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Kontrast

e Klassische Kontrastierungsverfahren
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e Rayleighkriterium :

Maximum féllt in die benachbarte Nullstelle

n-sinu
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e Kontrast in diesem Fall :
K




Kontrast - Definition

Kontrast (Modulation)

Bei symmetrischer Anderung
von I .. und 1. ergibt sich
folgender Zusammenhang

Al | max K
0.010 | 0.990 0.980
0.020 | 0.980 0.961
0.050 | 0.950 0.905
0.100 | 0.900 0.818
0.111 | 0.889 0.800
0.150 | 0.850 0.739
0.200 | 0.800 0.667
0.300 | 0.700 0.538

_ IMax B IMin
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Max Min
I(x) peak slope
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Modulationstbertragungsfunktion MTF

gmTF

Die Modulationstbertragungs- 1 —
Funktion (MTF) beschreibt

die Kontrastibertragung

Optischer Systeme bei ]
verschiedenen Ortsfrequenzen o5 —

sagittal

tangential

0 ) ) ) ) I

K..
MTF (p) = K o ((p)) (5.2) : -
Objekt pj Norm. Ortsfrequenz p= 1/d

o

N
meistl

Transmission of object Oplics / Sampla Intensity In the image plane
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1[[”][ I" '" Tifi ...... )
...... Ca
t

http://www.trioptics.de/de/knowledgebase/mtf.php




Kontrast und Auflosung

contrast
1 brillant

Kontrast:
Intensitatsunterschied
relativ zum Hintergrund

Auflésung:

,.Schirfe* der Kanten,
bzw. Strukturen

sharp

>  resolution




Modulations-Ubertragung AN

Bisher Punkt-Quelle (Delta-Funktion) = jetzt Periodische Struktur

1 2f AZf
11 |
I A X

A
Y

Beugungsordnungen — Gitter (Periode d)

sing, =v, :n% (5.3)
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Bildentstehung nach Abbe

Bildentstehung im Mikroskop:

Objektiv

Transformierten-

E Abbe |
l& £ —J i




Abbildungssystem als 4f-System

In der Blenden-Ebene
Entsteht ein Bild der
Fourier-Transfomrierten

des Objektes

=» Blende = Fourier-Ebene

object
plane

L

rear
system ~

g
i pSSN
T

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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Bildentstehung nach Abbe

Abbildung 4f
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v < NA

Bild
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Objekt erzeugt
Beugungsordnungen

Blende wirkt als
Tiefpassfilter far
hohe Ordnungen

Bild entsteht durch
Interferenz der
Beugungsordnungen
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Auflosungsgrenze fur koharente Belechtung

Abbildung 4f

$

C /N

N
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Vi d
@ Beugung

I
|
|
[ J ® @EN picnde
|
|
I

Objekt
Periode d

A A

v < NA

Bild

}
I

MTF

>

= Auflésungsgrenze
fr periodische Strukturen

= 1. Ordnung muss
durchgelassen werden

A%;¥ESNA
d
Grenzauflosung 2
d>—
NA
Grenzfrequenz 1 NA
p=—F=—
d A
NA
A

v

1/d
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Einfluss der Beleuchtung

1 1

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ NA b, NAu, + NAg,
11} 7 ’
= MaximaleGrenzfrequenz

fur inkoharente Beleuchtung

1 NA,+NA,  (54)
d 2

Fur selbstleuchtende Objekte

_1_2-NAy
D—d— P (5.5)

Sparrow d—05. A

1/d

= Doppelter Beugungswinkel Auflosungsgrenze NA,.,
wird transportiert
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Inkoharente Beleuchtung

Inkoharente Beleuchtung
erhdht Grenzfrequenz,

<o aber es geht Kontrast verloren
QZQ?Q (unvollstandige Interferenz)
< A‘A

pattern < © MINA M2NA
period | i

—— NN NEEEE R

0 @

diffraction
order

spatial
frequency

0 NA/L 2NA/A

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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MTF und Bildfehler

MTF-Verlauf fir verschieden starke Bildfehler
=» Kontrast sinkt
= MTF kann negativ werden (Kontrast-Umkehr) MTF-Bewertung

mit Siemens-Stern

0.75

0.5

0.25

-0.25

=

6



MTF und Streulicht

MTF

Streulicht lasst Kontrast sinken _
ohne Steulicht

mit Steulicht
1/d

original

17



Welche MTF ist besser ?

