

eine in Az, streng monoton fallende Funktion, wobei stets Azg > /2
gefordert wird.

Ein Detektor mit verkleinerter Pixel-Periode ermoglicht bei giiltig
bleibenden Nyquist-Shannon-Kriterium einen verkiirzten Abstand zwi-
schen Probe und Detektor. Die dabei konstant bleibende Detektorfliche
fithrt dabei zu einer Aufldsungserhhung und gleichzeitig tiber den nun
vergroflerten Abstand zwischen Pinhole und Probe zu einem entspre-
chend vergroflerten Bildfelddurchmesser.
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4.2 Experimenteller Aufbau

Der experimentelle Aufbau entspricht der klassischen inline-hologra-
fischen Anordnung nach Dennis Gabor [I] und besteht aus einer kohé-
renten Lichtquelle, einer mikroskopischen Lochblende zur Generierung
einer sphérischen Wellenfront sowie einem lichtempfindlichen Medium
zur Aufnahme des Hologramms. Als kohérente Lichtquelle kommt eine
Laserdiode mit der Wellenléinge 661 nm zum Einsatz. Der Durchmesser

T %
Z, P

: - C&\ Probe auf]GIastr ager
’

| | Pinhole-Chip

fd

Laser

Abbildung 4.6: Aufbau fiir die linsenlose inline-holografische Mikro-
skopie. Aus Platzgriinden wurde die Laserlichtquelle von der Seite an-
gebracht und der Laserstrahl dann iiber einen Umlenkspiegel auf das
Pinhole gerichtet.

der Lochblende (Pinhole) liegt mit 600 nm bis 1.2 pum in der GréBenord-
nung der Laserlichtwellenldnge. Die Aufnahme des Hologramms iiber-
nimmt ein CMOS Detektor, wobei die Probe in den Strahlengang zwi-
schen Pinhole und Detektor mit Hilfe eines Glastrigers eingebracht
wird. Abbildung [£8] zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus.

4.2.1 Laser

Als kohérente Lichtquelle wurde eine Laserdioden-Strahlquelle aus der
Produktserie 51nanoFCM der Firma Schéfter-Kirchhoff GmbH mit ei-
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4 Bildgebung mit einem digitalen inline-holografischen Mikroskop

ner Wellenlénge von 661 nm gewéhlt. Die Laserdiode liefert eine {iber
ein Potentiometer einstellbare zeitlich konstante Ausgangsleistung von
maximal 6 mW. Am Ende des angekoppelten polarisationserhaltenden
Single-mode-Faserkabels liegt ein gauf3formiges Strahlprofil mit einer
numerischen Apertur von 0.12 vor. Diese divergente Wellenfront wurde
mit Hilfe einer Linsengruppe auf das Pinhole fokussiert. Das durch in-
terne HF-Modulation auf ca. 1.5 nm (FWHM) verbreiterte Spektrum
des Lasers fithrt zu einer auf etwa 300 pm begrenzten Kohérenzlidnge.
Dies bietet den Vorteil, dass doppelt reflektiertes Licht, z.B. zwischen
dem Probentriiger und dem Pinhole-Chip, bei einem Grenzflichenab-
stand von mehr als 160 pum nicht signifikant interferiert und im Holo-
gramm einen nicht stérenden, inkohérenten Offset verursacht.

Detektor
Glastrager
{160 pm
Pinhole-Chip
(a) Laser

Abbildung 4.7: Doppelreflexion zwischen Glastriger und Pinhole-
Chip. (a) Die vom Pinhole ausgehende Welle (dicke Pfeile) wird durch
die doppelt reflektierte Welle (diinne Pfeile) iiberlagert. (b) Die Messung
mit einem hochkohérenten Laser (Kohérenzlinge > 1 m) zeigt deut-
lich die Interferenz zwischen der Pinhole-Welle und dem reflektierten
Licht in Form eines konzentrischen Ringmusters. (c) Bei einer zweiten
Messung mit einem kurzkohdrenten Laser (Kohé#renzlénge ca. 300 pm)
iiberlagern sich beide Wellen nahezu inkohérent, sodass ihre Phasenkor-
relation nicht langer zeitlich stabil ist und sich nur noch die Intensitéten
der Wellen addieren.

78



4.2 Experimenteller Aufbau

4.2.2 Pinhole

Die benétigten Pinhole-Chips wurden von der Abteilung fiir Mikro-
strukturierung des Instituts fiir Photonische Technologien (IPHT) Jena
gefertigt. Ein 490 pm starker Si-Wafer wurde hierbei durch plasmaun-
terstiitzte chemische Gasphasenabscheidung (plasma enhanced chemi-
cal vapour deposition, PECVD) mit einer 1 pum dicken SigNy-Schicht
versehen. In diese Schicht wurden mittels reaktiven lonen#tzen die
gewiinschten Pinhole-Strukturen eingebracht. Von der gegeniiberlie-
genden Seite wurde die Pinhole-Membran grofiflichig fotolithografisch
freigelegt. Die SigNy-Schicht ist jedoch im wesentlichen optisch trans-
parent. Um eine optische Blockung zu erreichen, wurde die Schicht
zusitzlich durch Kathodenzerstdubung (Sputtern) mit einer Reinst-
Aluminium-Schicht metallisiert. Damit konnte der Kontrast erheblich
gesteigert werden [76]. Auf diese Weise wurden unter anderem Pinholes
mit Durchmessern von 1.2 pm bis 600 nm gefertigt. Die Abbildung 8]
zeigt den prinzipiellen Aufbau der verwendeten Pinhole-Chips.

