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(57) Abstract: The invention relates to a method for correcting illumination-dependent aberrations in a modular digital microscope
comprising a coaxial bright field illumination apparatus, a motor-driven zoom apparatus, an objective, a digital image acquisition
unit and an image processing unit. The method according to the invention is based on the use of calibration data, which are
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betritft ein Verfahren zur Korrektur von beleuchtungsbedingten Abbildungsfehlern in einem
modularen Digitalmikroskop mit einer koaxialen Hellfeld-Beleuchtungseinrichtung, einer motorisierten Zoomeinrichtung, einem
Objektiv, einer digitalen Bilderfassungseinheit und einer Bildverarbeitungseinheit. Das erfindungsgeméfle Verfahren beruht auf der
Verwendung von Kalibrationsdaten, welche vorzugsweise in der Bildverarbeitungseinheit als Kalibrationsdatensatz hinterlegt sind.
Der Kalibrationsdatensatz wird fiir jede Kombination von Objektiv und Zoom ermittelt und in einem Datenspeicher abgelegt. Das
Verfahren ist der Bildverarbeitungseinheit zur Live-Korrektur integriert oder als Software zur Bildnachbearbeitung von
Mikroskopbildern vertiigbar. Die Ertindung betriftt auch ein Digitalmikroskop.
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Verfahren zur Korrektur von beleuchtungsbedingten

Abbildungsfehlern in einem modularen Digitalmikroskop,

Digitalmikroskop und Datenverarbeitungsprogramm.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Korrektur wvon
beleuchtungsbedingten Abbildungsfehlern in einem modularen
Digitalmikroskop, welches eine motorisierte Zoomeinrichtung
und ein auswechselbares Objektiv umfasst. Weiterhin betrifft
die Erfindung eine Digitalmikroskop und ein

Datenverarbeitungsprogramm zur Ausfihrung des Verfahrens.

In der Digitalmikroskopie kdnnen beleuchtungsbedingte
systematische Abbildungsfehler auftreten, welche insbesondere
bei der Verwendung von Wechselobjektiven und motorisierten
Zoomsystemen von Gerat zu Gerat und je nach aktueller

Zoomeinstellung unterschiedlich stark ausgepragt sind.

Solche beleuchtungsbedingten systematischen Abbildungsfehler
kénnen beispielsweise Reflexe bei einer koaxialen

Auflichtbeleuchtung sein, die insbesondere bei Objektiven mit
vergleichsweise groBer Brennweite problematisch sind bzw. die

Benutzung von koaxialem Auflicht unmdéglich machen.

Da in der Mikroskopie die BReleuchtungsarten haufig miteinander
kombiniert werden, kodonnen diese Abbildungsfehler durchaus auch

in verschiedenen Auspragungen kombiniert auftreten.

Verschiedene Verfahren zur Bildkorrektur in optischen Systemen
sind insbesondere aus der Digitalkameratechnik bekannt. Bei
Foto Objektiven beispielsweise wird Vignettierung als

Korrektionsmittel fiir Bildfehler (Koma) eingesetzt.

Es gibt weiterhin Ansatze zur digitalen Korrektur von

Mehrfachreflexen in Fotoobjektiven. Um Artefakte bei der
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Bildaufnahme zu korrigieren ist das Verfahren des

Dunkelbildabzuges gebrauchlich.

Aus der US 2002/0041383 Al ist ein Bildaufnahemesystem aus dem
Anwendungsbereich der ,machine vision™ bekannt. Bei diesem
System sollen alle geometrischen Verzeichnungen von Kamera,
Objektiv, Beleuchtung und Computersystem gemessen und digital
korrigiert werden, um ein verzeichnungsfreies digitales Bild
in der korrekten VergréBerung zu berechnen. Dabei werden die
Bilder korrigiert und alle auf dieselbe VergrdBerung skaliert.
Es erfolgt eine simultane Korrektur verschiedener
Abbildungsfehler. Mit einer speziellen geometrischen und/oder
Beleuchtungs-Kalibrationsmaske erfolgt eine Systemkalibration,
zu welcher zwei Kameras erforderlich sind. Das beschriebene

Verfahren ist auBerst aufwendig.