e Flr ein gutes Bild sind Kontrast und Auflésung wichtig
e Die Optimierung hangt von der Applikation ab
e Empfanger : Mindest-Kontrast flr Auflésung einer Ortsfrequenz

IuTe
A

threshold contrast b :

1 : high contrast !
1 is better

threshold contrast a :
2 is better

2 :high resolution

i

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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Amplituden und Phasenobjekte

Die MTF beschreibt
das Amplituden-Ubertragungsverhalten
des optischen Systems

Kgig (P) = MTF(P) - Kopier: (P)

_ IMax_IMin

Vgl(5.1)und (5.2) omex =T

Max Min

=» Der Kontrast im Bild ist das Produkt
aus MTF und Kontrast des Objektes

= Fur ,schwach® kontrastierte Objekte
oder durchsichtige Objekte ist
daher der erreichbare Bildkontrast
limitiert

=>» Man unterscheidet Amplituden-
und Phasenobjekte

=» Phasenobjekte sind im klassischen
Hellfeld praktisch unsichtbar

gmTF

1 —

sagittal

tangential

| T T T T —I A% / Vmax
0.5 1

Amplituden-
objekt

Phasenobjekt

20


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5b/Amplituden-_und_Phasenobjekt.svg

Einfluss der Objekteigenschaften

Die Amplitude E(x,y) nach dem Objekt

ist die Eingangslichtverteilung E, B0 Y) = Eo (0 Y) toen (X, )
multipliziert mit den Transmissions- flirkoh. Bel. ~ Objekteigenschaften (5.6)

eigenschaften des Objekts topei(X,Y)

=>» Aufgrund der Fourier-Wirkung der Linsen entspricht flr koh. Beleuchtung die
Lichtverteilung in der Blende der Fouriertransformation der Objekteigenschaften t(x)

A X

N>

Objekt (Rechteckgitte) Blende (Fourierspektrum)

21



Amplitudenobjekte

Beispiel: Amplitudenobjekt mit cos-Modulation

100% Modulation Mit Offset t, (red. Kontrast)
i
‘ i ‘
i

—ix

t(x) =cos(x) =1e" +1e

27 t(x) =t, +cos(x)= t, +ie™+ie™
1.0rd —1.0rd

[SS] — —— —
0.0rd 1.0rd -1.0rd

= Nur 1. und -1. Ordnung = Zusétzliche 0.0rdnung (Hintergrund)

=>» Die wesentliche Bildinformation steckt in den Beugungsordnungen
=>» Die 0.0rdnung beinhaltet nur den Offset (Resttransmission, umgebendes
Licht im Bildfeld)
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Dunkelfeld

Dunkelfeld = Ausblenden der 0.Beugungsordnung

I Dunkelfeldblende

_/_>[\
—I>

=

~
=

=» Durch Ausblenden der 0.0Ordnung wird das direkte Beleuchtungslicht
unterdruickt
=>» Im Bild bleibt nur die Modulations-Information erhalten

=» Kontrasterh6hung fir wenig kontrastreiche Objekte
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Dunkelfeld

Vergleich: Hellfeld zu Dunkelfeld

Hellfeld

. Dunkelfeld
(heller Hintergrund wegen (dunkler Hintergrund,
transmittiertem Licht in 0.0Ordnung) da 0.0rdnung geblockt)
Eine Epithelzelle im Kontrastvergleich Eine Epithelzelle im Kontrastvergleich

Wahlen Sie ein . Wahlen Sie ein
Kontrastverfahren: : 5 Kontrastverfahren:

O Helield ; = 33 ® Hellfeld

® Dunkelfeld SO VA & T 2 © Dunkelfeld

® Phasenkontrast Poas AN b ® Fhasenkontrast

http://mww.mikroskopie.de/pfad/kontrastverfahren/acht.html
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Dunkelfeld-Mikroskope

Dunkelfeld-Mikroskopie:
Typischerweise wird nicht ,gerade” beleuchtet, sondern ,schrag“(bzw. auf einem Ring),
und zwar mit hoherer Beleuchtungsapertur als Abbildungsapertur.

