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Hologram

Ein Mikroskop
der Superlative

Yon Jean-Jacques Daetwyler*

(L} Prinzip des Digitalen Holografischen Mikroskops (DHM ).

Das Digitale Holografische Mikroskop lie-
fertin einem Sekundenbruchteil 3D-Bilder
beriihrungsfrei mit einer Héhenauflésung
von einem Nanometer. Diese Technologie
aus der Forschung der ETH Lausanne, die
heute von einer Start-up-Firma vermark-
tet wird, kann sowohl in der Forschung wie
auch in der Industrie eingesetzt werden,
fiir Anwendungen in der Mikro- und Nano-
technologie sowie in den Materialwissen-
schaften und der Biologie.

Die Holografie, 1947 von Dlennis Gabor er-
funden (Mobelpreis 1971), hat inzwischen
Anwendungen in zahlreichen Bereichen ge-
funden. Bekannte Beispiele sind die Aufnah-
me, Speicherung und Wiedergabe dreidi-
mensionaler Bilder oder noch das Sichtbar-
machen von Verformungen, die Gegenstinde
unter verschiedenartigen Belastungen erfah-
ren. Neuerdings wird das Verfahren auch in
der Mikroskopie genutzr, Seit rund zehn Jah-
ren ist an der ETH Lausanne das Laborato-
rium fiir angewandte Optik in diese Rich-
tung titig und hat dabei Pionierarbeit geleis-
tet. Die Forschung wurde in Zusammenar-
beit mit dem physiologischen Institut der
Universitit Lausanne durchgefithrt. Es be-
steht nicht nur in der Mikro- und Nanotech-
nologie, sondern auch bei den Biologen ein
Interesse fiir ein effizientes Verfahren, mit
dem in der Mikroskopie dreidimensionale
Bilder bester Qualitit effizient erhalten wer-
den konnen.
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Aus diesen Bemithungen ist eine Techno-
logie entstanden, welche die industrielle Rei-
fe erreicht und zu einem innovativen Pro-
dukt gefithrt hat: das Digitale Holografische
Mikroskop (DHM). Fiir dieses Geriit wurden
die Entwickler anlisslich des Swiss Techno-
logy Award ausgezeichnet. Das DHM wurde
Ende April zudem an der Hannover Messe
ausgestellt. Es wird in zwei Versionen (Refle-
xion und Transmission) mit der zugehtrigen
Software ausgefiihrt. Das DHM wird von der
vor drei Jahren als Start-up-Unternehmen
gegriindeten Firma Lyncée Tec SA vermark-
tet.

Wellenfront aus Hologramm
rekonstruiert

Das DHM liefert auf dem Bildschirm eine
stopografisches Ansicht der Probenoberfla-
che mit einer aussergewdhnlich starken Hao-
henauflisung (d. h. Auflésung Kings der op-
tischen Achse) von rund einem Nanometer.
Dras Verfahren funktioniert im Wesentlichen
wie folgt: Eine Laserquelle schwacher Inten-
sitiit (sichtbares Licht oder nahes Infrarot)
beleuchtet die Probe und liefert auch den Re-
ferenzstrahl, der mit dem Licht, das die Pro-
be reflektiert oder durchlisst, zu einem Ho-
logramm interferiert. Dieses wird von einer
CCD-Kamera erfasst. Aus dem digitalisier-
ten Bildsignal wird dann computertechnisch
das dreidimensionale Bild rekonstruiert.
«Diese Rekonstruktion ist auch die eigent-
liche Herausforderung bei der Entwicklung
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des Verfahrens gewesens, erklirt Dr. Christian
Depeursinge, Professor am Laboratorium fiir
angewandte Optik: «Es geht hier um viel-
mehr als nur die digitale Bildverarbeitung,
Die Software berechnet aus dem Hologramm
die Wellenfront als komplexe Zahl, die zwei
Informationen umfasst: die Amplitude, wel-
che die Helligkeit darstellt, und die Phase,
welche die Topologie beschreibt.»