Bei der Verwendung einer koaxialen Auflichtbeleuchtung beim
Mikroskop wird mittels eines Strahlteilers Licht in den
Beobachtungsstrahlengang eingekoppelt. Bevor das Licht auf das
Objekt trifft, tritt es durch mindestens ein optisch wirksames
Element der Beobachtungsoptik. An der Grenzfladche solch eines
Elementes, insbesondere in der Nahe der optischen Achse werden
gewigsse Teile des Lichtes reflektiert und mischen sich mit dem
Nutzlicht, welches vom Objekt durch die Beobachtungsoptik
propagiert. Dieses reflektierte Licht bildet den so genannten

Auflicht-Reflex.

In modularen Zoomsystemen kdnnen bei bestimmten Objektiven
solche Auflicht-Reflexe auftreten, die sich in ihrer Form,
Farbe und Intensitdt beim zoomen und auch beim Wechsel zu

einem anderen Objektiv gleicher Bauart verandern.

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur

Korrektur von beleuchtungsbedingten Abbildungsfehlern,
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insbesondere zur Korrektur eines durch koaxiales Auflicht
verursachten Auflicht-Reflexes, in einem modular aufgebauten
Digitalmikroskop mit motorisiertem Zoomsystem und
Wechselobjektiv, sowie ein Digitalmikroskop und ein
Datenverarbeitungsprogramm zur Durchfithrung des Verfahrens

bereitzustellen.

Die L&sung der Aufgabenstellung gelingt durch ein Verfahren
mit den Merkmalen des Anspruchs 1, durch ein Digitalmikroskop
mit den Merkmalen des Anspruch 9 und durch ein

Datenverarbeitungsprogramm mit den Merkmalen des Anspruchs 10.

Ein Digitalmikroskop, in dem das erfindungsgemdle Verfahren
angewendet werden kann umfasst ein vorzugsweise wechselbares
Objektiv, ein vorzugsweise motorisiertes Zoomsystem, eine
koaxiale Auflicht-Beleuchtungsvorrichtung, eine digitale
Bilderfassungseinheit, eine Bildverarbeitungseinheit und eine
Steuereinheit. In der Bildverarbeitungseinheit lauft das
erfindungsgemale Korrekturverfahren ab, indem es vorzugsweise

in einen Controller (FPGA) implementiert ist.

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der Verwendung wvon
Kalibrationsdaten, welche vorzugsweise in der
Bildverarbeitungseinheit als Kalibrationsdatensatz hinterlegt

sind.

Der Kalibrationsdatensatz wird flir jede Kombination von
Objektiv und Zoom ermittelt und in einem Datenspeicher
abgelegt. Da die Objektive eine elektronische Schnittstelle
aufweisen, kann die Steuereinheit das jeweils verwendete
Objektiv erkennen und den passenden Kalibrationsdatensatz
auswahlen. Liegt fir eine bestimmte Konfiguration noch kein
Kalibrationsdatensatz vor, so fihrt die Steuereinheit einen

Kalibrationsvorgang durch, welcher folgendermaBen ablauft:
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Es wird das Auflicht auf einen bestimmten Wert der mdglichen
Bestromung (vorzugsweise 40%) eingestellt. Der digitale
Steuer-Wert dazu wird abgespeichert. Es wird das optische
Geradt so positioniert, dass keinerlei Objekte im Fokus der
Abbildung liegen (maximale Defokussierung). Eine maximale
Defokussierung kann auch erreicht werden, indem eine matte
moglichst nicht reflektierend beschichtete Kalibrationskappe
auf das Objektiv aufgesetzt wird. Auch ein
Objektivschutzdeckel kdénnte bei entsprechend gestalteter

Innenfldche als Kalibrationskappe verwendet werden.

Auf dem Sensor entsteht nun ein Bild des Auflicht-Reflexes.
Mbglicherweise kann es erforderlich sein, den Raum um das

optische Gerdt herum geeignet abzudunkeln.

