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Hochgenau, sekundenschnell

und dreidimensional
Die Moglichkeiten der konfokalen Mikroskopie

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie
wurde bereits 1955 von Marven Minsky,
elnem der Pioniere der Kunstliche-intelli-
genz-Forschung am Massachusetts Insti-
tute of Technology in Cambridge, eher bei-
l&ufig erfunden. Damals fand das Verfah-
ren allerdings keinen Anklang. Erst dreiBig
Jahre spéater begann es sich durchzuset-
zen. Mittlerweile hat sich die konfokale
Mikroskoplie mit einer groBen Vielfalt von
Anwendungen, insbesondere in der Biolo-
gie etabiiert.

Minsky entwickelte das
Verfahren der konfoka-
len Mikroskopie, um
Proben von menschli-
chen Gehirnzellen unter-
suchen zu koénnen. Er
wollte verhindern, das
zu untersuchende Objekt mit einem Mikro-
tom in dlnne Schichten zerschneiden zu
missen, deren Dicke im Bereich der
Schérfentiefe des Mikroskops liegt. Abge-
sehen davon, dafBl Schneiden ein aufwen-
diger Arbeitsvorgang ist, kénnen dabei
feine Objektdetails veréndert oder bescha-
digt werden. Mit dem von Minsky 1961
patentierten konfokalen Mikroskop war es
nun maoglich, Schnittbilder eines dreidi-
mensionalen Objekts auf optischem Wege
zu gewinnen, ohne das Objekt zersttren
Zu mussen.

Detektor

Im Gegensatz zur konventionellen Mikro-
skopie, bel der das gesamte Objekifeld
maoglichst gleichmaBig beleuchtet wird, er-
folgt dies bei der konfokalen Mikroskopie
punktweise. Beispielsweise wird ein Laser-
strahl durch die Objektiviinse auf einen
Objektpunkt fokussiert. Flr reflektierende
beziehungsweise undurchsichtige Objekte
wird das reflektierte Licht vom selben Ob-
jektiv Gber einen Strahiteller auf eine
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Das konfokale Mefiprinzip. Erst 30 Jahre nach Er-
findung des Verfahrens begann es sich durchzu-
setzen.

Blende fokussiert, hinter der sich ein De-
tektor befindet. Die Blende ist fUr die tie-
fendiskriminierende Wirkung des konfoka-
len Prinzips verantwortlich, denn nur,
wenn der MeBpunkt sich im Fokus des
Objektivs befindet, gelangt der GroBteil
des Lichts durch die Blende zum Detektor.