490 ym Si Si

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung eines Pinhole-Chips. Die
etwa 1 pm starke Siliziumnitrid-Schicht ist weitestgehend optisch trans-
parent und wurde daher zusétzlich mit einer Reinst-Aluminium-Schicht
versehen.
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4.2.3 Detektor

Zur Detektion der Hologramme kam ein monochromer CMOS-Sensor
IBIS4-6600 der Firma Cypress Semiconductor Corporation zum Ein-
satz. Dieser verfiigt iiber 6.6 Millionen Pixel mit 2210 Zeilen, 3002 Spal-
ten und einer Pixel-Periode von 3.5 pum. Zudem ist der Sensor pro-
grammierbar, sodass auch ein verkleinerter, benutzerdefinierter Bild-
ausschnitt direkt auslesbar ist. Fiir eine rasche numerische Auswer-
tung der Hologramme mit Hilfe der schnellen Fourier Transformation
(FFT) wurden ausschlielich quadratische Bildausschnitte der Grofien
1024 x 1024 bzw. 2048 x 2048 gewihlt. Der direkt mit dem Sensor-Chip
verbundene AD-Wandler gibt Messwerte mit 10 Bit Auflosung aus. Als
Einheit der gemessenen Intensitdten wird counts gewahlt. Die nichtli-
neare Kennlinie des Sensors wurde durch eine Messreihe bestimmt und
iiber ein Polynom vierten Grades korrigiert [76]. Dem zugehorigen Da-
tenblatt kann ein Sattigungswert von 21500 e~, ein Dunkelstromanteil
von 78 e~ /s sowie ein Detektor-Rauschen von 24 e~ (RMS-Wert) ent-
nommen werden. Experimentell wurde bei einem Séttigungswert von
1023 counts ein Dunkelstrom von 16 counts/s, ein Detektor-Rauschen
von 3.3 counts und dariiber hinaus ein zeitlich konstanter Offset von
97 counts ermittelt [76]. Der Sensor wurde ohne Schutzglas eingesetzt.
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4.3 Experimentelle Ergebnisse

Eine experimentelle Anwendung der in der vorliegenden Arbeit be-
schriebenen Rekonstruktionstechniken erfolgte mit Hilfe eines objektiv-
losen digitalen inline-holografischen Mikroskops nach dem Prinzip von
Dennis Gabor [I]. Die auf der Seite [7] befindliche Abbildung zeigt
ein Foto des Aufbaus. Der verwendete Chip mit einem etwa 800 nm
grofien Pinhole ist im Abschnitt (S.[MA) und der eingesetzte Laser
mit einer Wellenlédnge von 661 nm im Abschnitt 211 (S. [T7) beschrie-
ben. Als Probentriger dienten handelsiibliche Deckgldser mit den Ab-
messungen 24 mm x 24 mm x 170 pm, wobei deren Brechungsindex
bei der Rekonstruktion nicht berticksichtigt wurde. Die Aufnahme der
Hologramme erfolgte mit dem in Abschnitt (S.B0) beschriebenen
CMOS-Sensor. Als erste Testobjekte dienten Polymethylmethacrylat-

(1) !

(LTI
Detektor

/'
Z!)
Glastrager

ES Pinhole-Chip
| ﬁ )

Laser ~ 10 um

Abbildung 4.9: (1) Schematische Darstellung des experimentel-
len Aufbaus und Mikroskop-Aufnahmen (NA 0.75) der abzubilden-
den Objekte bestehend aus (2) 2.02 pum bzw. (3) 1.06 pm grofien
Polymethylmethacrylat-Kugeln.

Kugeln (PMMA, Acryl- oder auch Plexiglas) der Firma microPartic-
les GmbH in verschiedenen Gréfien. Diese wurden in destilliertes Wasser
gegeben und die Suspension auf ein Deckglas getropft. Abhéngig von
der Konzentration entstanden so wahrend des Eintrocknens einschich-
tige Kugel- Cluster. Die Abbildung [£.9] zeigt Mikroskop-Aufnahmen sol-
cher Proben bestehend aus 2.02 pym £ 0.05 gm und 1.06 pm + 0.05 pm
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4 Bildgebung mit einem digitalen inline-holografischen Mikroskop

groflen PMMA-Kugeln. In der Tabelle 1] sind die im Folgenden ver-
wendeten Bezeichnungen der implementierten Algorithmen zur Holo-
grammrekonstruktion aufgelistet.

