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(57) Abstract: The invention relates to a method and to a microscope (10) for imaging an object (12), which comprises a lens assembly
(14), which defines an optical axis and a focal plane perpendicular thereto, and correction optics (32), which are adjustable for adjustment
to a depth position and which correct a spherical aberration on the lens assembly (14) which occurs during imaging of the object (12)
at a specific depth position of the focal plane. The method comprises the steps: determining a phase difference of radiation from a first
lateral region (40) and a second lateral region (42) of the object (12); using a previously known connection between the phase difference
and a modification of the spherical aberration caused thereby in order to determine an adjustment value of the correction optics (32),
such that the spherical aberration is reduced when imaging the second region (42).
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WO 2018/172161 A1 { I/ OO0 00

SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM,
TN, TR, TT, TZ,UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST,
SZ,TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ,
RU, TJ, TM), europdisches (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT,
LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI,
SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Veriffentlicht:
—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

3)

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und ein Mikroskop (10) zum Abbilden eines Objekts (12), welches ein
Objektiv (14), welches eine optische Achse und eine dazu senkrecht stehende Fokalebene definiert, und eine zur Abstimmung auf eine
Tiefenlage einstellbare Korrekturoptik (32) umfasst, welche am Objektiv (14) eine sphérische Aberration korrigiert, welche bei einer
Abbildung des Objekts (12) mit einer bestimmten Tiefenlage der Fokalebene auftritt. Das Verfahren umfasst die Schritte: Bestimmen
einer Phasendifferenz von Strahlung aus einem ersten lateralen Bereich (40) und einem zweiten lateralen Bereich (42) des Objekts
(12); Verwenden eines vorbekannten Zusammenhangs zwischen der Phasendifferenz und einer dadurch verursachten Anderung der
sphérischen Aberration, um einen Einstellwert der Korrekturoptik (32) zu ermitteln, so dass die sphérische Aberration bei Abbildung
des zweiten Bereichs (42) reduziert wird.
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Mikroskop und Verfahren zum Abbilden eines Objekts

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abbilden eines Objekts mittels eines Mikroskops,
welches ein Objektiv und eine Korrekturoptik umfasst. Das Objektiv definiert eine optische
Achse und eine dazu senkrecht stehende Fokalebene. Die Korrekturoptik ist zur Abstimmung
auf eine Tiefenlage einstellbar und korrigiert am Objektiv eine sphérische Aberration, welche bei
einer Abbildung des Objekts mit einer bestimmten Tiefenlage der Fokalebene auftritt. Ferner
betrifft die Erfindung ein solches Mikroskop.

In der Forschung missen Mikroskope haufig hohe Flexibilitat besitzen, da Experimente
unterschiedlichster Natur durchgefihrt werden. Dabei kdnnen sowohl die zu betrachtenden
Objekte als auch die Objekttrager stark variieren. Bei Objektiven mit hoher numerischer Apertur
haben Abweichungen des Brechungsindex auf einem optischen Weg von einer Fokalebene in
dem Objekt zu dem Objektiv einen starken Einfluss auf das beugungsbegrenzte
Abbildungsvermdgen. Eine Méglichkeit, die spharische Aberration der Abbildung des Objekts
an unterschiedliche Objekttragerdicken, wie beispielweise Deckglaserdicken von 0,15 mm bis
1,5 mm, anzupassen, ist es, einen Korrekturring am Objektiv auf den entsprechenden Wert
einzustellen und somit die spharische Aberration bei der Abbildung zu reduzieren.

Solche Abbildungsfehler machen sich umso stéarker bemerkbar, je tiefer eine Fokalebene im
Objekt liegt. Bereits ab Tiefen von wenigen Mikrometern treten sichtbare spharische
Aberrationen auf, wenn ein Brechungsindexunterschied im Objekt gegeben ist und die
numerische Apertur des Objektivs entsprechend hoch ist (z. B. eine numerische Apertur von
1,2, wie sie bei konfokaler Mikroskopie Ublich ist). Abbildungen in drei Dimensionen, d. h. das
Abbilden in dickeren oder tieferen Objekten, gewinnen immer mehr an Bedeutung, sei es bei
der Untersuchung von Zellkulturen in 3D, bei Sphéroiden oder bei dickeren Schnitten. Eine
ausgezeichnete Bildqualitat wird hierfar immer wichtiger, so dass QualitdtseinbuRen aufgrund

von sphérischer Aberration nicht Ianger hingenommen werden.

Die Applikationen, insbesondere in der Fluoreszenzmikroskopie, und damit die Anforderung an

das Mikroskop variieren stark. So kann es beispielsweise bei einem Experiment notwendig sein,
nur die ersten 10 um ab einer Deckglasoberflache zu betrachten, in einem anderen Experiment
méchte man jedoch 200 um tief in das Objekt hinein abbilden. Ahnliches gilt fiir die Temperatur.
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Das eine Experiment lauft bei Raumtemperatur ab, wohingegen ein anderes Experiment bei
37° C durchgefihrt wird. Dies hat Einfluss auf das optische Verhalten des Mikroskops und
damit auf dessen Abbildungseigenschaften.

Bisher ist es mihsam, den Korrekturring des Objektivs exakt fiir den Objekttréager bzw. das
Objekt einzustellen. Der Experimentator muss verschiedene Einstellungen ausprobieren, um
den optimalen Wert zu finden. Zudem ist eine Anderung der Einstellung wahrend des

Experiments nahezu ausgeschlossen.

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren bzw. Aufbauten fiir Mikroskope
bekannt, die entweder automatisiert oder teilautomatisiert durchgeflinrt werden und ein
iteratives Vorgehen zur Korrektur einer spharischen Aberration beinhalten. Die

US 2008/310016 A beschreibt eine Korrektur der sphérischen Aberration hinsichtlich der Dicke
eines Deckglases. US 2005/024718 A und JP 2005/043624 A2 schlagen vor, dass der Nutzer
optische Parameter eingibt, woraus dann eine Korrektur der spharischen Aberration abgeleitet
wird. US 2011/141260 A und US 2014/233094 A beschreiben iterative Korrekturverfahren fir
die spharische Aberration, welche bildanalytisch den Kontrast oder die Helligkeit auswerten.

Phasenaspekte bei der Mikroskopie sind auch in Humphry: ,Optical transmission mode imaging
with the Phase Focus Virtual Lens®, Phase Focus Limited, Nr. TB02, 22. Marz 2010; bei der
Phasenkontrastkamera ,SID4bio" der Phasics S.A.; in Marquet et al.: ,,Review of quantitative
phase-digital holographic microscopy: promising novel imaging technigue to resolve neuronal
network activity and identify cellular biomarkers of psychiatric disorders®, Neurophotonics, Vol.
1(2), Oktober — Dezember 2014 und in Rappaz et al.: ,Simultaneous cell morphometry and
refractive index measurement with dual-wavelength digital holographic microscopy and dye-
enhanced dispersion of perfusion medium*, Optics Letters, Vol. 33, Nr. 7, 1. April 2008,
angesprochen.

Die DE 102014002584 A1 ermittelt zur Verbesserung der AbbildungsgUte eine geometrische
Weglangenposition eines Objektpunktes aufwéndig per optischer Kohdrenztomographie. Die
WO 2013/130077 verwendet SLMs fiir Beleuchtung und Abbildung.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und ein Mikroskop zum Abbilden eines Objekts
bereitzustellen, mittels welchen das Objekt aufwandsgering moglichst aberrationsfrei abgebildet

werden kann.

Die Erfindung ist in den Ansprichen 1 und 11 definiert.
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In einem Verfahren zum Abbilden eines Objekts wird ein Mikroskop verwendet, welches ein
Objektiv und eine einstellbare Korrekturoptik umfasst. Das Objektiv definiert eine optische
Achse und eine dazu senkrecht stehende Fokalebene. Die Korrekturoptik korrigiert am Objektiv
eine spharische Aberration, welche bei einer Abbildung des Objekts auftritt. Ein Einstellwert gilt
flr eine bestimmte Tiefenlage der Fokalebene. Das Verfahren umfasst die folgenden Schritte:
Beleuchten des Objekts mit Strahlung; Erfassen der von dem Objekt reflektierten oder
transmittierten Strahlung; Durchflhren einer quantitativen Phasenkontrastabbildung zum
Bestimmen einer Phasendifferenz von Strahlung aus einem ersten lateralen Bereich und einem
zweiten lateralen Bereich des Objekts, wobei die sphérische Aberration der Abbildung des
Objekts im ersten Bereich bekannt oder der hierfir ndtige Korrekturbedarf ist; Verwenden eines
Zusammenhangs zwischen der Phasendifferenz und einer dadurch verursachten Anderung der
sphérische Aberration, um einen Einstellwert der Korrekturoptik zu ermitteln, so dass die
sphérische Aberration im zweiten Bereich reduziert wird; und Einstellen der Korrekturoptik auf
den Einstellwert sowie Abbilden des Objekts im zweiten Bereich.