Befindet sich das MeBobjekt nicht im Fo-
kus, vergroBert sich der Lichtfleck auf der
Blende, und es passiert weniger Licht. Der
Lichtpunkt auf dem Detektor wird dadurch
dunkler. Bei dem konfokalen Prinzip wird
ein Laserstrahl oder eine Punktlichtquelle
auf das Objekt abgebildet und das vom
Objekt ausgehende Licht auf einen Punkt-
detekior fokussiert, so daB stets nur ein
einziger Objektpunkt vermessen werden
kann. Um einen kompletten optischen
Hohenschnitt erstellen zu kénnen, muB
das Objekt daher noch abgerastert wer-
den. Das Abtasten des MeBobjekts Im
Rasterverfahren ist mittlerweile auf vielfal-
tige Weise umgesetzt worden, zum Bei-
spiel durch Verfahren des Objekitisches.
Durch die Abrasterung ist es nun mdglich,
von einem dreidimensionalen Objekt nur
die Zone (optischer Schnitt) wiederzuge-
ben, die in der Brennebene des Objektivs
liegt. Ein Zeitvorteil bei der Aufnahme
eines kompletten Bildes ergibt sich, wenn
mehrere Objektpunkte gleichzeitig abge-
bildet werden. Dazu kann die Punktlicht-
guelle durch eine rotierende Lochscheibe
(Nipkow-Scheibe) in der Zwischenebene
ersetzt werden, die flachenhaft mit einer
inkoharenten Lichtquelle beleuchtet wird.
Bei der Nipkow-Scheibe handelt es sich
um eine Lochscheibe, bei der sich auf
mehreren spiraliérmigen Bahnen zehn Mi-
krometer groBe Locher mit einem Abstand
von 100 Mikrometern befinden (sie wurde
erstmals 1884 von Paul Nipkow flr die
erste Kamera zur elektrischen Ubertra-
gung von Bildern benutzt). Durch die Be-
leuchtung wird das rotierende Punktraster
auf die Oberflache projiziert und jeder
Punkt in der Fokusebene Uberstrichen.
Das vom Objekt reflektierte Licht trifft wie-
der auf die jeweilige Lochblende und ge-
langt Uber einen Strahlteiler auf eine so-
genannte CCD-(Charge-Coupled-Device)-
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Kamera, die ein Ladungsverschiebe-Ele-
ment (CCD-Element) enthalt und als De-
tektor eingesetzt wird. Mit diesem Verfah-
ren 1aBt sich ein kompletter Hohenschnitt
im Videotakt gewinnen. Solch ein Aufbau
wurde am Institut fur Technische Optik der
Universitat Stutigart weiterentwickelt, um
hochgenaue 3D-Topographien von techni-
schen Oberflachen erstellen zu kdnnen.

Um dies zu ermdglichen, ist die CCD-
Kamera an ein digitales Bildverarbeitungs-
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system angeschlossen. Zur Bestimmung
der Topographie wird das Objekt rechner-
gesteuert axial verschoben und ein Stapel
von Héhenschnittbildern erstellt — analog
der Serie dinner Schnittpraparate in der
konventionellen Mikroskopie. Im Rechner
werden die Hohenschnitte gespeichert,
und aus diesen Daten wird mittels geeig-
neter Software die 3D-Topographie rekon-
struiert. Mit dem konfokalen Verfahren las-
sen sich technische Objekte innerhalb
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weniger Sekunden mit einer Héhenauflo-
sung von bis zu zehn Nanometern bei
einem Bildfeld kleiner als ein Quadratmilli-
meter vermessen. Die hohe Genauigkeit
des MeBverfahrens erdffnet ein groRes
Spektrum von Anwendungsmaglichkeiten,
so zum Beispiel in der Halbleiter- und
Materialforschung.

Neus Moglichkeiten in der konfokalen Mi-
kroskopie ergeben sich durch den Einsatz
von Mikrolinsenrastern. Die Mikrolinsen
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Oben: Ein nach dem Schmelzverfahren hergestell-
tes refraktives Mikrolinsenraster. Rechts: Falsch-
farbendarstellung eines Zylinders und eines Ku-
geliagers, vermessen mit dem konfokalen Mikro-
skop mit Nipkow-Scheibe, Das Bildfeld betrdgt
510 uwm x 602 um. Die Konturlinien stellen Linien
gleicher Hohe dar.

kénnen beugende oder brechende Ele-
mente sein. Brechende Mikrolinsen kon-
nen mit einem Schmelzverfahren herge-
stellt werden. Bei diesem Verfahren wer-

den auf eine Tragerschicht aus Glas zylin-
derférmige Inseln aus Fotoresist aufgetra-
gen, die anschlieBend erhitzt und zum
Schmelzen gebracht werden. Beim Erkal-
ten bilden sich aufgrund der Oberflachen-
spannung aus den Zylindern Kugelseg-
mente. Anstelle von brechenden kénnen
alternativ beugende Mikrolinsen eingesetzt
werden, die auf einem lithographischen
Verfahren basierend hergestellt werden.
Die beugenden Strukturen werden direkt
in ein lichtempfindliches Material geschrie-