Bezeichnung | Technik Abschnitt

TSP Ausbreitung einer Summe B.21]
von Teilhologrammen, (Seite [39)
, Tile Superposition Propagation“

FTSP Ausbreitung einer Summe B.2.2
Fourier-transformierter (Seite [8])
Teilhologramme,
wFourier-Domain TSP*

FTSPx4 4-fache Anwendung der FTSP B.2.3
zur Vermeidung von Inter- (Seite B3)
polationsartefakten

SFT k-Vektor Transformation, 252
»opatial Frequency Transform“ (Seite 24))

FoV wField of View“-Vorfilterung .24
mit Hilfe der SFT (Seite B8)

Tabelle 4.1: Ubersicht vorgestellter Rekonstruktionstechniken.

Experiment 1: In einem ersten Experiment wurde ein 2048 x 2048 Pi-
xel grofes Hologramm des mit Abbildung 29| (2) dargestellten Objekts,
bestehend aus PMMA-Kugeln der Gréfle 2.02 pm (£0.05 pm), gemes-
sen. Ausgehend vom Abstand zy = 3850 pum zwischen Pinhole und
Detektor ergab die Rekonstruktion einen Abstand von 2z’ = 510 pm zwi-
schen Pinhole und Objekt. Zusammen mit der Sensorausdehnung | =
7.168 mm (Pixel-Periode Az = 3.5 pm) fiithrt dies zu einer numerischen
Apertur von etwa 0.73 fiir Objekte nahe der optischen Achse. Einzelne
Objekte konnen dann mit einer Wellenldnge von A = 661 nm getrennt
abgebildet werden, wenn der Abstand zwischen ihnen ¢’ = 900 nm
nicht unterschreitet, wonach theoretisch die einander berithrenden Ku-
geln getrennt abbildbar sind. Vergleichend wurde das Hologramm nun
erst unter paraxialer Ndherung, dann unter sphérischer Ndherung und
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20 um

 »amas

' ". el I T T4
“”‘....\\

Abbildung 4.10: Objektivlose inline-holografische Mikroskopie trans-
parenter PMMA-Kugeln (Durchmesser 2.02 pum) mit verschiedenen Re-
konstruktionstechniken. (1) Mit der paraxialen Fresnel-Ndherung ist die
Rekonstruktion einzelner Kugeln nicht méglich. (2) Die DIHM Software
basierend auf dem Kirchhoff-Helmholtz Integral bildet die einzelnen Ku-
geln ab. (3) Der FTSP Algorithmus liefert eine Abbildung mit optisch
getrennten Kugeln bei hoherem Kontrast.
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schliefflich basierend auf dem Rayleigh-Sommerfeld-Integral rekonstru-
iert. Abbildung illustriert die Ergebnisse der verschiedenen Re-
konstruktionstechniken. Im Einzelnen sind dies ein Algorithmus unter
Fresnel-Néherung, die im DIHM Software-Package von H. J. Kreuzer
implementierte Kirchhoff-Helmholtz Transformation [22] sowie der im
Abschnitt erarbeitete FTSP-Algorithmus [I8]. Die Pixel-Periode
in der Objektebene kann bei den beiden letzteren Algorithmen gewéhlt
werden und wurde auf 218.75 nm festgelegt. Unter paraxialer Ndaherung
konnen im Falle der gegebenen Dimensionierung die Kugeln nicht ge-
trennt abgebildet werden. Der Grund hierfiir ist in ihrer auf nur kleine
numerische Aperturen (NA < 0.1) eingeschrinkte Giiltigkeit zu sehen.
Sowohl die Rekonstruktion mit Hilfe der DTIHM Software als auch der
FTSP-Algorithmus liefern die zur Abbildung der Kugeln notwendige
optische Auflésung.

Experiment 2: Die durch den Aufbau definierte numerische Apertur
(NA) von etwa 0.7 lésst eine Abbildung auch kleinerer Objekte zu. Dies
zu verifizieren wurde in einem zweiten Experiment ein Hologramm mit
1.06 pm=+0.05 pm grofien PMMA-Kugeln gemessen. Die Abbildung[£.9]
Teilbild (3) zeigt eine Mikroskop-Aufnahme dieser Probe. Fiir eine Ab-
bildung sich beriihrender Kugeln mit einer Beleuchtungswellenlinge
von A = 661 nm muss eine NA von mindestens 0.63 realisiert werden.
Wihrend des Eintrocknens der Suspension schlieffen sich die Kugeln
zu Kugel- Cluster mit hexagonaler Anordnung zusammen. Um einzelne
Kugeln solcher Cluster optisch getrennt abzubilden, kann eine um den
Faktor \/m vergroflerte NA von 0.72 nétig werden. Der Abstand zwi-
schen Pinhole und Detektor wurde mit zp = 4110 pm bestimmt, infol-
gedessen die Probe bei einem Abstand von 2’ = 291.6 ym zum Pinhole
fokussierte. Mit den 2048 x 2048 Pixeln der Grofle 3.5 pm erhéilt man
fiir Objekte nahe der optischen Achse theoretisch eine NA von 0.68
parallel zu einer der Detektorkanten bzw. 0.80 entlang einer Detektor-
diagonalen. Die Abbildung [£.IT] zeigt die Ergebnisse der Rekonstrukti-