Im Verfahren muss die sphérische Aberration in absoluten Werten nicht bekannt sein. Das
Verfahren bezieht sich auf einen ersten Bereich, flr den die spharische Aberration durch die
Korrekturoptik korrigiert ist oder korrigierbar ist. Durch Bezug auf diesen ersten Bereich und die
Ermittiung der Phasendifferenz und Hinzuziehung des Zusammenhangs zwischen
Phasendifferenz und dadurch verursachter Anderung der sphérischen Aberration kann die
Korrekturoptik sehr einfach so eingestellt werden, dass das Objekt im zweiten Bereich mit
maoglichst geringer spharischer Aberration abgebildet wird. In Ausfihrungsformen wird zuerst
die Korrekturoptik so eingestellt, dass der erste Bereich mit mdglichst geringer sphérischer
Aberration abgebildet wird. Man kann dazu beispielsweise einen hinsichtlich Brechungsindex
bekannten Bereich des Objektes oder einen gut zugénglichen Bereich einer Probe verwenden.
Man kann sich somit den ersten Bereich so wahlen, dass aufwandsgering und schnell eine
Abbildung mit geringer oder vollig ausgeglichener spharischer Aberration gewonnen wird. Das
Verfahren liefert dann ohne weiteren Aufwand eine aberrationsgeringe oder aberrationsfreie
Abbildung auch des zweiten Bereichs, indem zuerst die Phasenkontrastabbildung durchgefihrt
und dann unter Berlicksichtigung des Zusammenhangs zwischen Anderung der sphérischen
Aberration und Phasenkontrast die passende Einstellung der Korrekturoptik fir den zweiten
Bereich erhalten wird. Die Kombination aus Phasenkontrastabbildung und Verwendung eines
Zusammenhangs, der die Anderung der spharischen Aberration wiedergibt, erlaubt somit ein
besonders einfaches Vorgehen. In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform gibt der
Zusammenhang eine Einstellung der Korrekturoptik als Funktion des Phasenkontrasts an,
insbesondere die Anderung der Einstellung. Die Anderung der sphérischen Aberration wird so
direkt in eine Einstellung der Korrekturoptik umgesetzt.
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Die Phasendifferenz wird mit einer quantitativen Phasenkontrastabbildung ermittelt. Eine
Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung weist optional eine Lichtquelle und einen
Detektor zur Bestimmung der Phasendifferenz auf. Diese Bestimmung der Phasendifferenz ist
im Auflicht- und Durchlichtverfahren gleichermafBen mdglich.

Ein Mikroskop zur Abbildung eines Objekts umfasst ein Objektiv, eine einstellbare
Korrekturoptik, einen Antrieb, eine Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung und
eine Steuereinrichtung. Das Objektiv definiert eine optische Achse und eine dazu senkrecht
stehende Fokalebene. Die Korrekturoptik korrigiert am Objektiv eine spharische Aberration,
welche bei der Abbildung des Objekts auftritt. Ein Einstellwert der Korrekturoptik gilt fir eine
bestimmte Tiefenlage der Fokalebene. Der Antrieb stellt die Korrekturoptik ein. Die Einrichtung
zur quantitativen Phasenkontrastabbildung ist ausgebildet, das Objekt mit Strahlung zu
beleuchten, die von dem Objekt reflektierte oder transmittierte Strahlung zu erfassen, und eine
Phasendifferenz von Strahlung aus einem ersten lateralen Bereich und einem zweiten lateralen
Bereich zu bestimmen. In der Steuereinrichtung ist ein Zusammenhang zwischen der
Phasendifferenz und einer dadurch verursachten Anderung der spharischen Aberration und die
sphérische Aberration der Abbildung des Objekts flir die Fokalebene in dem ersten Bereich
hinterlegt. Die Steuereinrichtung steuert den Antrieb auf Grundlage des Zusammenhangs derart
an, dass die spharische Aberration in der Fokalebene im zweiten Bereich reduziert wird.

Durch diese MaBnahmen wird die bei der Abbildung des Objekts vorhandene sphérische
Aberration des Objektivs automatisch korrigiert. Dies gelingt in Ausfihrungsformen dadurch,
dass vor oder wéhrend der Abbildung des Objekts eine durch das Objekt hervorgerufene
Phasendifferenz zwischen lateralen Bereichen in dem Objekt bestimmt wird und daraus eine
Korrektur der spharischen Aberration ermittelt wird. Der Experimentator muss sich demnach
keine Gedanken machen, ob die Korrekturoptik fiir die sphérische Aberration des jeweiligen
Objekts annehmbar eingestellt ist. Dariiber hinaus ist es nun méglich, dass fiir Objekte, die in
ihrer lateralen Ausdehnung unterschiedliche Brechungsindices aufweisen, und damit
unterschiedliche sphérische Aberrationen verursachen, die Korrekturoptik auch wahrend eines
Experiments passend eingestellt werden kann. Beispielsweise kann bei einer scannenden
Abbildung des Objekts die Korrekturoptik je nach lateralem Bereich, an dem gerade gescannt
wird, eingestellt werden, so dass die spharische Aberration flir die gesamte Abbildung minimiert
ist.

Ein weiterer Vorteil ist es, dass die Bestimmung der Phasendifferenz durch die quantitative
Phasenkontrastabbildung wenig bis keine Beschadigungen an dem Objekt vornimmt, da die
dafir verwendete Strahlung nicht oder nur schwach mit dem Objekt wechselwirkt.
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Das Verfahren kann beispielsweise mit Hilfe der Steuereinrichtung des Mikroskops durchgef(t .
werden. Die Steuereinrichtung kann beispielsweise als ein Mikroprozessor, elektrischer
Schaltkreis, Computer oder jede andere programmierbare Vorrichtung ausgebildet sein.

Das fir das Verfahren verwendete Mikroskop kann je nach Ausflhrungsform unterschiedliche
Abbildungsarten durchfiihren. Beispielsweise kann das Mikroskop fiir Weitfeldabbildungen
und/oder flr scannende Abbildungstechniken, wie konfokale Mikroskopie, ausgebildet sein.
Ferner ist es optional mit dem Mikroskop mdglich, Fluoreszenzabbildungen des Objekts zu

erfassen.

Das Objekt umfasst optional die eigentlich abzubildende Probe sowie ein die Probe
umgebendes Eindeckmedium oder das Einbettmedium. Das Objekt weist beispielsweise als
Probe eine abzubildende Zellkultur sowie als Medium die Lésung auf, in welche die Zellkultur
eingebettet ist.

Das Obijektiv dient zur Abbildung des Objekts, kann aber gleichzeitig auch zur Beleuchtung
verwendet werden. Das Objektiv hat eine optische Achse. Die Brennweite legt die Tiefenlage
der Fokalebene fest. Das Objektiv und/oder eine Objekthalterung sind optional mit einem z-
Antrieb versehen, welche die Lage der Fokalebene im Objekt festlegen. Der z-Antrieb kann mit
der Steuereinrichtung verbunden sein, so dass die Steuereinrichtung die Tiefenlage der
Fokalebene einstellen kann. Dariiber hinaus erfasst die Steuereirichtung optional die aktuelle
Lage der Fokalebene, zum Beispiel mit Hilfe der von dem z-Antrieb eingenommenen Position.

Die Korrekturoptik dient zur Korrektur der spharischen Aberration, die bei der Abbildung des
Objekts auftritt. Die Korrekturoptik kann der zuvor beschriebene Korrekturring an dem Objektiv
sein, wobei es jedoch auch mdglich ist, dass von dem Objektiv beabstandete optische
Elemente verwendet werden, die es ermdglichen, die sphéarische Aberration der Abbildung
mittels des Objektivs zu verandern. Die Korrekturoptik kann beispielsweise detektorseitig
angeordnet sein. Die Korrekturoptik kann optische Elemente aufweisen, welche Strahlung
abhéngig von ihrer Position gegenlber der optischen Achse unterschiedlich ablenken.