ben, zum Beispiel mit Hilfe eines sehr fei-
nen Laserspots eines rechnergesteuerten
Laserplotters. Durch den Einsatz von Mi-
krolinsenrastern konnte das konfokale
MeBverfahren auch auf groBe Objektfelder
ausgedehnt werden. In unseren Anwen-
dungen wurden Raster mit einem FEinzel-
linsendurchmesser von 150 Mikrometern
und einer Brennweite von 250 Mikrome-
tern verwendet. Als Lichtquelle wird in un-
serem Aufbau ein Halbleiterlaser mit einer:
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Wellenldange von 780 Nanometern einge-
setzt, Das Mikrolinsenraster transformiert
die ebene Laserwellenfront der Beleuch-
tung in ein zweidimensionales Punktraster,
mit dem das Objekt abgetastet wird. Bei-
spielhaft verwenden wir flr die Parallelver-
arpeitung ein Raster von 10000 Laser-
spots.

Das reflektierte Licht passiert das Mikrolin-
senraster ein zweites Mal und wird mit
Hilfe einer Abbildungslinse auf eine Loch-
blende als Raumblende fokussiert, hinter

der sich eine CCD-Kamera befindet. In
der CCD-Detekiorebene werden die ein-
zelnen Laserspots mehr oder weniger hell
abgebildet. Um die Topographie erfassen
zu kénnen, ist eine Fokussierung erforder-
lich, das heift, die Objektebene wird in
z-Richtung (Tiefe) verschoben, die jewslli-
gen Bildschnitte werden ausgewertet und
zu einem 3D-Bild zusammengefligt.
Anhand zahlreicher Messungen konnte
gezeigt werden, dali es mit diesem Aufbau
maoglich ist, groBe Objektfelder (bis zu
30 mm x 30 mm) parallel zu vermessen.
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Die weitere Entwicklung der konfokalen
Mikroskopie wird sich vor allen Dingen auf
schnellere MeBzeiten konzentrieren. Hier
erscheinen insbesondere chromatische
Verfahren erfolgversprechend, bei denen
Uber eine Farbbestimmung die 3D-Topo-
graphie gewonnen werden kann. Dabei
mul anhand einer Referenzmessung je-
dem Hohenwert ein Farbwert zugeordnet
werden, die Tiefeninformation wird dabei
also farbkodiert. Bei diesem MeBverfahren
wird die chromatische L&angsaberration
der Mikrolinsen ausgenutzt. Hierfur sind

Oben: Kanadische Zehn-Cent-Mlnze. Links als
héhenkodiertes Grauwertbild, rechts als Falschfar-
bendarstellung. Das Bildfeld betragt 11 mm x
11 mm. Links: 3D-Netplot und Falschfarben-
darstellung einer lithographisch hergestelliten Test-
struktur mit einer Stufenhéhe von 400 nm. Die
GroBe des Objektfeldes betrdgt 160 wm x 160 wm.

Mikrolinsenanordnungen aus Zonenplat-
ten in geradezu idealer Weise geeignet, da
sie einen linearen Zusammenhang zwi-
schen Brennweite und Wellenlange besit-
zen. Es muB nun nicht mehr eine Vielzahl
von Hohenschnitten aufgenommen und
ausgewertet werden, sondern nur noch
eine begrenzte Zahl Farbaufnahmen, aus
denen dann die Farbe ermittelt wird. Die
Hohe jedes einzelnen Objektpunkis wird
dann aus dem Vergleich seines Farbwerts
mit dem in der Kodierungskurve zugeord-
neten Hohenwert gewonnen. Zur sicheren
Bestimmung der Farbe reichen drei Farb-
aufnahmen komplett aus.

Prof. Dr. Hans J. Tiziani
Dipl.-Phys. Reng Achi

Digl.-Phys. Hans-Joachim Jordan
Universitat Stuttgart

Das Projekt wurde von der DFG im Schwerpunktpro-
gramm ,Sensorsysteme” gefordert.
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