84



4.3 Experimentelle Ergebnisse

ST =

15 m “T5um
Abbildung 4.11: Objektivlose inline-holografische Mikroskopie trans-
parenter PMMA-Kugeln (Durchmesser 1.06 pm) bei verschiedenen nu-
merischen Aperturen. (1) Das Inline-Hologramm wurde mit 2048 x 2048
Pixeln und einer Pixel-Periode von 3.5 pm detektiert. (2) Die FTSP-
Rekonstruktion mit einer Pixel-Periode von 218.75 nm bildet die ein-
zelnen Kugeln ab. Die untere Reihe zeigt die Abhéngigkeit der Rekon-
struktion von der genutzten Detektorfliche, welche durch Maskierung
entsprechend einer numerischen Apertur (NA) von 0.65, 0.70 sowie 0.75
variiert wurde. Aufgrund der hexagonalen Anordnung der sich beriihren-
den Kugeln wird die zur Abbildung notwendige NA einen Wert zwischen
0.63 und 0.72 annehmen. Wie in den Detailbildern der 3D-Ansichten zu
sehen ist, kommt es auch beim Ubergang von 0.70 zu 0.75 noch zu einer
Auflésungserhohung.
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Abbildung 4.12: SFT-Rekonstruktion einer flachen ausgedehnten Sze-
ne mit 1.06 pm groflen PMMA-Kugeln. Nahe der Bildmitte, dem Ent-
wicklungsursprung der SFT-Technik, werden noch einzelne Kugeln ab-
gebildet (1). Mit zunehmendem Abstand zur Bildmitte nehmen die SFT-
typischen Aberrationen zu, bis die Kugeln schliefSlich nicht mehr trenn-
bar sind (2, 3).
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50 ym

Abbildung 4.13: FTSPx4-Rekonstruktion einer flachen ausgedehnten
Szene mit 1.06 pm grofen PMMA-Kugeln. Im gesamten Bildfeld sind
die einzelnen Kugeln voneinander getrennt abgebildet (1, 2, 3).
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on mit dem FTSP-Algorithmus. Hierbei wurde der Reskalierungsfaktor
T = 16 gewahlt, sodass die resultierende Pixel-Periode in der Objek-
tebene 218.75 nm betrdgt. Anhand dabei angewandter Maskierungen
des Hologramms kann auf eine realisierte numerische Apertur von mehr
als 0.70 geschlossen werden, wie dies in Abbildung FL.TT] dargestellt ist.
Diese mit der FTSP-Technik erreichte optische Auflésung kann auch bei
sphirischer Niherung, z.B. mit der k-Vektor-Transformation (SFT), fiir
ein hinreichend kleines Gebiet um den Entwicklungsursprung erreicht
werden. Aufgrund der geringen lateralen Ausdehnung der bisher ab-
gebildeten Proben kommt es dabei kaum zu den in Abschnitt ab
Seite [34] beschriebenen astigmatischen Aberrationen.

Experiment 3: In einem dritten Experiment wurde ein Hologramm
einer grofleren Gruppe der 1.06 pum PMMA-Kugeln gemessen. Die Ab-
stdnde wurden mit zg = 4120 um zwischen Pinhole und Detektor sowie
mit 2’ = 294 pm zwischen Pinhole und Probe bestimmt. Zunichst
wurde das Hologramm mit dem SFT-Algorithmus (Tab. 1)) rekon-
struiert. Die Abbildung zeigt das rekonstruierte Bild der Objek-
tebene. Die Detailabbildung (1) zeigt die nihere Umgebung des Ent-
wicklungsursprungs der k-Vektor-Transformation (Bildmitte), wo ein-
zelne Kugeln voneinander getrennt abgebildet werden. Mit zunehmen-
den Abstand zum Entwicklungsursprung nimmt jedoch die Aberration
zu und damit das optische Auflésungsvermogen ab, wie die Detailan-
sichten (2) und (3) der Abbildung [L12lzeigen. Ausgehend vom gleichen
Hologramm zeigt Abbildung T3] das mit dem FTSPx4-Algorithmus
(Tab. A1) rekonstruierte Objektbild. In allen Detailabbildungen kon-
nen die einzelnen Kugeln voneinander unterschieden werden. Die Pixel-
Periode des rekonstruierten Objektbilds wurde in beiden Féllen auf
218.75 nm gesetzt. Um eine im gesamten Bild gleichméfig hohe opti-
sche Auflésung zu erhalten, musste aufgrund der geringen Schérfentiefe
die Verkippung des Objekttriigers (Deckglas) zur Detektorfliche kor-
rigiert werden. Hierbei wurde die Objektebene 1.2% um die y-Achse
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und anschlieBend —0.5% um die x-Achse mit Hilfe einer hierfiir entwi-
ckelten numerischen Methode gekippt. Die Griéfle des rekonstruierten
kreisformigen Bildausschnitts kann mit einem Durchmesser von min-
destens 260 pum angegeben werden (Abb. AI3]).