Die Einstellung der Korrekturoptik erfolgt mit Hilfe eines Antriebs, welcher durch Leitungen oder
kabellos mit der Steuereinrichtung verbunden ist. Die Steuereinrichtung kann die Position des
Antriebs erfassen und somit den momentanen Einstellwert der Korrekturoptik.

Die Phasendifferenz, die die Strahlung ausgehend von dem ersten Bereich und dem zweiten
Bereich durch das Objekt verursacht, ist proportional zu einer optischen Weglangendifferenz,
welche die Strahlung aus dem ersten Bereich und aus dem zweiten Bereich jeweils zu dem
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Detektor zurlicklegt. Diese optische Weglangendifferenz ist flir die spharische Aberration
verantwortlich. Die Phasendifferenz erf(lllt folgende Gleichung (1):

21
Ap = 7(”2 -ny)d

Dabei ist Ap die Phasendifferenz, A die Wellenlange der Strahlung zur Bestimmung der
Phasendifferenz, n2 der Brechungsindex in dem zweiten Bereich, n1 der Brechungsindex in
dem ersten Bereich und d eine Weglénge. Analog zur Phasendifferenz Ag ist eine
Weglangendifferenz, die sich aus der Gleichung (1) jedoch ohne den Vorfaktor 21/A ergibt. Die
Weglange d ist der Bereich, z.B. die Dicke der Probe, aus dem Strahlung zur Abbildung
beitragt. Mit der oben aufgefiihrten Gleichung lassen sich aus der Phasendifferenzmessung die
Dicke oder der Brechungsindex der Probe bestimmen. Ist der Brechungsindex konstant und
bekannt, lasst sich die Probendicke aus den Phasendaten ableiten. Ist die Dicke bekannt (und
konstant) I1&sst sich der Brechungsindex ableiten. In einigen Ausfihrungsformen ist hierfir der
Tiefenscharfebereich des Objektivs relevant, ndmlich u. a. dann, wenn die Probe sehr viel
dicker ist als der Tiefenscharfebereich. In anderen Ausfiinrungsformen, in denen die Probe
dinner ist als der Tiefenschéarfebereich und vollstandig im Tiefenschéarfebereich liegt, ist die
Probendicke entscheidend fir die Weglédnge d. Sind die Wellenldnge und Wegléange d konstant,
hangt die Phasendifferenz nur von dem Unterschied der Brechungsindices zwischen dem
ersten Bereich und dem zweiten Bereich ab.

Der Zusammenhang verknipft den Unterschied zwischen dem Brechungsindex und einer
dadurch verursachten sphérischen Aberration mit der Phasendifferenz bzw. der optischen
Weglangendifferenz. Der Zusammenhang kann eine Formel sein oder eine Tabelle. Optional
wird der Zusammenhang einmalig durch Bestimmen verschiedenster Brechungsindices fir das
Objekt erfasst und als Tabelle hinterlegt; diese Kalibration kann fir das Mikroskop auch
regelmanig wiederholt werden. Durch Interpolation kénnen die verschiedensten Werte der
Phasendifferenz in sehr guter Ndherung ermittelt werden.

Die Weglédnge d geht in Ausflhrungsformen als konstanter Faktor in den Zusammenhang ein.
Flr die Durchfihrung des Mikroskopieverfahrens bzw. im Mikroskop wird deshalb in
Ausflhrungsformen eine Angabe (ber diese (konstante) Weglange d verwendet. Die Angabe
kann fOr verschiedene Ausfuhrungsformen unterschiedlich gewonnen werden. In einigen
Ausflhrungsformen ist die Weglange d gleich der Probendicke, wenn der Tiefenscharfebereich
des verwendeten Objektivs gréRer als die Probendicke ist, und die Probendicke vollstandig im
Tiefenscharfebereich liegt. In anderen Ausfihrungsformen, in denen die Verhaltnisse quasi
invers sind und die Probe sehr viel dicker als der Tiefenschérfebereich ist, gilt dies nicht. In
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solchen Ausfihrungsformen variiert die Probendicke jedoch Uber dem Obijektfeld. Die Dicke d
kann z.B. bei histologischen Schnitten oder durch die Abmessungen eines Mikrofluidikkanals
definiert sein oder Uber andere Verfahren bestimmt werden. Hier ist mdglich, einen "mittleren”
Brechungsindex der Probe bspw. mit einem niedrig vergrdéBernden Objektiv zu ermitteln und
diesen Parameter dann spater fir eine Fluoreszenzmessung mit einem hochauflésenden
Objektiv fiir die Korrektur der sphéarischen Aberration zu verwenden. Auch kann néhrungsweise
der Tiefenschéarfebereich als Wert fir d angenommen werden.

In Ausfihrungsformen ist es auch mdglich, im Mikroskop eine Phasendifferenz- oder
Weglangendifferenzmessung an einer Grenzflache zwischen einer zu mikroskopierenden,
biologischen Probe und einem sie umgebenden Medium, beispielsweise Ndhrmedium
durchzufihren. Phasendifferenzmessungen bzw. Weglédngendifferenzmessungen sind in der
Mikroskopie bekannt (vgl. die spater genannten Publikationen), und es ist flr einen Fachmann
unproblematisch maglich, ein Mikroskop fur eine solche Messung einzurichten. Fir die
Bestimmung der Weglange d wird dabei die Phasendifferenz zwischen Probe und
umgebendem Medium ermittelt (die Ermittlung der Wegléangendifferenz ist dazu aquivalent). Es
werden zwei Messungen durchgeflihrt, bei denen sich die Phasendifferenz (oder
Wegléangendifferenz) dadurch unterscheidet, dass der Brechungsindex des umgebenden
Mediums unterschiedlich ist. In einer ersten Variante geschieht dies dadurch, dass das
umgebende Medium dispersiv ist, also eine Wellenlangenabhéngigkeit des Brechungsindex
zeigt, und die zwei Messungen bei unterschiedlichen Wellenlangen durchgefihrt werden. In
einer zweiten Variante wird das Medium zwischen den beiden Messungen gegen ein Medium
mit anderem Brechungsindex ausgetauscht. In beiden Varianten ergibt sich bei jeder der beiden
Messungen die Weglangendifferenz (oder Phasendifferenz) aus dem Produkt aus Weglénge d
und Brechzahldifferenz zwischen Medium und Probe. Man erhélt somit zwei Gleichungen mit
zwei Unbekannten; dieses Gleichungssystem ist unproblematisch Iésbar und es kann sowohl
die Wegléngendifferenz als auch der (a priori unbekannte) Brechungsindex der Probe ermittelt
werden. Die Kenntnis der Weglange d erlaubt es nun, ohne Interpolation die verschiedenen
Werte der Phasendifferenz in sehr guter Naherung auch auBBerhalb der fir die Ermittlung von d

herangezogenen Grenzflache zwischen Probe und Medium zu verwenden bzw. festzustellen.