Nun werden n spezifizierte Zoompositionen nacheinander
angefahren, wobei der minimale und maximale Zoom als
Zoompositionen jedenfalls eingeschlossen sein missen. Das
System bestimmt nun vorzugsweise automatisch Blende und
Integrationszeit und es wird je Zoomposition ein Bild des
jeweiligen Auflichtreflexes aufgenommen und anschlielend
gemeinsam mit der Integrationszeit und der Zoomstellung

abgespeichert.

In einer besonders bevorzugten Ausfiithrungsform des
erfindungsgemalen Verfahrens wird das Bild jeweils in eine
geringe Aufldosung skaliert, wie spater noch anhand eines
Ausfihrungsbeispiels erlautert wird. Dazu wird es vorzugsweise
vorher Tiefpass gefiltert. Vorteilhafterweise kdnnen nun zum
Einen die Kalibrationsbilder mit geringem Speicherbedarf
abgespeichert werden, weiterhin ist dadurch das live-

Korrekturverfahren schneller ausfihrbar.
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Das erfindungsgemaBe Korrekturverfahren kann
vorteilhafterweise im Live-Bild-Modus angewendet werden und

umfasst nachfolgend beschriebene Schritte.

Zundchst wird Uberprift, ob fiir die vorliegende Kombination
von Modulen (Zoom und Objektiv) ein Kalibrationsdatensatz in
einem Speicher der Steuereinheit oder der
Bildverarbeitungseinheit vorliegt. Falls nicht, wird die zuvor

beschriebene Kalibration durchgefihrt.

Fiir ein an der Bilderfassungseinheit eingezogenes Bild wird

die aktuelle Zoomposition ermittelt.

Darliber hinaus werden der aktuelle Bestromungswert der
Auflichtbeleuchtung und die aktuelle Integrationszeit der
Bilderfassungseinheit ermittelt. Aus diesen Daten wird ein
Korrekturfaktor berechnet, der den Kalibrationszustand und den

aktuellen Zustand in Beziehung setzt.

Ein Reflexbild wird in Abhangigkeit des Zoomfaktors mittels
aus den der Zoomposition benachbarten Kalibrationsbildern
berechnet. Dies kann beispielsweise mit konvexer

Linearkombination erfolgen.

Das Reflexbild wird nun mit dem Korrekturfaktor zur einem
angepassten Reflexbild verrechnet, vorzugsweise durch

Multiplikation.

AnschlieBend wird das angepasste Reflexbild vom aktuell
erfassten Bild subtrahiert, und zwar an den Pixeln, die nicht

Ubersteuert sind.
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AnschlieBend erfolgt ein Multiplizieren des Differenzbildes
mit einem Faktor, um die urspringliche Helligkeit wieder

herzustellen bzw. dieser anzunahern.

Fir den Fall, dass die Kalibrationsbilder in reduzierter
Auflosung vorliegen, liefert eine bilineare Interpolation das
zu benutzende Reflexbild an allen Pixeln in voller Aufldsung

fiir den gewichteten Bildabzug.

Einige vorteilhafte Aspekte und Ausfihrungsvarianten des
erfindungsgemalen Verfahrens werden nachfolgend anhand einer

besonders bevorzugten Ausfihrungsform nédher erliautert.

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in dieser Ausfihrungsform
in einem Digitalmikroskop verwendet, das eine optische Einheit
mit einem Objektiv, einem motorischen Zoomsystem, einer
Bilderfassungseinheit mit einem Bildsensor und einer
Bildverarbeitungseinheit umfasst. Die optische Einheit umfasst
eine koaxiale Hellfeld-Beleuchtungseinrichtung und ist in
einem Stativ motorisch hohenverstellbar angeordnet. Das
Digitalmikroskop umfasst weiterhin einen in einer horizontalen
Ebene und vertikal verschiebbaren Objekttisch und eine
Steuereinheit. Das Digitalmikroskop verfiigt weiterhin tber
eine Benutzerschnittstelle, iiber die vorzugsweise ein PC

verbunden wird.

Zunachst soll eine Variante zur Erzeugung eines

Kalibrationsdatensatzes erlautert werden.