Die Lateralauflésung (also die Auflisung
senkrecht zur optischen Achse) ist beim
DHM vergleichbar mit derjenigen eines iib-
lichen Lichtmikroskops: je nach Objektiv bis
300 Nanometer in Ol. Die Héhenauflosung
hingegen ist viel hsher: bis 0,6 Nanometer in
Luft. «Dies ist rund hundert Mal hiher als
beim Lichtmikroskops, betont Christian
Depeursinge. «Hohenunterschiede der un-
tersuchten Oberfliche von einigen Manome-
tern kiinnen beobachtet und gemessen wer-
den, zum Beispiel winzige Verformungen auf
der Membran einer Nervenzelle oder winzige
Defekte einer Halbleiteroberfliche. Dies ist
mit keiner anderen Methode berithrungsfrei
und ohne Priparation moglich.»

«Filmen» rascher Yorgdnge

Ein weiterer Vorteil ist nidmlich, dass bei der
Untersuchung die Probe nicht berithrt wird,
Es ist auch keine Vorbehandlung, Fixierung
oder Firbung derselben notig. Die Beobach-
tung findet ferner bei einer extrem tiefen
Leuchtstirke statt: Diese ist 10 000 Mal ge-
ringer als beim konfokalen Mikroskop, ei-
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nem Standardgerit fiir nicht invasive 3D-
Mikroskopie. 5o besteht praktisch keine Fo-
totoxizitit. Dies ermdiglicht Langzeitbe-
obachtungen von Zellkulturen iiber Hunderte
von Stunden, ohne dass die Entwicklung und
das Verhalten des lebendigen Materials merk-
lich beeintrichtigt oder beeinflusst werden.

Bemerkenswert ist ferner die schnelle Er-
zeugung der Bilder in einer Zeit von weniger
als 20 Mikrosekunden. Eine Folge davon ist,
dass die Bildqualitit kaum von Vibrationen
aus der Umgebung beeinflusst wird. Die kur-
ze Entstehungszeit der Bilder ermoglicht
auch rasche Folgen von Aufnahmen, um dy-
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namische Prozesse zu beobachten. Die Fre-
quenz von zehn Bildern pro Sekunde bei Be-
obachtungen in Echteeit kann mit einer pas-
senden Kamera bis auf Uber 10 000 Aufnah-
men je Sekunde wihrend einiger Sekunden
erhésht werden, womit schnelle transitorische
Phianomene «gefilmts werden kéinnen. Auch

Vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten

Industrielle Metrologie

Aufgrund der hohen Bilderrate und der Di-
gitalisierung lisst sich die DHM-Technolo-
giegutin Produktionslinien diverser Indus-
triezweige (z. B. medizinische Technik, Uh-
ren, Autos, Luft- und Raumfahrt) integrie-
ren, Geeignet ist sie insbesondere fiir auto-
matisierte Qualititskontrollen der Eben-
heit, der Dimensionen und der Oberfld-
chenbeschaffenheit sowohl von durchsich-
tigen als auch von reflektierenden Bautei-
len.

Halbleiter

Kontaktlos und zerstrungsfrei lassen
sich beispielsweise die Ebenheit einer Sili-
ziumscheibe messen, Kratzer und andere
Oberflichendefekte aufdecken, die Ho-
mogenitit der Beschichtung kontrollie-
ren.

Mikrooptik

Die friihzeitige Feststellung defekter mikro-
optischer Komponenten {optische Gitter,
Mikroprismen u. A.) hilft, Kosten zu spa-
ren, daein fehlerhafter Bestandteil dann das
ganze Produkt unbrauchbar macht. Das
Verfahren ist schr schnell: Die Prifung ei-
ner Mikrolinse (Messung der Kriimmung
der Linse und Kontrolle deren Oberfliche)
lisst sich beispiclsweise in 0,1 s durchfiih-
ren.

Mit der DHM-Technologie der Lyncée Tec SA kiinnen erstmals Mikroskope hergestellt werden, die in Echizeit und beriihrungsfrei 3D-
Beobachtungen mit einer Hishenauflisung im Nanometerbereich ermisglichen. Fiir solche Mikroskope gibt es vielfiltige Anwendungen:

Mikro- und Mikrooptoelektromechanische
Systeme [MEMS und MOEMS]

Das DHM ist ohnegleichen, um bewegliche
Teile von MEMS und MOEMS in Echtzeit zu
beobachten, so beispielsweise Mikropum-
pen, Beschleunigungssensoren, Mikrospiegel
von Videoprojektoren. Bei sehr schnellen Be-
wegungen kénnen bis tiber 10 000 Bilder pro

Sekunde aufgenommen werden.