Aufgrund des Zusammenhangs ermittelt die Steuereinrichtung einen Einstellwert, um die
Korrekturoptik entsprechend einzustellen. Der Einstellwert hdngt optional von der aktuellen
Position der Korrekturoptik sowie der gewiinschten aus dem Zusammenhang ermittelten
Position ab. Der aktuelle Einstellwert der Korrekturoptik ist beispielsweise aus der Kenntnis der
sphérischen Aberration in dem ersten Bereich bekannt. Ferner kann der Einstellwert auch eine
absolute Position der Korrekturoptik angeben. Nach dem Einstellen der Korrekturoptik wird das
Objekt im zweiten Bereich abgebildet.
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Es ist in einer Weiterbildung bevorzugt, dass der Zusammenhang hinsichtlich einer Eindringtiefe
modifiziert wird. Bei der Eindringtiefe handelt es sich um die Tiefe, in der die Fokalebene in
Abbildungsrichtung gesehen unter der Probenoberflache liegt. Sie ist besonders dann relevant,
wenn eine hohe Eindringtiefe verwendet wird und der Tiefenschérfebereich des Objektivs
gering ist (hohe numerische Apertur), da die sphéarische Aberration mit der Eindringtiefe steigt.
Es ist deshalb bevorzugt, die Eindringtiefe zu messen, wobei optional das Messen der
Eindringtiefe ein Detektieren einer Grenzflache zwischen einem Objekttrager und dem Objekt
sowie ein Erfassen einer Lage der Fokalebene umfasst. Die Eindringtiefe ist in
Ausfiihrungsformen relevant fir den Weg der Strahlung von der Grenzflache zum Objektiv. Zur
Bestimmung der Eindringtiefe sind verschiedene Mdglichkeiten denkbar. Sind beispielsweise
der Abstand des Objekttragers zu dem Objektiv und die Brennweite des Objektivs bekannt,
I&sst sich die Eindringtiefe aus dieser Differenz ermitteln. DarGber hinaus ist es mdglich, die
Eindringtiefe anhand des Objekts zu bestimmen. Besonders bevorzugt ist es jedoch, dass die
Grenzflache zwischen dem Objekt und dem Objekttrdger bestimmt wird, beispielsweise
dadurch, dass die an der Grenzflache hervorgerufene Reflexion von Strahlung, falls die
Fokalebene des Objektivs mit der Grenzflache zusammenfallt, erfasst wird. Da vorzugsweise
die Steuerreinrichtung die Brennweite des Objektivs Uber den z-Antrieb erfassen kann, ist die
Position der Grenzflache detektierbar. Die Eindringtiefe wird dann dadurch erfasst, dass die
Verstellung der Brennweite des Objektivs mittels des z-Antriebs aufgezeichnet wird und somit
die momentane Fokalebene bekannt ist. Die Eindringtiefe ist dann die Differenz zwischen der
momentanen Fokalebene und der Grenzflache. Es ist ferner méglich ein tomografisches
Phasenbild zu gewinnen, indem bspw. die Phasendifferenzen in verschiedenen z-Ebenen
(Fokalebenen) gemessen werden. Somit erhalt man einen xyz Phasenzusammenhang der
Probe. Daraus lésst sich nun fir jede Eindringtiefe ein lber z gemittelter Brechungsindex
bestimmen. Will man bspw. eine Fluoreszenzmessung bei 20 um Eindringtiefe machen, kénnen
die Brechungsindizes Uber die ersten 20 um gemittelt werden und in die Korrektur der
sphérischen Aberration einflieBen. Befindet man sich 100 um tief in der Probe muss man Uber
100 um mitteln.

Wird das Objekt in verschiedenen Tiefenlagen abgebildet, ist es bevorzugt, dass mehrere
Phasendifferenzen in mehreren, zueinander beabstandeten Objektebenen bestimmt werden.
Eine dicke Probe wird z. B. in mehreren z-Lagen durch einen sogenannten z-Stapel erfasst. Die
Aufnahme der Phasendifferenzen in mehreren Objektebenen, also per z-Stapel, ist
insbesondere hilfreich, wenn bei der Bestimmung der Einstellwerte die genauen Lagen der
Fokalebenen zur Abbildung des Objekts noch nicht bekannt sind. Es ist jedoch auch méglich,
dass flr jede abzubildende Fokalebene in dem Objekt zuerst die Phasendifferenz gemessen
wird, dann die sphérische Aberration korrigiert wird und anschlie3end diese Fokalebene
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abgebildet wird. Im Anschluss daran wird die Fokalebene verschoben, die Phasendifferenz
erneut gemessen, die sphéarische Aberration ggf. korrigiert und im Anschluss daran das Objekt
in der veranderten Fokalebene abgebildet.

Zur Bestimmung der Phasendifferenz wird in Ausfihrungsformen ein holografisches
quantitatives Phasenkontrastabbildungsverfahren verwendet, das als Digital Holographic
Microscopy bekannt ist. Flr die Phasenkontrastabbildung kann koharente oder teilkohérente
Strahlung verwendet werden. Ferner ist es mdglich, fir die quantitative
Phasenkontrastabbildung mindestens zwei Wellenldngen zu verwenden, fir die das Objekt,
insbesondere das Medium, einen deutlichen und vorbekannten Brechungsindexunterschied
aufweist. Optional ist die quantitative Phasenkontrastabbildung ein ptychographisches
Verfahren. Fir die quantitative Phasenkontrastabbildung wird in einer Weiterbildung des
Mikroskops ein Wellenfrontsensor verwendet. Auch kann fUr die quantitative
Phasenkontrastabbildung ein interferometrischer Aufbau verwendet werden. Die Lichtquelle fir
die quantitative Phasenkontrastabbildung kann einen Spatial Light Modulator aufweisen oder
die Phase der Strahlung, die fiir die quantitative Phasenkontrastabbildung verwendet wird, wird
optional variiert. Ferner kann die Strahlung flr die quantitative Phasenkontrastabbildung aus
verschiedenen Beleuchtungswinkeln erzeugt werden. Beispiele fir eine Einrichtung zur
quantitative Phasenkontrastabbildung oder damit durchgefihrte Verfahren werden in

US 7948632 B2, Wang et al.: ,Spatial light interference tomography (SLIT)“, Optics Express,
Vol. 19, Nr. 21, 10. Oktober 2011, und Tian et al.: ,Quantitative differential phase contrast
imaging in an LED array microscope®, Optics Express, Vol. 23, Nr. 9, 4. Mai 2015, beschrieben.

Die Phasendifferenz, die durch das Objekt verursacht wird, wird, wie bereits erwahnt, zwischen
zwei lateralen Bereichen gemessen, die in einer Objektebene voneinander beabstandet sind.
Die Objektebene ist zur Fokalebene identisch oder parallel dazu. Die Korrektur der sphérischen
Aberration ist umso praziser, je naher die Objektebene an der Fokalebene fiir die Abbildung des
Objekts liegt. Beispielsweise werden Bestimmung der Phasendifferenz und nachfolgende
Abbildung des Objekts durch dasselbe Objektiv durchgefihrt, wobei die Objektebene in der
Fokalebene liegt. Allerdings ist es auch mdglich, dass die Phasendifferenz einmalig in einer
bestimmten Objektebene bestimmt wird und im Anschluss daran das Objekt in verschiedenen
Fokalebenen abgebildet wird. Die einmalige Bestimmung der Phasendifferenz in einer
Objektebene stellt dennoch eine sehr gute Naherung fir Phasendifferenz in der Fokalebene
dar. Die lateralen Bereiche, zwischen welchen die Phasendifferenz bestimmt wird, kdnnen
annahernd punktférmig sein, insbesondere dann, wenn das Mikroskop ein scannendes
Abbildungsverfahren ausfihrt. Wird ein bildgebendes Verfahren zur quantitativen
Phasenkontrastabbildung verwendet, kdnnen nicht nur zwei laterale Bereiche, sondern viele

laterale Bereiche gleichzeitig erfasst werden.
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Der erste Bereich wird in Ausfliihrungsformen so gewahlt, dass flr ihn die spharische Aberration
bekannt oder ausgeglichen ist. Dies umfasst beispielsweise, dass die spharische Aberration flir
die Abbildung des Objekts aus der Fokalebene in dem ersten Bereich bereits minimiert wurde.
Dies ist beispielsweise dann der Fall, wenn die Korrekturoptik fiir einen Bereich des Objekts mit
einem bestimmten Brechungsindex als Standardwert eingestellt ist, was unter anderem
automatisch erfolgen kann. Ein solcher Standardwert kann beispielsweise flir Wasser oder eine
wassrige Lésung, die abzubildende Proben, wie eine Zelle oder andere biologische Proben,
umgibt, passend sein. Die Kenntnis der Einstellung zum Ausgleich der spharischen Aberration
in dem ersten Bereich umfasst optional die Kenntnis des Einstellwerts fir die Korrekturoptik, fir
den die spharische Aberration beispielsweise minimiert ist. Um den ersten Bereich zu ermitteln,
wird optional das Objekt zuerst ohne weitere Korrektur der sphéarischen Aberration abgebildet,
um zu erkennen, wo Bereiche mit bekanntem Brechungsindex vorhanden sind. Ferner ist es
mdglich, dass die sphérische Aberration manuell — auch mithilfe der Steuereinrichtung und des
Antrieb — korrigiert wird, bis die Abbildung des Objekts in dem ersten Bereich optimal ist.
Darlber hinaus kann der erste Bereich auch ein solcher Bereich sein, in welchem die
abzubildende Probe im Objekt nicht vorhanden ist, und der erste Bereich dann fir Luft
gemessen wird. Das Objekt umfasst somit optional die abzubildende Probe als auch dessen
Umgebung.