In der Steuereinheit ist eine Kalibrationsroutine hinterlegt,
in der die Schritte des Kalibriervorganges implementiert sind.
Zundachst wird iUberpriift, ob das Objektiv neu im Mikroskop ist.
Dazu wird ein Speicher ,R0S', in dem die Seriennummern der

letzten zehn verwendeten QObjektive gespeichert sind auf
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Vorhandensein des aktuellen Objektives lUberprift. Der Speicher
kann beispielsweise eine SD-Card oder ein anderer
Wechselspeicher oder auch ein fester Systemspeicher sein. Ist
das Objektiv bereits bekannt, kann direkt in den
Operationsmodus gewechselt werden, da in diesem Fall

Kalibrationsdatensatze bereits vorliegen.

Es wird nun von der Steuereinheit eine Nachricht, wie z.B.
,Bitte Warten - Kalibrierung Reflexkorrektur™ an die
Benutzerschnittstelle gesendet und vorzugsweise an einem

Bildschirm dargestellt.

Der Antrieb der optischen Einheit des Mikroskops wird in die
hoéchste, der Objekttisch in die niedrigste Position verfahren.

Der Zoom wird auf einen minimalen Wert, der ggf. zwischen den

Objektivtypen variieren kann, z.B. B=0,5 eingestellt. Eine
eventuell vorhandene Dunkelfeldbeleuchtung wird ausgeschaltet.
Die koaxiale Hellfeld-Releuchtungseinrichtung wird mit einem

definierten Bestromungswert (z. B. 40%) eingeschaltet.

Nun werden neun Kalibrationsbilder in verschiedenen
Zoompositionen mit konstanter Beleuchtung aufgenommen. Die
Zoompositionen umfassen in jedem Fall den kleinst- und
groRtméglichen Zoomfaktor, wobei der kleineste Zoomfaktor wvom
Objektivtyp abhdngen kann, und sollten mehr Stiitzstellen in
dem Bereich des komplett sichtbaren Reflexes aufweisen. Dies
ist meist in den kleineren VergréBerungsstufen der Fall,
wahrend bei groBem Zoomfaktor der Reflex eher als ,Nebel-
Aufhellung™ erscheint. In der beschriebenen Ausfihrungsform
sind als Zoompositionen 0.5, 0.565, 0.8, 1, 1.4, 1,9, 3, 5.
Die Kalibrationsbilder werden mit ihrer Jjeweiligen
Belichtungszeit als Metadatum gespeichert. Die Belichtungszeit
wird im Kalibrationsmodus vorzugsweise automatisch ermittelt.

Um die Belichtungszeit auch zwischen den
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Kalibrationsbelichtungszeiten zur Verfliigung zu haben, wird der
Verlauf der Belichtungszeiten iUber den Zoompositionen durch
eine Belichtungsformel approximiert. Vorzugsweise ist dies ein
Polynom vierten Grades. Damit diese Belichtungsformel an den
Zoompositionen exakte Werte liefert, wird der Quotient aus
angepasster und tatsdchlicher Belichtungszeit ermittelt und
die Kalibrationsbilder werden mit dem jeweiligen Quotienten
multipliziert. Unter dem Paradigma, dass die Belichtungszeit
proportional ist zur Helligkeit, was fiir HDR-Techniken
iblicherweise auch vorausgesetzt wird, ergibt sich dadurch
eine exakt interpolierende Formal fir die Belichtungszeiten

der Kalibrationsbilder.

Um einen besonders schnellen Live-Korrekturmodus zu
ermdglichen, werden die Kalibrationsbilder in jedem ihrer
Farbkandle wie nachfolgend beschrieben bearbeitet.

- Anwenden eines Tiefpassfilters z. B. durch Anwendung eines
gleitenden 2D-Mittelwertes mit 40x40 Pixeln

- Skalieren des Bildes in ein 19x27 Pixel groBen Bildes des
Reflexes fir jeden Farbkanal
Ausgehend vom Bildzentrum wird einschliel3lich des
Bildzentrums in jede Richtung jedes sechzigste Pixel
verwendet.