Abstand zw. Abstand zw. NA
Pinhole und Pinhole und
Detektor Objekt
20 z

Experiment 1 3850 um 510 pm (365 pm) | 0.73 (0.83)
Experiment 2 4110 pm 292 pm (403 pm) | 0.68 (0.80)
Experiment 3 4120 pm 294 pm (405 pm) | 0.68 (0.80)

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der in den Experimenten realisierten
Abstédnde und der damit erreichbaren numerischen Aperturen (NA).
Hinter den realisierten Abstéinden 2’ zwischen Pinhole und Objekt sind
in Klammern die maximal zulissigen Abstidnde Z zur alias-freien Auf-
zeichnung der Hologramme angegeben. Bei Experiment 1 wurde diese
Bedingung verletzt, jedoch nahm das hier abgebildete Objekt nur etwa
die Hilfte des beleuchteten Bereichs in Anspruch. In diesem speziellen
Fall kann der zuldssige Maximalabstand auf etwa 650 pum vergroflert
werden. Die Werte fiir die NA sind sowohl fiir die Kantenlénge als auch
fiir die Diagonale (in Klammern dahinter) der Detektorfliche angege-
ben.

Detailrekonstruktion: Wird nun ausgehend vom gleichen Hologramm
ein um den Faktor T' = 64 vergroflertes Bild des Objekts rekonstruiert,
ist der mit der resultierenden Pixel-Periode von 54.69 nm und gleich-
bleibender Pixel-Zahl gewéhlte Bildausschnitt in der Objektebene klei-
ner als das abzubildende Objekt. Dieser Bildausschnitt wird nun durch
alle weiteren, das gesamte Objekt iiberdeckenden Ausschnitte iiberla-
gert, wie dies im Abschnitt B.2.4] beschrieben wurde. Das kann zu ei-
ner volligen Zerstérung des Objektbilds fithren, wie dies exemplarisch
in der Abbildung 14 (1b) gezeigt wird. Mit Hilfe der FoV-Filterung
(Tab.[ET) kann der Informationsgehalt des Hologramms auf den fiir den
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Abbildung 4.14: Rekonstruktion eines Bildausschnitts. Die FTSP-
Technik mit Reskalierungsfaktor 7' = 64, angewandt auf das Holo-
gramm (la) mit 2048 x 2048 Pixel und einer Pixel-Periode von 3.5 um,
fiihrt zu einem Bildausschnitt, der kleiner ist als die Objektausdeh-
nung. Es kommt zu periodischen Uberlagerungen, welche das Objekt-
bild zerstéren (1b). Wird das Hologramm durch die vorgestellte FoV-
Filterung auf einen gewiinschten Bildausschnitt der Objektebene redu-
ziert (2a, 3a), konnen die 1.06 pum-PMMA-Kugeln eines zuvor gewéhlten
Ausschnitts der Gesamtszene rekonstruiert werden (2b, 3b).



4.3 Experimentelle Ergebnisse

gewiinschten Ausschnitt notwendigen Anteil reduziert werden. Beispiele
derart gefilterter Hologramme sind mit den Abbildungen T4 (2a) so-
wie (3a) gegeben. In der Objektebene sind nun alle nicht im gewéhlten
Ausschnitt befindlichen Objektteile entfernt und, wie mit den Abbil-
dungen AT (2b) und (3b) gezeigt, die Szene im gewéhlten Ausschnitt
wiederhergestellt.

Reskalie- Rechenzeit in Sekunden fiir

rungsfaktor | 1024 x 1024 Bildpunkte 2048 x 2048 Bildpunkte
T TSP FTSP FTSPx4 | TSP FTSP FTSPx4
2 0.7 0.6 2.1 3.0 2.5 8.7
4 1.1 0.6 1.7 5.7 2.5 7.3
8 2.9 0.6 1.6 15 2.5 6.6
16 9.8 0.6 1.6 55 2.9 6.8
32 39 0.8 1.7 214 3.1 6.8
64 147 0.9 2.0 831 4.0 6.9

Tabelle 4.3: Ubersicht der von einem 2.66 GHz Intel Core 2 Duo Pro-
zessor bendtigten Rechenzeiten fiir die Rekonstruktion von Hologram-
men mit verschiedene Pixel-Zahlen, Rekonstruktionsmethoden und Res-
kalierungsfaktoren.