Der zweite Bereich ist insbesondere der Bereich des Objekts, welcher fir die durchzuflihrende
Untersuchung interessant ist. Der zweite Bereich weist i.d.R. einen Brechungsindex auf, der
sich vom Brechungsindex im ersten Bereich unterscheidet, da ansonsten eine Korrektur der
spharischen Aberration ja gar nicht notwendig wére. Der Brechungsindex ist im zweiten Bereich
meist nicht bekannt, so dass allein schon die Bestimmung der Phasendifferenz zwischen dem
ersten Bereich und dem zweiten Bereich hilft, die sphéarische Aberration fir die Abbildung des
gesamten Objekts zu optimieren.

Um die Korrektur der sphérischen Aberration zu vereinfachen und/oder zu beschleunigen, ist es
in einer Weiterbildung bevorzugt, dass ein dritter lateraler Bereich des Objekts verwendet wird,
far den innerhalb eines Toleranzbereichs der gleiche Brechungsindex wie flr den zweiten
Bereich vorliegt, wobei der Einstellwert fir den zweiten Bereich auch zur Abbildung des dritten
Bereichs verwendet wird. Der dritte laterale Bereich kann beispielsweise ein Bereich in der
Fokalebene des Objekts sein, fiir den erwartet wird, dass der Brechungsindex nahezu identisch
mit dem Brechungsindex im zweiten Bereich ist. Beispielsweise kdnnen der zweite Bereich und
der dritte Bereich innerhalb einer Zelle sein, so dass der Brechungsindex fir beide Bereiche
und damit auch die spharische Aberration flr deren Abbildung ungeféhr gleich sind. Die
Brechungsindizes der verschiedenen relevanten Probenbereiche kdnnen beispielsweise
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gemittelt werden, um eine sphéarische Aberration flir den Probenbereich zu korrigieren. Somit i_.
es mdglich, mit einer verminderten Anzahl der bestimmenden Phasendifferenzen eine
annehmbare Korrektur der sphérischen Aberration bereitzustellen. Ferner Iasst sich auf diese
Weise auch die Messgeschwindigkeit fiir die Abbildung des Objekts erhéhen, da, wenn fir den
dritten Bereich der gleiche Einstellwert wie fir den zweiten Bereich verwendet wird, eine Zeit in
Anspruch nehmende Verstellung der Korrekturoptik wahrend der Abbildung des Objekts entfallt.
Annliches gilt fiir z-Stapel-Aufnahmen. Wenn man in verschiedenen z-Ebenen geniigend
ahnliche Phasendifferenzwerte bzw. Brechungsindizes erhélt (im Vergleich zur darunter
liegenden z-Ebene), muss nicht in jeder z-Ebene die sphérische Aberration korrigiert werden.
Bei der z-stapelweisen Ermittlung der Phasendifferenz eines Objektes gilt &hnliches. Das
bedeutet, wenn man in verschiedenen z-Ebenen dhnliche Phasendifferenzwerte bzw.
Brechungsindizes erhalt, muss nicht in jeder z-Ebene die sphérische Aberration korrigiert
werden. Optional erfolgt eine zusétzliche Korrektur erst, wenn eine Maximalabweichung

Uberschritten wird.

Um den Zusammenhang noch préziser zu gestalten und damit eine noch genauere Korrektur
der sphérischen Aberration zu ermbglichen, ist es in einer Weiterbildung bevorzugt, dass
mindestens ein Parameter erfasst wird, welcher eine Temperatur des Objekts, ein Material
eines Objekttragers, eine Objekttragerdicke, ein Immersionsmedium fir das Objektiv oder eine
Wellenlange von Strahlung zur Abbildung des Objekts umfasst, wobei der Zusammenhang
hinsichtlich des mindestens einen Parameters modifiziert wird. Bekanntlich hdngt der
Brechungsindex eines Materials von dessen Temperatur ab. Somit ist auch die spharische
Aberration bei der Abbildung mittels des Objektivs temperaturabhangig. Durch Erfassen der
Temperatur des Objekts, beispielsweise mittels eines Sensors oder durch Eingabe, z. B. wenn
die Temperatur des Experiments fest vorgegeben ist, kann der Zusammenhang modifiziert
werden, so dass sich bei unterschiedlichen Temperaturen ein unterschiedlicher Einstellwert
ergibt. Die Einstellung der Korrekturoptik erfolgt somit temperaturabhéngig. Auch hier kann der
Zusammenhang durch Kalibration hinsichtlich der Temperaturabhangigkeit bestimmt werden. In
einer Weiterbildung wird die Temperatur des Objekts durch Erfassen eines Energieparameters
einer Strahlung zur Beleuchtung des Objekts und durch Ermitteln der Temperatur des Objekts
aus dem Energieparameter bestimmt. Der Energieparameter kann beispielsweise die Intensitat
oder die Leistung der Beleuchtungsstrahlung sein. Diese kann in dem Objekt selbst oder durch
Auskoppeln eines Messanteils der Beleuchtungsstrahlung aus dem Beleuchtungsstrahlengang
ermittelt werden. Dazu kann ein Leistungsdetektor oder ein Intensitatsdetektor verwendet
werden. Aufgrund des Energieparameters und der erwarteten oder bekannten Absorption der
Beleuchtungsstrahlung durch das Objekt kann die Temperatur in dem Objekt errechnet werden.
Zum Berechnen der Temperatur kann auch die Art des Objekts verwendet werden, namlich
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dahingehend, wie stark das Absorptionsverhalten des jeweiligen Objekts ist. Auf diese Weise
l&sst sich der Zusammenhang hinsichtlich der Temperatur automatisch modifizieren.

Auf dem Weg, den die Strahlung von der Fokalebene bis zum Objektiv zurlicklegt, passiert die
Strahlung sowohl einen Objekttréager oder ein Deckglas als auch u. U. ein Immersionsmedium.
Diese Strukturen haben einen Brechungsindex, der zu der spharischen Aberration der
Abbildung des Objekts beitrégt. Durch Erfassen einer Objekttragerdicke oder Deckglasdicke
und/oder des Brechungsindex des Objekttragers und/oder des Immersionsmediums, jeweils
beispielsweise durch Eingabe einer zugehdrigen Angabe, lasst sich der Zusammenhang
hinsichtlich der durch diese Aspekte veranderten spharischen Aberration verbessern und
modifizieren.

Da die spharische Aberration vom Brechungsindex bei dispersiven Materialien von der
Wellenlange abhéngt, ist die sphérische Aberration dann ebenfalls wellenldngenabhéngig. Die
Wellenldnge der Strahlung fir die Abbildung des Objekts ist somit ein weiterer Parameter,
hinsichtlich dessen der Zusammenhang modifiziert werden kann, um die Einstellung der
spharischen Aberration zu verbessern. Die Wellenldnge kann manuell eingegeben werden;
insbesondere bei Fluoreszenzabbildungen ist die Wellenlange der induzierten
Fluoreszenzstrahlung dem Steuergerat und/oder dem Benutzer bekannt. Dar(iber hinaus ist es
maglich, dass das Mikroskop mit einem Wellenlangensensor versehen ist, mittels welchem die
Wellenlange der Abbildungsstrahlung automatisch bestimmt werden kann. Optional kénnen
Beleuchtungswellenldnge und/oder Filtereinstellungen beriicksichtigt werden.

In einer Weiterbildung kann das Verfahren dazu verwendet werden, den Brechungsindex des
Objekts im zweiten Bereich zu bestimmen. Dies wurde oben mit Bezug auf Gleichung (1)
bereits erldutert. Somit ist es in dieser Weiterbildung mdéglich, den Brechungsindex in der Probe
zu bestimmen, beispielsweise ist es somit bei Kenntnis des Brechungsindex eines wéassrigen
Mediums, welches eine Zellkultur umgibt, mdéglich, den Brechungsindex in der Zellkultur selbst

zu bestimmen. Er kann dann zur Einstellung der Korrekturoptik verwendet werden.