- Die neun skalierten Kalibrationsbilder, die
Kalibrationsbeleuchungsstarke L CBF und funf Koeffizienten
fur den Fit der Belichtungszeiten E R Uber die neun
VergroBerungsstufen werden durch einem Polynom vierter
Ordnung auf dem Speicher als Kalibrationsdatensatz

abgelegt.

AnschlieBend erfolgt eine Meldung an die Benutzerschnittstelle

“Kalibrierung fertig”.
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Im Mikroskopbetrieb kann die Option Live-Reflex-Korrektur
ausgewahlt werden. Bei Auswahl dieser Option werden bei jedem
Bildeinzug die Belichtungszeit E N, der Bestromungswert einer
Hellfeld-Beleuchtung L BF und eine aktuelle Zoomposition
ermittelt. Diese Werte konnen direkt am Mikroskop bestimmt
werden, da die Komponenten iiber elektronische Schnittstelen

zur Steuereinheit verfligen.

Nun wird aus dem Kalibrationsdatensatz die konstante
Kalibrationsbeleuchungsstarke L CBF ausgelesen und die
korrekte Belichtungszeit E R fiur die aktuelle Zoomposition
ermittelt. Zur Ermittlung von E R werden die funf

Koeffizienten des Kalibrationsdatensatzes ausgelesen und das

Polynom fiir die aktuelle VergroBerung [ berechnet.

Ist die aktuelle VergroBerung B keine im Kalibrationsprozess
verwendete VergrdéBerung, werden die zwei benachbarten
Zzoomstufen ermittelt und das skalierte Reflexbild durch eine

lineare Interpolation der zugehdrigen Kalibrationsbilder ima,

imb ermittelt. Fir den Fall, dass die aktuelle VergroBerung J3
genau eine der Kalibrationszoomstufen trifft, wird das
betreffende Kalibrationsbild als zu skalierendes Reflexbild

verwendet.

Durch bilineare Interpolation wird das Kalibrationsbild auf
die OriginalgrdoBle, z.B. 1200x1600 Pixel zurickgerechnet: Dies
muss nicht flir das gesamte Rild erfolgen, sondern kann flr
jedes Original-Bild-Pixel ,on-the-fly' erfolgen, da die
bilineare Interpolation lokal (in der

Bildverarbeitungseinheit) erfolgt.

Dieser Umstand kommt der Verarbeitung in einem FPGA (field
programmable gate array) mit zeilenweiser Rearbeitung des

Live-Pixel-Streams entgegen.
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Das aufldsungserhdhte Bild wird nun mit den aktuellen und
Kalibrationsdaten nach folgender Formel, die den
Korrekturfaktor darstellt, skaliert:

EN«L BF
ER+LCBF

0,97
Dabei ist der Wert 0,97 ein beispielhafter Sicherheitsfaktor,
der entsprechend der Erfordernisse anpassbar, aber nicht

zwingend erforderlich ist.

Das so modifizierte Reflexbild wird vom Live-Bild an nicht
Ubersteuerten Pixeln subtrahiert. Auch diese Subtraktion kann

pixelweise oder zeilenweise erfolgen.

AnschlieBend wird der Dynamikumfang gestreckt, wofir
verschiedene Stretching-Methoden verwendet werden kdnnen, die

dem Fachmann bekannt sind.

Das zuvor beschrieben Verfahren ist vorteilhafterweise zur
Live-Korrektur in die Hardware der BRildverarbeitungseinheit
implementiert, eignet sich aber auch zur Anwendung in einer

separaten Software zur Bildnachbearbeitung.