Rekonstruktionsaufwand: Die in der Arbeit vorgestellten Techniken
zur Rekonstruktion von Inline-Hologrammen zielen auf eine effiziente
Berechnung des Rayleigh-Sommerfeld-Integrals fiir die skalare Wellen-
frontausbreitung. Aus diesem Grund gilt neben der erreichten opti-
schen Auflosung das Interesse der dafiir benotigten Rechenzeit. Fiir
die numerische Rekonstruktion der Hologramme wurde ein Desktop-
PC mit einem 2.66 GHz schnellen Intel Core 2 Duo E6750 Prozessor
auf einem Intel DP35DP Mainboard mit 1333 MHz Busgeschwindigkeit
und 2048 MB DDR2 Arbeitsspeicher eingesetzt. Die Implementierun-
gen der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Algorithmen wur-
den fiir das Betriebssystem Windows XP erstellt und werden durch die
FFTW 3.2.2 Bibliothek zur FFT Berechnung [77] unterstiitzt. In Tabel-
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Abbildung 4.15: (1) Diagramm der von einem 2.66 GHz Intel Core 2
Duo Prozessor benétigten Rechenzeiten fiir die Rekonstruktion eines
Hologramms mit 4 Millionen Pixel fiir verschiedene Rekonstruktionsme-
thoden und Reskalierungsfaktoren. (2) Das Verhiltnis der Rechenzeiten
zwischen der FTSPx4- und der FTSP-Technik fiir verschiedene Reska-
lierungsfaktoren schwankt um den theoretisch zu erwartenden Wert von
2.5.
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le[43]sind die benétigten Rechenzeiten zur Rekonstruktion von 1 sowie
4 Mega-Pixel Hologrammen mit Hilfe der in der Tabelle 1] aufgeliste-
ten Techniken angegeben. Die am Ende des Abschnitts B.2.1] bemerkte
quadratische Abh#ngigkeit der TSP-Technik vom Reskalierungsfaktor
T sowie die im Abschnitt festgestellte Unabhéngigkeit der FTSP-
Technik von diesem Faktor ist mit den Werten der Tabelle 3] bestétigt
und ist in Abbildung grafisch dargestellt. Die zur Vermeidung der
durch die FTSP-Technik hervorgerufenen Interpolationsartefakte vor-
gestellte FTSPx4-Technik benétigt theoretisch eine um den Faktor 2.5
hohere Rechenzeit. Anhand der Werte der Tabelle 3] und fiir zwei
weitere Reskalierungsfaktoren konnte fiir die zugehorigen Implementie-
rungen ein dhnliches Verhéltnis zwischen ihren benttigten Rechenzeiten
beobachtet werden, wie mit Abbildung veranschaulicht wird.
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5 Zusammenfassung und
Ausblick

Ein kohérent beleuchtetes Pinhole erzeugt eine sphérische Wellenfront,
welche durch ein mikroskopisches Objekt beeinflusst wird. Das hinter
dem Objekt entstehende Hologramm wird mit einem planaren 2D-Bild-
Detektor aufgezeichnet. Seit mehr als einem Jahrzehnt reprisentiert
die von H. J. Kreuzer entwickelte Rekonstruktionsmethode den Stand
der Technik fiir die digitale inline-holografische Mikroskopie mit Pinho-
les [22], [73, [7§]. Hierbei wird mit Hilfe einer Koordinatentransformation
das Hologramm von der Detektionsebene auf eine sphérische Pinhole-
Wellenfront iibertragen und von dort mit Hilfe der Kirchhoff-Helmholtz
Transformation ein Bild des Objekts rekonstruiert. Von Garcia-Sucer-
quia et al. wurde mit dieser Methode eine numerische Apertur von
etwa 0.5 erreicht [I5]. Die Methode liefert im Ergebnis einen Algorith-
mus mit einem hauptséchlich durch die schnelle Fourier Transformation
determinierten numerischen Aufwand. Die von einem handelsiiblichen
Desktop-PC (2.66 GHz) zur Rekonstruktion eines Hologramms mit 1
Million Pixel benétigte Rechenzeit betragt 1.5 Sekunden. Die dabei
auftretende Bildfeldkriimmung nimmt mit groffer werdendem Detekti-
onsabstand ab.

Eine alternative Rekonstruktionsmethode fiir hohe numerische Aper-
turen ist mit der Angular Spectrum Method gegeben. Diese Metho-
de beschreibt die skalare Wellenausbreitung zwischen zwei Ebenen,
wobei es ausgehend von einer ebenen Detektorfliche zu keiner Bild-
feldkriimmung kommt. Die Methode ist dquivalent zum 1. Rayleigh-
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Sommerfeld Integral fiir die skalare Wellenausbreitung [56], 57, 58]. Von
Zhang et al. wurde mit Hilfe einer auf dem Rayleigh-Sommerfeld Inte-
gral basierenden Methode eine NA von 0.17 realisiert [59]. Die Rekon-
struktion mit Hilfe solcher Methoden fiihrt zu einer direkten Abhingig-
keit des numerischen Aufwands von der optischen Auflssung [19]. Her-
vorgerufen wird dies durch die Anwendung der diskreten Fourier Trans-
formation, welche eine identisch grofie Pixel-Periode in beiden Ebenen
erzwingt. Ausgehend von einer fiir heutige Detektoren iiblichen Pixel-
Periode von 3.5 um wird aufgrund einer fiir das Objektbild gewiinschten
optischen Auflésung von 350 nm eine Interpolation des Hologramms um
den Faktor 10 notwendig. Mit dieser Interpolation steigt der numeri-
sche Aufwand fiir die Rekonstruktion etwa um den Faktor 100 an. Bei
Verwendung heutiger CCD-Chips mit mehr als 4 Millionen Pixeln und
handelsiiblicher Desktop-PCs ist mit Rekonstruktionszeiten im Rah-