Um die Probe vor Strahlungsschaden zu schiitzen, ist es bevorzugt, dass die Phasendifferenz
mittels quantitativer Phasenkontrastabbildung bestimmt wird, wobei optional die Strahlung fiir
die quantitative Phasenkontrastabbildung im Infrarotbereich liegt. Die quantitative
Phasenkontrastabbildung ist bekannt dafiir, dass sie wenige Strahlungsschéaden in dem Objekt
hervorruft. Dies gelingt besonders gut, wenn Infrarotstrahlung verwendet wird. Ferner hat die
Verwendung von Infrarotstrahlung den Vorteil, dass eine Wechselwirkung mit manchen

fluoreszierten Substanzen bei Fluoreszenzabbildungen vermieden werden kann.
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Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlduternden
Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen
Kombinationen oder in Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden

Erfindung zu verlassen.

Nachfolgend wird die Erfindung beispielsweise anhand der beigeflgten Zeichnungen, die auch
erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch nédher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Ansicht des Mikroskops;

Fig.2  ein Objektiv und einen Objekttrager mit darauf angeordneten Objekt des Mikroskops
von Fig. 1;

Fig.3  eine vergrdBerte Darstellung einer Ausfiihrungsform des Objekttragers mit dem
Objekt;

Fig.4  eine Schemadarstellung des Objektes; und

Fig. 5  ein Blockdiagramm zur lllustration eines Verfahrens zur Abbildung des Objekts.

Ein Mikroskop 10 ermdglicht eine Abbildung eines Objekts 12. Die von dem Objekt 12
reflektierte oder transmittierte Strahlung wird von einem Objektiv 14 gesammelt und auf einen
Abbildungsdetektor 16 mittels eines Abbildungsstrahlengangs 18 abgebildet. Das Objektiv 14,
der Abbildungsdetektor 16 und/oder der Abbildungsstrahlengang 18 sind im Gehause 20 des
Mikroskops 10 angeordnet. Der Abbildungsstrahlengang 18 kann flr verschiedene Arten der
Abbildung des Objekts 12 ausgebildet sein. Beispielsweise kann das Objekt 12 im Weitfeld
aufgenommen werden oder mittels eines scannenden Abbildungsverfahrens. Ferner kann das
Mikroskop 10 flr Fluoreszenzmessungen ausgebildet sein. Je nach Art der verwendeten
Abbildung weist der Abbildungsstrahlengang 18 verschiedene optische Elemente und/oder
weitere Bauteile, wie beispielsweise eine Scaneinrichtung zur Ablenkung von Strahlung, auf.
Diese Bauteile sind in Fig. 1 nicht dargestellt. Das Objekt 12 kann beleuchtet werden,
beispielsweise mit einer Auflicht-Lichtquelle oder mit der in Fig. 1 dargestellten Durchlicht-
Lichtquelle 22. Die Lichtquelle 22 kann beispielsweise WeiBlicht erzeugen oder Strahlung mit
einem bestimmten Wellenlangenbereich emittieren, der flr Fluoreszenzmikroskopie geeignet
ist.

Der Abbildungsdetektor 16 ist ausgebildet, ein mittels des Abbildungsstrahlengangs 18 auf ihm
erzeugtes optisches Bild des Objekts 12 in elektrische Signale umzuwandeln, welche Uber eine
Leitung an eine Steuereinrichtung 24 Obermittelt werden. Die Steuereinrichtung 24 erzeugt aus
den von dem Abbildungsdetektor 16 zur Verfligung gestellten elektrischen Signalen ein
elektronisches Bild, das beispielsweise auf einer mit der Steuereinrichtung 24 verbundenen
Anzeigeeinrichtung 26, wie einem Monitor, dem Experimentator, dargestellt wird.
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Das Objekt 12 ist auf einem Objekttrager 28 angeordnet, welcher eine gewisse
Objekttragerdicke OD aufweist. Der Objekttrager 28 kann beispielsweise eine Glasscheibe sein.
Ferner kann der Objekttrager 28 der Boden einer Petrischale aus Glas oder Kunststoff sein. Der
Objekttrager 28 kann beweglich gegeniiber dem Gehéuse 20 gelagert sein, so dass das Objekt
12 gegeniber dem Objektiv 14 verschiebbar gelagert ist.

Das Mikroskop 10 weist optional mehrere Objektive 14 auf, die auf einem Revolver 30
angeordnet sind. Mittels des Revolvers 30 kann das Obijektiv 14, das zur Abbildung verwendet
werden soll, eingeschwenkt werden. Der Revolver 30 kann manuell verstellt oder Uber einen
Revolverantrieb bewegt werden, der mit der Steuereinrichtung 24 verbunden ist. Der
Revolverantrieb sowie die Verbindung mit der Steuereinrichtung 24 sind in Fig. 1 nicht
dargestellt. Mindestens eines der Objektive 14 ist mit einer Korrekturoptik 32 versehen. Die
Korrekturoptik 32 ist einstellbar und dient zur Veranderung einer spharischen Aberration der
Abbildung des Objekts 12. Je nach Tiefenlage einer Fokalebene im Objekt &ndert sich die
spharische Aberration, so dass durch Verstellen der Korrekturoptik 32 die spharische Aberration
bei der Abbildung des Objekts 12 minimiert werden kann. Das in Fig. 1 rechts dargestellte
Objektiv 14 und das in Fig. 2 dargestellte Objektiv 14 weisen als Korrekturoptik 32 einen
Korrekturring auf. Er ist fest mit dem Objektiv 14 verbunden und ber einen Antrieb 34
verdrehbar. Der Antrieb 34 ist mit der Steuereinrichtung 24 mittels einer Leitung oder Uber Funk
verbunden, wobei in Fig. 1 und 2 die Verbindung nicht dargestellt ist. Somit ist die
Steuereinrichtung 24 in der Lage, den Antrieb 34 anzusteuern und die sphérische Aberration
der Abbildung des Objekts 12 zu beeinflussen. Optional kann die Steuereinrichtung 24 die
momentane Einstellung der Korrekturoptik 32 mittels des Antriebs 34 erfassen.

Alternativ kann die Korrekturoptik 32 von dem Objektiv 14 losgeldst angeordnet sein. Bei dem in
Fig. 1 links dargestellten Objektiv 14 ist die Korrekturoptik 32 im Abbildungsstrahlengang 18
angeordnet. Auch sie ist mit einem Antrieb 34 versehen.

Das Mikroskop 10 umfasst ferner eine Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung
36. Die Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung 36 kann die verschiedensten
Typen umfassen, mittels welchen quantitative Phasenkontrastabbildung durchgeflihrt werden
kann. Beispielsweise sei hier auf die weiter oben genannten Literaturstellen beschriebenen

Verfahren verwiesen.

Die Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung 36 ist ausgebildet, eine
Phasendifferenz zwischen einem ersten lateralen Bereich 40 und einem zweiten lateralen
Bereich 42 zu bestimmen, die in der Regel innerhalb eines gemeinsamen Objektifeldes 54 des
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Objektives 14 liegen. Dies ist unter anderem in Fig. 2 dargestellt. Die Einrichtung zur
quantitativen Phasenkontrastabbildung 36 umfasst eine optionale Beleuchtungseinrichtung und
einen Phasendetektor oder Phasenkamera 44. Die Beleuchtungseinrichtung erzeugt
beispielsweise WeiBlicht oder Infrarotlicht, welches mittels des Objektivs 14 und der
Korrekturoptik 32 auf den Phasendetektor 44 abgebildet wird. Um zur Detektion der
Phasendifferenz Strahlung aus dem Abbildungsstrahlengang 18 zum Phasendetektor 44
auszukoppeln, ist ein Strahlteiler 46 vorgesehen. Der Phasendetektor 44 detektiert die
Phasendifferenz zwischen Strahlung aus dem ersten Bereich 40 und dem zweiten Bereich 42.
Vorzugsweise ist die Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung 36 ausgebildet,
Phasendifferenzen zwischen dem ersten Bereich 40 und mehreren zweiten Bereichen zu

bestimmen.