Anhand der Figuren wird nachfolgend die Wirkung des

erfindungsgemalien Korrekturverfahrens dargestellt.
Es zeigen:

Fig. 1: ein Mikroskopbild unter koaxialer Hellfeld-
Beleuchtung mit Reflex;

Fig. 2: das Mikroskopbild gemall Fig. 1 bei Verwendung des

Korrekturverfahrens;
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In der Darstellung des Mikroskopbildes in Fig. 1 ist deutlich
ein Reflex der Hellfeld-Beleuchtung zu erkennen, der gemal
Fig. 2 bei der Anwendung der Live-Reflex-Korrektur nicht mehr

zu sehen ist.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Korrektur von beleuchtungsbedingten
Abbildungsfehlern in einem modularen Digitalmikroskop mit
einer koaxialen Hellfeld-Releuchtungseinrichtung, einer
motorisierten Zoomeinrichtung, einem Objektiv, einer
digitalen Bilderfassungseinheit und einer
Bildverarbeitungseinheit, folgende Schritte umfassend:

- Laden eines Kalibrationsdatensatzes, der fir

verschiedene Zoomwerte f i Kalibrationsbilder des
Abbildungsfehlers und Kalibrationsmetadaten zu Jjedem
Kalbrationsbild umfasst;

- Erfassen eines Bildes mit zugehdrigen Bild-Metadaten,

die mindestens eine Zoomposition f a des Zoomsystems
umfassen;

- Ermitteln eines Korrekturfaktors unter Verwendung wvon
Kalibrationsdaten des Kalibrationsdatensatzes und der
Bild-Metadaten

- Ermitteln eines Reflexbildes aus dem
Kalibrationsdatensatz;

- Verrechnen des Reflexbildes mit dem Korrekturfaktor
zu einem korrigierten Reflexbild;

- Verrechnen des erfassten Bildes mit dem korrigierten

Reflexbild.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, das
die Bild-Metadaten weiterhin eine Beleuchtungsstéarke
(L BF) der Hellfeld-Beleuchtungseinrichtung und eine
Integrationszeit (E N) der Bilderfassungseinheit

umfassen.
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Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das Reflexbild aus mindestens zweil

Kalibrationsbildern durch Interpolation berechnet wird,
welche zur aktuellen Zoomposition B a benachbarte

zZoompositionen f i als Metadatum aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das Reflexbild mit dem

Korrekturfaktor multipliziert wird.

Verfahren nach einem Anspriiche 2 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass der Korrekturfaktor nach folgender

Formel berechnet wird:

E N=xL BF

ER+LCBF
wobel K ein Sicherheitsfaktor, E R eine modellierte
Integrationszeit und L CBF ein Stromwert der
Beleuchtungsstarke der Kalibrationseinstellung des

Mikroskops ist.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass
die modellierte Integrationszeit (E R) durch eine Formel
berechnet wird, die mittels Approximation aus den Bild-

Metadaten und Kalibrationsmetadaten ermittelt wird.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der

Kalibrationsdatensatz durch folgende Schritte erstellt

wird:

a) Einstellen eines vorbestimmten Wertes der Auflicht-
Beleuchtungseinrichtung L CBF;

b) Einstellen einer maximalen Defokussierung;

c) Einstellen einer bestimmten Zoomposition [ R;
d) Erfassen eines Bildes als Kalibrationsbild;

e) Abspeichern des Kalibrationsbildes mit der zugehérigen

zoomposition B R und Integrationszeit E R im
Kalibrationsdatensatz.

f) Wiederholen der Schritte b) bis e) fiir verschiedene

zoompositionen f i einschlieBlich minimaler und

maximaler Zoomposition.

Verfahren nach Anspruch 7, weiterhin folgende Schritte
umfassend:

a) Berechnen von modellierten Integrationszeiten durch
Approximieren der verwendeten Integrationszeiten zu den
Zoompositionen durch ein Modell, vorzugsweise ein Polynom
vierten Grades;

b) Ermitteln von Quotienten aus modellierten und
verwendeten Integrationszeiten;

c) Multiplizieren der Kalibrationsbilder mit den

ermittelten Quotienten.

Digitalmikroskop, umfassend ein Objektiv, ein Zoomsystem,
eine koaxiale Auflicht-Beleuchtungsvorrichtung, eine
digitale Bilderfassungseinheit, eine Bildverarbeitungs-
einheit und eine Steuereinheit, dadurch gekennzeichnet,
dass in der Bildverarbeitungseinheit ein Verfahren nach

einem der Anspriiche 1 bis 8 implementiert ist.
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10. Datenverarbeitungsprogramm mit Programmcodemitteln zur

Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1

bis 8.
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