men von Minuten bis Stunden zu rechnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Rekonstruktionsmethode,
die Fourier-Domain Tile Superposition Propagation (FTSP) fir die di-
gitale inline-holografische Mikroskopie entwickelt (Abschnitt B.2.2)) [17]
18]. Die Grundidee dieser Methode besteht darin, das Hologramm &hn-
lich einem Schachbrett in identisch grofle Teilhologramme zu zerlegen,
so dass jedes seinen Teil zur Rekonstruktion ein und desselben Aus-
schnitts in der Objektebene beitriagt. Aus jedem Teilhologramm wird
der entsprechende Ausschnitt der Objektwellenfront, eine sogenannte
Kachel, in der Hologrammebene berechnet. Intuitiv wiirden all diese
Kacheln nach ihrer Ausbreitung in die Objektebene sich dort zu einem
Bild des Objekts zusammenfiigen lassen (Abschnitt B2.1]). Dies wird
vermieden indem die Fourier-Transformierten der Kacheln in ein mit
Nullen initialisiertes Feld kumuliert werden. Nur dieses eine resultieren-
de Feld wird schliefllich mit Hilfe der Angular Spectrum Method in die
Objektebene ausgebreitet. Hierbei werden die mit der diskreten Fou-
rier Transformation vorliegenden zyklischen Randbedingungen ausge-
nutzt. Die laterale Ausdehnung des abzubildenden Objekts muss dabei
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vom rekonstruierten Bildfeld vollstindig tiberdeckt werden. Zur Rekon-
struktion auch kleinerer Objektbildausschnitte wurde fiir die FTSP-
Methode ein sogenannter Field of View-Filter (FoV) entwickelt (Ab-
schnitt B224). Die im Abschnitt B:23] beschriebene neue Rekonstruk-
tionsmethode basiert auf der FTSP und berechnet das 1. Rayleigh-
Sommerfeld Integral fiir die skalare Wellenausbreitung ohne zusétzli-
che Niherungen [50] 57, [58]. Die rekonstruierbare numerische Apertur
(NA) wird damit nicht durch die Methode beschréinkt.

In Experimenten wurden Hologramme von 2.02 pym sowie 1.06 pum
groflen PMMA-Kugeln mit einer Laser-Wellenlénge von 661 nm detek-
tiert. Die entwickelten Rekonstruktionsmethoden erméoglichten die Re-
konstruktion der PMMA-Kugeln mit einer NA von 0.7, wobei mit Luft
als lichtiibertragendes Medium der Brechungsindex n = 1 war. Das da-
bei rekonstruierte kreisformige Bildfeld hat einen Durchmesser von etwa
260 pm. Nach entsprechender FoV-Filterung des Hologramms konnten
zudem auch kleinerer Objektbildausschnitte rekonstruiert werden. Die
fiir diesen Algorithmus erstellte Rekonstruktions-Software wird durch
die FFTW-Library [77] fiir eine prozessoroptimierte Implementierung
der FFT unterstiitzt. Spezielle Hardware-Komponenten, wie Grafik-
karten oder PGAs, wurden nicht eingesetzt. Eine 2.66 GHz Intel Core
Duo CPU rekonstruiert mit der FTSP-Methode ein Hologramm von
1024 x 1024 Pixel in 1.5 Sekunden. Um ein Bild der 1.06 pym grofien
PMMA-Kugeln ausgehend von einem Hologramm mit einem Pixel-
Abstand von 7 pm zu erhalten, wurde dieses zu einem Bildausschnitt
der Objektebene mit einem Pixel-Abstand von 218.75 nm reskaliert.
Die Rechenzeit wird iiberwiegend durch die benétigte Zeit fiir die FFT
determiniert und héngt nicht vom Reskalierungsfaktor ab. Die M6glich-
keit der Rekonstruktion bei Video-Frame-Raten besteht bereits durch
den Einsatz handelsiiblicher Hardware. Eine FFT fiir 1024 x 1024 Pixel
kann laut Literaturangaben [63] bei 64 bit Genauigkeit in weniger als
20 ms berechnet werden.