Die Steuereinrichtung 24 ist mit einer Speichereinrichtung 48 verbunden, in welcher ein
Zusammenhang zwischen der Phasendifferenz und einer dadurch verursachten Anderung der
sphérischen Aberration hinterlegt ist. Dieser Zusammenhang kann durch eine vorherige
Kalibration bestimmt worden sein und stellt beispielsweise eine Tabelle dar. Die
Speichereinrichtung 48 kann als Teil der Steuereinrichtung 24 ausgebildet sein, welche einen
Mikroprozessor, einen Computer oder dergleichen umfassen kann; die Speichereinrichtung 48
kann ein beschreibbarer Speicher, wie ein RAM (random access memory) sein. Die
Steuereinrichtung 24 ruft den Zusammenhang aus der Speichereinrichtung 48 ab und bestimmt
so einen Einstellwert flr die Korrekturoptik 32, mit dem die spharische Aberration flr die
Abbildung des Objekts 12 im zweiten Bereich 42 reduziert ist. Der Zusammenhang kann
beispielsweise die Anderung der sphérischen Aberration in Form einer Einstellung der
Korrekturoptik, beispielsweise des Korrekturrings enthalten. Dabei kann es sich um die Angabe
einer Anderung handeln. Der Zusammenhang kann insbesondere durch vorherige Experimente
an einer Probe mit bekannter Brechungsindexverteilung ermittelt worden sein. Alternativ 1asst er
sich rechnerisch aus dem Aufbau der Korrekturoptik gewinnen. Die Steuereinrichtung 24 steuert
dann den Antrieb 34 gemaf dem Einstellwert an, so dass die spharische Aberration der
Abbildung des Objekts 12 im zweiten Bereich 42 reduziert, vorzugsweise minimiert oder
vollstandig ausgeglichen, wird. Dann wird das Objekt 12 im zweiten Bereich 42 abgebildet.

Das Mikroskop 10 weist ferner eine Schnittstelle 50 auf, mittels der mehrere Parameter des
Experiments eingegeben werden kénnen und somit der Steuereinrichtung 24 zur Verfligung
gestellt werden. Die Schnittstelle 50 ist beispielsweise eine Tastatur oder eine Maus und mit der
Steuereinrichtung 24 verbunden.

Fig. 4 zeigt schematisch das Objekt 12, welches hier aus einer biologischen Probe 52 in einem
Einbettmedium 53 besteht. Weiter sind die Bereiche 40 und 42 schematisch eingetragen, in
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denen die Phasenkontrastmessung erfolgt. F1 und F2 bezeichnen zwei verschiedene
Fokalebenen, auf die das Objektiv 14 eingestellt werden kann. Die Dicke der gestrichelten
Fokalebenen veranschaulicht den Tiefenscharfebereich. Nimmt man einen homogenen
Brechungsindex der Probe 52 an, gilt es flr den lateralen Bereich 40 anders zu korrigieren, als
fir den lateralen Bereich 41, wenn die Fokalebene F2 vorliegt, da dort der laterale Bereich 40
vollstandig von der Probe und deren Brechungsindex ausgefillt wird, der laterale Bereich 42
hingegen nicht. Diese Situation kann immer eintreten, wenn eine Probe 52 mikroskopiert
werden soll, deren Hohe H sehr viel groBer ist, als der Tiefenschérfebereich und die zugleich
Uber ihre laterale Ausdehnung keine konstante Dicke hat. Es ist deshalb in Ausfihrungsformen
vorgesehen, dass die Phasendifferenzen in verschiedenen Ebenen zwischen Objektiv und
gewlnschter Objektebene, beispielsweise entsprechend F1, ermittelt wird und die dadurch
erfassten dazwischenliegenden Schichten zwischen dem Deckglas 28 und der eigentlich im
Objekt gewiinschten Fokalebene F1 flir die Korrektur berlcksichtigt werden. Betrachtet man nur
die Fokalebene F1, zeigt sich, dass in den lateralen Bereichen 40 und 42 sich durch die
Geometrie der Probe 52 keine Phasendifferenzen ergeben (homogener Brechungsindex der
Probe 52 unterstellt). In der Fokalebene F2 erhdlt man hingegen eine Phasendifferenz. Es ist
deshalb in Ausflihrungsformen vorgesehen, die Geometrie des Objektes 12, die z.B. eine
kugelfoérmige Probe 52 mit einem Durchmesser von beispielsweise 150 pm umfasst, zu
berlcksichtigen und unter Kenntnis und Ermessung des Brechungsindex der Probe 52 eine
Korrektur abhangig von der lateralen Lage (40, 42) und der Lage der Fokalebene (F1, F2)

vorzunehmen.

Ein Verfahren zur Abbildung des Objekts 12 ist in Fig. 5 in einem Blockdiagramm gezeigt. In
einem optionalen Schritt S1 wird eine Objekttragerdicke OD, beispielsweise mithilfe der
Schnittstelle 50, eingegeben. In einem Schritt S2 wird die spharische Aberration der Abbildung
des Objekts 12 im ersten Bereich 40 optimiert. Dazu ist in der Steuereinrichtung 24 ein
entsprechender Algorithmus hinterlegt. Dieser Algorithmus kann den Brechungsindex im ersten
Bereich 40 des Objekts 12 verwenden. Beispielsweise ist der erste Bereich 40 in einem
Abschnitt des Objekts 12 angeordnet, in dem sich ein bekanntes Medium, z. B. Wasser oder
eine wassrige Losung, befindet. Dies kann z. B. das Medium einer Zellkultur oder einer anderen
biologischen Probe sein. Der Brechungsindex des Mediums ist bekannt. Mithilfe der optionalen
Objekttragerdicke OD und dem Brechungsindex des Objekts 12 im ersten Bereich 40 erfolgt in
Ausflhrungsformen eine automatische Einstellung der Korrekturoptik 32 zur Minimierung der
sphérischen Aberration. Alternativ kann die Optimierung der spharischen Aberration der
Abbildung des Objekts 12 in dem ersten Bereich 40 manuell erfolgen, beispielsweise durch
Verstellen der Korrekturoptik 32. Diese Minimierung bezieht sich nach diesen Schritten aber nur
auf Aberration, die durch den ersten Bereich 40, also das Medium verursacht wird.
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In einem Schritt S3 wird eine Objektebene festgelegt, in welcher eine Phasendifferenz zwische
dem ersten Bereich 40 und dem zweiten Bereich 42 ermittelt werden soll. Dies legt auch einen
Abstand zwischen der Objektebene und dem Objekttrager 28 fest. In der Regel fallt die
Objektebene mit der Fokalebene zusammen.

In einem Schritt S4 wird der zweite Bereich 42 des Objekts festgelegt. Es handelt sich um den
Bereich, der spater mittels des Mikroskops 10 abgebildet werden soll, also z. B. eine Probe, die
sich in dem Medium befindet. Dazu kann beispielsweise in einem optional vorangegangenen
Zwischenschritt das Objekt 12 mit nicht-korrigierter sphéarischer Aberration abgebildet werden,
um zu erkennen, wo sich der interessante zweite Bereich 42 des Objekts 12 befindet.

In einem Schritt S5 wird die Phasendifferenz zwischen dem ersten Bereich 40 und dem zweiten
Bereich 42 aufgenommen. Optional kann die Phasendifferenz in mehreren entlang der
optischen Achse beabstandeten Objektebenen bestimmt werden.

In einem optionalen Schritt S6 werden zusatzliche Parameter hinsichtlich des Objekts 12
erfasst. Diese kénnen beispielsweise mittels einer Schnittstelle 50 der Steuereinrichtung 24 zur
Verfligung gestellt werden. Beispielsweise wird die Temperatur des Objekts 12, die zuvor
optional eingegebene Objekttragerdicke OD, eine Dicke des Objekts 12, ein Material des
Objekttrégers 28 und/oder der Brechungsindex in dem ersten Bereich 40 oder dem zweiten
Bereich 42 eingegeben. Die Temperatur kann beispielsweise mit einem nicht dargestellten
Sensor erfasst werden oder kann flir das Experiment bekannt sein, beispielsweise 37°C. Die
Dicke des Objekts 12 kann beispielsweise vor dem Experiment ausgemessen werden oder ist
bekannt, wie dies z. B. bei Objekten 12 in Form von Schnitten Ublich ist. Der Brechungsindex
flr den ersten Bereich 40 kann ebenfalls bekannt sein, da es sich beispielsweise um eine
waéssrige Losung handelt. Ferner kann auch der Brechungsindex des Objekts 12 im zweiten
Bereich 42 bekannt sein. Darlber hinaus kann im Schritt S6 auch eine Eindringtiefe gemessen
werden, welche den Abstand der Fokalebene von einer Grenzflache des Objekttragers 28
angibt. Dazu kann beispielsweise die Tiefenlage der Fokalebene so lange verstellt werden, bis
eine Reflexion an der Grenzflache zwischen dem Objekttrager 28 und dem Objekt 12 sichtbar
ist. Hierdurch wird far eine gegebene Tiefenlage der Fokalebene der Abstand zum Objekttrager
28 erfasst, so dass die Eindringtiefe bekannt ist. Ferner kann das Immersionsmedium zwischen
dem Objektiv 14 und dem Objekttrager 28 als Parameter berlcksichtigt werden.