Oberflichenanalysen

Dicke, Rauheit, Ebenheit und generell die To-
pografie einer Oberfliche kénnen dank der
starken Hihenauflisung des DHM mit gros-
ser Prizision untersucht werden, dies auch
grossflichig und sowohl bei organischen als
auch bei nichtorganischen Materialien, zer-
stirungsfrei und ohne vorherige Pripara-
tion.

Materialwissenschaften

Dank ihrer starken Héhenaufldsung kinnen
mit der DHM-Technologie auch geringe An-
derungen des Brechungsindex, die von De-
fekten im Kristallgitter durchsichtiger Pro-
ben hervorgerufen werden, sehr empfindlich
festgestellt werden.

Oberflichenrauheit

Dank seiner starken Hihenauflosung er-
mdglicht das DHM cine detaillierte Untersu-
chung der Oberflichenbeschaffenheit so-

wohl von harten als auch von weichen Ma-
terialien. Auch Profile der Oberflichento-
pografie kiinnen im Nu hergestellt werden,

Mikroinjektion

Fehlerhafte Mikroinjektionsteile konnen
das ganze System, in dem sie integriert wer-
den, unbrauchbar machen. Da solche Syste-
me (z. B, in der Medizintechnik) oft tever
sind, ist fiir die Mikroinjektion eine hun-
dertprozentige  Qualitdtskontrolle  erfor-
derlich. Das DHM ist eine benutzerfreund-
liche Technologie fiir eine effiziente und
schnelle Priifung solcher Komponenten.

Markerfreie Qualititskontrolle von Biochips
DMNA-Molekille auf dem Chip werden
durch ihren Brechungsindex identifiziert.
Eine vorherige Markierung eriibrigt sich.

Biowissenschaften

Das DMH bietet einmalige Eigenschaften
fiir die Untersuchung biologischer Proben,
Das Verfahren ist nicht invasiv (erfordert
auch keine Firbung der Probe und kein
Kontrastmittel) und bendtigt eine 100 000
Mal geringere Lichtintensitit als konfokale
Mikroskope. Zahlreiche Anwendungsmiig-
lichkeiten finden sich in der Zellbiologie, in
der Diagnostik, in der Genomik und in der
Proteomik wie auch in der Lebensmittelin-
dustrie sowie filr systematisches Screening.
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(1.} Aufnahme von Mikrolinsen aus Silizivm, (m.) Urﬂ‘er;uchm!g von Oberflichenverformungen bei MEMS. (r.) DHM-Bild einer Nervenzelle,

gemessen an der Universitdt Lausanne,
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eine so hohe Frequenz erreichen konfokale
Mikroskope nicht, da diese die Probe mit ei-
nem Lichispot scannen, was ein ziemlich
zeitaufwiindiges Vorgehen ist.