Dadurch wird ebenfalls die 0.Beugungsordnung geblockt und es gelangt nur gebeugtes
Licht in das Abbildungsobjektiv.

Dunkelfeld im Durchlicht

Strahlengang im Dunkelfeld mit einer einfachen Zentralblende

Zwischenbild

Tubuslinse

. direktes
Objektiv - Licht

gebeugtes
Licht
Praparat

Kondensor

Blick durch
das Okular:

Wird nun ein Objekt mit
lichtbeugenden Strukturen - in diesem
Falle eine Schale der Kieselalge
Triceratium - in den Strahlengang
gebracht, so gelangt ein Teil des
gebeugten Lichts in das Objektiv und
formt das dann hell vor dem dunklen
Untergrund aufleuchtende
Dunkelfeldbild des Objekts.

http://www.mikroskopie.de/pfad/kontrastverfahren/vier.html

Dunkelfeldsystem im Auflicht

http://www.joerg-piper.de/Abgeblendetes_Dunkelfeld/
abgeblendetes_dunkelfeld.html

25



Amplituden / Phasenobjekte

E(X Y) =Eo(X,Y) - topec (X Y)

- —
fur kg?.Bel. Objekteigeschaften

Betrachte Amplitudenvektor E nach dem Objekt
Umgebung

t(x,y)=1 i
Amplitudenobjekt | | \/E \/

A N @,
R SN

VAR

t(x,y) = reel

Phasenobjekt

'[(X, y) — @'?(xy)

¢) Phasen-
ofifekt

anwe

26



Phasenobjekte

FUr eine ideale Abbildung entsteht im Bild eine ,Kopie® des Objekt-Lichtfeldes
Beobachtet werden kann aber nur die Intensitat

Amplitudenobjekt
Egia (X, y) e t(X, y) = reel

(y) = || | g (X, Y) o t2(X, )
. . = Im Bild ist die Intensitatsmodulation
sichtbar
Phasenobjekt N
Egig (X, y) ct(x,y)=¢e p(xy
_ ald(xy) |
'[(X, Y) — g!dxy IB“d (X, y) o ‘el(/ﬁ(x,y) 2 _1

=» Das Bild ist gleichmalig hell

27



Zernike-Phasenkontrast

Zernike-Phasenkontrast:
Eingriff in den Abbildungsvorgang (Pupille) um Phasenobjekte sichtbar
zu machen.

Phasenobjekt Eoq (X, Y) o t(X, y) =0y
Annahme: kleine Abweichungen der Phase von mittl. Phase

Egig (X, Y) = e ~ 1+ 14(X, )

Ohne Eingriff: g (X, YY) oc ‘1+ 19(X, y)‘2 =1+¢°(x,y) =1

~0

Zernike-Phasenkontrast: Esig (x,y)= 14(X, Y)

Anderung der Phase der 0. Ordnung um +/-m/2 [ :
=[xi+g(x,y)]

Lgag (%, V) o i £ig(x, y)| = L2 g(x, y)F =¢2(x, ) (5.7)

=» Phasenstruktur wird durch Eingriff in die Phase der 0.Beugungsordnung in ein
Intensitatssignal tbersetzt.
=>» positive oder negative Intensitatsanderung (pos./neg. Phasenkontrast)

28



Zernike Phasenkontrast

Phasenkontrast = Manipulation der Phase der 0.Beugungsordnung

I Phasenplattchen

—H[\ -
= — |~ =

Kondensor ~ Objektebene  Objektiv Brenfiebene Bildebene
| \

»
P \\‘\\\\\\»?&{(///
ISR R RRAX R

o 6‘6 ] IO O9 00990 0.0.9.0.0.9,

K REL X QX ELSIRAEERERLELS
NS

A Phasenpldttchen

gebeugtes  direktes
Phasenobjekt | Licht . |
Bild

Lichtquelfe

Frits Zernike (Nobelpreis 1953)



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Zernike.jpg

Phasenkontrast — Darstellung Gber Phasoren

Zur Veranschaulichung und Berechnung von Kontrast ftr allgemeine Objekte
(= Mischung aus Amplituden und Phasenobijekt) ist die Darstellung Uber sog. ,Phasoren®

hilfreich:

Dargestellt wird die Phasenlage des t

T
E-Vektors in der komplexen Ebene \o
als Vektor. W R

Phasenanderungen entsprechen
einem Drehwinkel.
Die Intensitat der Lange.