Die Bildfeldgrofle wird durch die Ausleuchtung in der Objektebe-
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ne und damit auch durch den Abstand zwischen Pinhole und Objekt
definiert. Bisher wurde experimentell bei einer NA von 0.7 ein Bildfeld-
durchmesser von etwa 260 pym erreicht. Der Abstand zwischen Pinhole
und Objekt war mit ca. 300 pm kleiner als der in Abschnitt L TT] her-
geleitete maximal zuldssige Abstand von ungefdhr 400 pm. Als Grund
hierfiir ist die momentan noch zu ungenaue axiale Positionierbarkeit
der Probe zu nennen. Ein neuer, diesbeziiglich erweiterter Aufbau ist
bereits geplant. In kiinftigen Experimenten wird dann die Maximie-
rung des Bildfelds iiber den Abstand zwischen Pinhole und Objekt
angestrebt, was fiir die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ex-
perimente zu einer Vergroflerung des Bildfelddurchmessers auf etwa
350 pm fithrt. Bei neuen Experimenten mit 800 nm PMMA Kugeln
wurden isoliert liegende Kugelpaare aufgelst, die Kugeln innerhalb des
eigentlich abzubildenden Clusters jedoch nicht. Ein Grund hierfiir ist
vor allem in den hohen Anforderungen an den experimentellen Aufbau
zu sehen. Eine NA von 0.83 zur Abbildung eines Kugelpaares erfor-
dert mit der Grole des Detektors einen Abstand zur Probe von etwa
2.4 mm. Um jedoch die hexagonal angeordneten Kugeln eines Clus-
ters abbilden zu konnen, wird eine NA von 0.96 notig. Der resultie-
rende Abstand von 1.05 mm ist bereits durch die Bauart des verwen-
deten Detektors nicht realisierbar. Als weitere mogliche Testobjekte
kénnen PMMA Kugeln mit Durchmessern um 900 nm verwendet wer-
den. Nachfolgend wéren die prinzipiellen Randbedingungen und Gren-
zen einer hochauflésenden DIHM mit Pinholes fiir die Anwendung,
z.B. biologische Proben, zu prézisieren. Hierbei ist zu erwarten, dass
mit grofler werdenden Proben die Sekundérbilder das rekonstruierte
Bild zunehmend storen. Eine Messstrategie zur Generierung mehrerer,
unterschiedlicher Hologramme ein und derselben Probe koénnte dieses
Problem lésen. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellte Soft-
ware zur Bildgebung soll kiinftig in einem noch zu realisierenden kom-
pakten digitalen inline-holografischen Multi-Chip-Mikroskop eingesetzt
werden. Dieses besteht aus einem Beleuchtungs-Chip, einem Pinhole-
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Chip zur beugungsbedingten Aufweitung des Beleuchtungsstrahls sowie
einem Detektor-Chip zur Aufnahme der Hologramme. Um die Abbil-
dungsqualitéit zu steigern, sind als Beleuchtungs-Chip LEDs mit einem
iiber Farb- und Raumfilter erzeugten, auf die Dimensionierung des Auf-
baus zugeschnittenen Kohérenzvolumen vorgesehen [30]. Dariiber hin-
aus soll die klassische Inline-Anordnung im Sinne Gabor’s durch ein
zweidimensionalen Pinhole-Array-Chip anstelle des Einzel-Pinholes er-
weitert werden. Als Vorteile einer Pinhole-Array-Beleuchtung sind eine
Steigerung des Kontrasts und der Empfindlichkeit [79], eine hshere op-
tische Auflosung [80], ein erweitertes Bildfeld [81] sowie eine verbesserte
3D Bildgebung [82] zu nennen.

In der DIHM hingt die Grofle des rekonstruierten Bildfelds auch
von der Pixel-Anzahl des Detektors ab. Eine Vergroflerung des Bild-
felds kann mit Hilfe eines Detektors hoherer Pixel-Zahl erfolgen, wobei
nach einer Anpassung der Dimensionierung die optische Auflésung un-
beeinflusst bleibt (Abschnitt E13]). Damit wirkt sich der derzeitige
Trend zu Bild-Detektor-Chips mit zunehmenden Pixel-Zahlen positiv
auf die DIHM aus. Bei einem optischen Mikroskop sind Bildfeld und
optische Auflésung bereits durch das Objektiv fixiert, sodass hierbei
eine dariiber hinaus gehende Erweiterung der Pixel-Zahl des Detektors
nicht effektiv ist. Insbesondere bei Kohlerscher Beleuchtung sind die
Bilder optischer Mikroskope im Allgemeinen von hoherer Qualitiit als
die der DIHM mit Pinholes. Bei der Abbildung eines dreidimensiona-
len Objekts kommt es zu einer Uberlagerung des fokussierten Objekt-
bilds mit dort defokussierten Objektwellen aus anderen Ebenen. In der
DIHM wird in diesem Fall das Objektbild mit einem koh#renten Unter-
grund iiberlagert, was zu erheblichen Stérungen der Abbildung fiihren
kann. Die inkohérente Beleuchtung eines optischen Mikroskops dage-
gen fiihrt zu einer weniger stérenden Uberlagerung, welche in erster
Linie nur den Kontrast im Objektbild reduziert. Aufgrund des brei-
teren Spektrums einer Weifllichtquelle, verglichen mit dem der in der
DIHM eingesetzten Quelle sichtbaren Lichts, ermdoglicht die optische
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Mikroskopie eine hohere Auflésung bei gleicher numerischer Apertur.
Dariiber hinaus kann die Kohlersche Beleuchtung als eine iiber die Zeit
gemittelte Menge von Wellenfronten verstanden werden, die das Objekt
aus verschiedenen Richtungen beleuchten. Im Vergleich zu einer ebe-
nen Beleuchtung kann das abbildende Objektiv hierbei ein verbreitertes
Ortsfrequenzspektrum iibertragen.

Die DIHM mit Pinholes kann beziiglich der Bildqualitéit erweitert
werden, indem mehrere Hologramme mit unterschiedlichen Wellenlén-
gen und unterschiedlichen Beleuchtungswellen aufgenommen und zu
einem Bild zusammengefiihrt werden. Hierbei stellt sich die Frage nach
der tatséichlich benttigten Anzahl von Wellenldngen und Beleuchtungs-
wellen fiir eine sichtbare Annéherung der Bildqualitéit an die optischer
Mikroskope. Insbesondere ist hieran die Hoffnung gekniipft, dass mit
Hilfe mehrerer solcher Hologramme die fiir die Inline-Holografie typi-
schen Sekundérbilder vermieden werden.
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