Auch Einsatz fiir
automatisierte Qualitatskontrolle
Bei der Entwicklung des DHM am Laborato-
rium fiir angewandte Optik standen anfing-
lich die Bediirfnisse der Biologen im Vorder-
grund. Doch dieses neue Verfahren kennt im
Moment den grisseren Einklang fir Einsiitze
ausserhalb des biologischen Bereichs, filr An-
wendungen in Mikro- und Nanotechnolo-
gie, in Materialwissenschaften und derglei-
chen. Das DHM eignet sich gut fir die Qua-
lititskontrolle von Bestandteilen in der
Mikrooptik, Mikromechanik, Uhrtechnolo-
gie, Chipherstellung und in weiteren techni-
schen und industriellen Produktionen, bei
denen eine sehr hohe, sogar hundertprozen-
tige Qualititsgarantie erfordert wird. Da es
die Bilder in digitaler Form liefert, lisst es
sich auch in automatischen Systemen zur
restlosen Qualititskontrolle eingliedern,
Dass der Durchbruch des DHM im biolo-
gischen Bereich aufl sich warten lisst, habe
damit zu tun, vermutet Christian Depeursinge,
dass DHM-Bilder vielen Biologen eher fremd
erscheinen: Diese miissien erst erfahren, wie
sie die neuartigen Bilder interpretieren sol-
len, um daraus aufschlussreiche biologische
Information zu erhalten. Zurzeit wird in der
Biologie viel mit fluoreszierenden Markers
gearbeitet. Im heutigen Stand kann mit dem
DHM keine Fluoreszenzmikroskopie durch-
gefihrt werden. Letztere liefert eine funktio-
nelle, das DHM eine morphologische Infor-
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mation — beide Verfahren kéinnten sich aber
nutzbringend ergéinzen. Ein entsprechendes
Produkt von Lyncée Tec SA wird voraus-
sichtlich noch dieses Jahr auf den Markt
kommen,

Die DHM-Technologie hat noch ein gros-
ses Entwicklungspotenzial. Auch am Labora-
torium filr angewandte Optik der ETH Lau-
sanne wird an der Technologie weiterge-
forscht, Da ist unter anderen ein Verfahren
entwickelt und patentiert worden, mit dem
die Digitale Holografische Mikroskopie dhn-
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lich wie in der Computertomografie zum
Scannen mikroskopischer Proben eingesetzt
wird, Das Labor prisentiert sich somit als
Brutstitte fiir zukiinftige Anwendungen der
Digitalen Holografischen Mikroskopie. Die
Erfahrung und Technologie wird zum Teil in
neue Generationen von Mikroskopieanlagen
im Dienste der Forschung und der Industrie
einfliessen. W

*Dr, Jean-Jacques Daetwyler, Wissenschafts-
jowrnalist, Bern, sciencepress@bluewin.ch

I Lyncée Tec: Profil eines Start-ups

Lynca Tec Sk

| Die DHM-Technologie aus der Forschung der ETH Lausanne wird von der Lyncée Tec SA
in Produkten verwertet. Aufgabe des 2003 gegriindeten Start-ups ist die Entwicklung, Her-

| stellung und Vermarktung neuer bildgebender Systeme, die auf dieser Technologie beru-
hen. Vier der fiinf Griindungsmitglieder waren selbst an der Erfindung des DHM beteiligt.
Die Weiterentwicklung der Technologie und ihrer Anwendungen erfolgt weiterhin in Zu-
sammenarbeit mit dem Labor fiir angewandte Optik wie auch mit der Fakultit der «Le-
benswissenschaften» an der ETH Lausanne (Gruppe von Professor Dr. Pierre Magistretti).
«Wir haben zwel Mirkte im Visier: cinerscits den F&E-Bereich und anderseits die Quali-
titskontrolle bei der Produktion spezifischer Komponentens, erklirt Yves Emery, CEO der
Firma, Diese bietet das Mikroskop in zwei verschiedenen Versionen an: die eine filr die Be-
obachtung von Proben im Reflexionsmodus, die andere fiir die Untersuchung durchsichti-
ger Proben im Transmissionsmodus. Sie liefert auch die zugehdrigen Softwares. Kosten-
punkt: rund 150 000 Franken fiir das Basissystem fiir F&E.
[he Firma ist im Parc scientifique der ETHL in Ecublens niedergelassen, #ihlt heute z¢hn
Mitarbeiter und ist in zwanzig Lindern auf drei Kontinenten ( Europa, Asien und Nord-
amerika) vertreten, Fiir die Startphase erhielt die Firma die Unterstiitzung der Programme
«TopMNano 21» und «Nano Micros der KTI. Sie hat ihre Technologie unteranderem an der
NanoFurope 2005 in St. Gallen prisentiert, an der Nanotech 2005 in Montreux, an der
Photonics Eurape in Strassburg im letzten April, an der Hannover Messe ebenfalls im April

| als Preistrigerin des Swiss Technology Award, an der EPHJ ( Salon International Environ-

| nement Professionnel Horlogerie — Joaillerie) im Mai in Lausanne.
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