Amplitudenobjekt Phasenobjekt
Resultierende Resultierende
Amplitude Objekteinfluss Amplitude Objekteinfluss
> €= ~ ; N
Iy Iy
Direktes Licht Direktes Licht

Phasenobjekt mit
Phasenkontrast

"Irz Objekteinfluss

r Phasen
drehung
irl2

Result.
Amplitude I, -e

Direktes Licht
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Phasenkontrast-Mikroskopie

Phasenkontrast-Mikroskopie:

Typischerweise wird nicht ,gerade” beleuchtet, sondern ,schief* mittels einer
Ringblende im Beleuchtungssystem (annulare Beleuchtung).

Durch einen entsprechenden Phasenring in der Objektiv-Blende (=Spezialobjektiv)
wird die 0.Beugungsordnung phasenversetzt.

Zwischenbild

. Y & D Ring- ;
RIS N | '} blende Kondensor Objekt Obijektiv PSE?BH' Belritnr::d- o
AP mit dem i ‘ | ‘

Objektiv I 3 | \%
Praparatebene % K‘J\
Kondensor ‘

31



Zernike Phasenkontrast

negativer Phasenkontrast

32
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Farbiger Phasenkontrast

Die Phasendrehung ist wellenldngenabhangig. Dadurch kdnnen Farbeffekte
im Phasenkontrast erzielt werden:

34



DIC

DIC= Differentieller Interferenzkontrast

Anwendung: Ahnlich wie Phasenkontrastverfahren zur Sichtbarmachung
von Phasenobjekten.
Theorie: Komplex — daher hier nur das Grundprinzip

Welle Differentielle
original / verschoben Aufspaltung

Grundprinzip: Uberlagerung (Interferenz)
von leicht verschobenen (Shear) und ‘ ‘ ‘ \ ﬂ
verzogerten (Delay) Wellenfronten. :

Dadurch entsteht ein Interferenzbild U
welches sehr sensitiv Phasengradienten m f\
abbildet. | \}7

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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DIC — als Interferenzmikroskop s

Bild

Spiegel

=> Interferometrische Aufspaltung
und Uberlagerung
= Sehr aufwandig

Zwischen-
bild

=y Tubus-

linse
Licht- Referenz-
quelle flache

Kollimator Obijektiv
Pupille
[T Obijektiv
\ ;
Objekt- /
ebene

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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DIC — Nomarski (Polarisationsaufspaltung)
. . A
=>» Aufspaltung in zwei orthogonale Analy sator
Polarisationsrichtungen im Wollaston-
Beleuchtungssystem T e, P
(Wollaston (Nomarski)-Prisma) Justage
- ase @
=>» Versetzter Durchgang durch das
Objekt S— | ——— Objektiv
- ) ] Shear-
=» Uberlagerung durch ein weiteres Distanz
Wollaston-Prisma e e
im Abbildungssystem
X "f_——__‘““\i“ Kondensor
ordentlich |
$ $ | Teiler-
i | verhiltnis
unpolarisiert I .- .
) ' Wollaston-
Kieber — oradueiilrich - —’:f Prisma
(z. B. Kanadabalsam) Kompensator
Wolaston- Prisma (Wiki-Commons — User:Cepheiden) Polarisator

37


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/83/Wollaston_Prism_DE.svg

DIC — Nomarski - Auflicht

[ ccD-Bild

|

Tubus-

Analysator

Polarisator
H \] Strahl-
teiler
Licht- Kollimator
quelle
Nomarski- o
Prisma —r—
N J'U\ Pupille
|II ‘5".” |I 4-"'."'
Objektiv
le Polarisations-
4 richtungen
‘ . , Objekt- aufgespalten
Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4 ebene
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DIC — Bilder

e Die laterale Verschiebung erzeugt eine Vorzugsrichtung
e Man beobachtet gerichtete Strukturen je nach Orientierung deutlicher / undeutlich

Shift unter 45° Shift in x-Richtung Shift in y-Richtung
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