In einem optionalen Schritt S7 wird aus der Phasendifferenz, wie oben im allgemeinen Teil der
Beschreibung bereits erlautert, die Weglange und/oder der Brechungsindex im zweiten Bereich
42 bestimmt.
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Alternativ kann fUr d die Dicke der Probe, wenn sie geringer ist als ein Tiefenschérfebereich de _
Objektivs, oder die gegebenenfalls um einen Korrekturfaktur korrigierte
Tiefenscharfebereichsgrdi3e, verwendet werden, wenn die Probe den Tiefenscharfebereich
vollstédndig abdeckt. d kann auch zur Bestimmung des Brechungsindex des Objekts 12 im
zweiten Bereich 42 herangezogen werden. Auf dieser Basis kann gleichermaf3en der

Einstellwert ermittelt werden.

In Schritt S8 wird der Einstellwert fir die Korrekturoptik 32 aufgrund des Zusammenhangs
ermittelt. Der Zusammenhang kann mit der Eindringtiefe, die zuvor ermittelt wurde, modifiziert
werden, so dass der Einstellwert noch préziser ist. Die Modifizierung des Zusammenhangs
hinsichtlich der Eindringtiefe erfolgt insbesondere dann, wenn die Objektebene, in welcher die
Phasendifferenz bestimmt wurde, nicht mit der Fokalebene, die abgebildet werden soll,
zusammenfallt. Dazu kann unter anderem die Bestimmung der Brechungsindizes aus
verschiedenen Objektebenen unterhalb der Fokalebene (bei inversem Mikroskop) einflieBen,
z.B. Uber eine Mittelung der Brechungsindizes entlang der optischen Achse. Es wird dann nicht
nur der Brechungsindex in der Fokalebene berlcksichtigt, sondern auch die Information aus

weiteren Ebenen.

In einem Schritt S9 wird die Korrekturoptik 32 geméan dem Einstellwert eingestellt. Dadurch wird
die sphérische Aberration fir die Abbildung des Objekts 12 im zweiten Bereich 42 minimiert. In
einem anschlieBenden Schritt S10 wird das Objekt 12 im zweiten Bereich 42 abgebildet.

In einem optionalen Schritt S11 wird die Phasendifferenz, die zwischen dem ersten Bereich 40
und dem zweiten Bereich 42 ermittelt wurde, auch als die Phasendifferenz zwischen einem
dritten Bereich und dem ersten Bereich 40 verwendet. Dies erfolgt insbesondere dann, wenn
erwartet wird, dass der Brechungsindex flr den zweiten Bereich 42 und den dritten Bereich
identisch oder nahezu gleich ist. Somit kann in einem nachfolgenden Abbildungsschritt das
Objekt 12 nicht nur im zweiten Bereich 42, sondern auch im dritten Bereich mit korrigierter
spharischer Aberration abgebildet werden. Ahnliches gilt fir Aufnahmen in verschiedenen
Fokalebenen, in denen der Brechungsindexunterschied (entlang der optischen Achse) ahnlich
genug ist. Dies kann bspw. lber einen Schwellwert festgelegt sein.



10

15

20

25

30

35

WO 2018/172161 PCT/EP2018/056434

19

Carl Zeiss Microscopy GmbH
Anwaltsakte: PAT 4024/238-PCT

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Abbilden eines Objekts (12), wobei ein Mikroskop (10) verwendet wird,
welches ein Objektiv (14), welches eine optische Achse und eine dazu senkrecht stehende
Fokalebene definiert, und eine zur Abstimmung auf eine Tiefenlage einstellbare Korrekturoptik
(32) umfasst, welche am Objektiv (14) eine spharische Aberration korrigiert, wobei die
Einstellung der Korrekturoptik (32) fir eine bestimmte Tiefenlage der Fokalebene gilt und wobei
das Verfahren die Schritte umfasst:

- Beleuchten des Objekts (12) mit Strahlung,

- Erfassen der von dem Objekt (12) reflektierten oder transmittierten Strahlung,

- Durchflihren einer quantitativen Phasenkontrastabbildung in einem ersten lateralen
Bereich (40) und einem zweiten lateralen Bereich (42) des Objekts (12) und Bestimmen einer
Phasendifferenz von Strahlung aus dem ersten lateralen Bereich (40) und dem zweiten
lateralen Bereich (42) des Objekts (12), wobei die spharische Aberration der Abbildung des
Objekts (12) fir die Fokalebene im ersten Bereich (40) oder der Brechungsindex des Objektes
(12) im ersten Bereich (40) oder die zur Korrektur der spharischen Aberration ndtige Einstellung
der Korrekturoptik (32) bekannt ist,

- Verwenden eines vorbekannten Zusammenhangs zwischen der Phasendifferenz und
einer dadurch verursachten Anderung der spharischen Aberration, um einen Einstellwert der
Korrekturoptik (32) zu ermitteln, so dass die sphérische Aberration im zweiten Bereich (42)
reduziert wird, und

- Einstellen der Korrekturoptik (32) auf den Einstellwert und Abbilden des Objekts (12) im
zweiten Bereich (42).

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zusammenhang ermittelt
wird, wobei eine Weglénge (d) ermittelt wird, die ein Objekttiefenbereich ist, aus dem Strahlung
vom Objekt zur Abbildung beitragt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass zur Ermittlung der Weglange
(d) ein wirksamer Brechungsindex des Objekts (12) im ersten Bereich (40) variiert wird und die
Phasendifferenz flir mindestens zwei Werte des Brechungsindex des Objekts (12) im ersten
Bereich (40) gemessen und daraus die Weglange (d) bestimmt wird.
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der wirksame
Brechungsindex durch Verwenden eines dispersiven Mediums im ersten Bereich (40) variiert
wird und die Messung der Phasendifferenz bei zwei Wellenlangen erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Weglange (d)
naherungsweise durch die Dicke des Objekts (12) angegeben wird.

6. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass mehrere
Phasendifferenzen in mehreren, zueinander beabstandeten Objektebenen bestimmt werden.

7. Verfahren nach einem der obigen Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, dass ein dritter
lateraler Bereich des Objekts (12) bestimmt wird, wobei der Einstellwert fir den zweiten Bereich
(42) auch zur Abbildung des dritten Bereichs verwendet wird.

8. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
ein Parameter erfasst wird, welcher eine Temperatur des Objekts (12), ein Material eines
Objekttragers (28), eine Objekttragerdicke (OD), ein Immersionsmedium fir das Objektiv (14)
oder eine Wellenlédnge von Strahlung zur Abbildung des Objekts (12) umfasst, wobei der

Zusammenhang hinsichtlich des mindestens einen Parameters modifiziert wird.

9. Verfahren nach einem der obigen Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Phasendifferenz mittels quantitativer Phasenkontrastabbildung, im Infrarotbereich bestimmt

wird.

10. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Phasendifferenz in einer mindestens einer ersten Objektebene (F1) bestimmt wird und das
Objekt (12) unter Verwendung des Einstellwertes in einer anderen, zweiten Objektebene (F2)
abgebildet wird.

11.  Mikroskop zur Abbildung eines Objekts (12), umfassend

- ein Objektiv (14), welches eine optische Achse und eine dazu senkrecht stehende
Fokalebene definiert,

- eine einstellbare Korrekturoptik (32), welche am Objektiv (14) eine sphérische Aberration
korrigiert, die bei der Abbildung des Objekts (12) auftritt, wobei die Einstellung fir eine
bestimmte Tiefenlage der Fokalebene gilt,

- einen Antrieb (34), welcher die Korrekturoptik (32) einstellt,

- eine Einrichtung zur quantitativen Phasenkontrastabbildung (36), welche ausgebildet ist,
das Objekt (12) mit Strahlung zu beleuchten, die von dem Objekt (12) reflektierte oder
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transmittierte Strahlung zu erfassen, und eine Phasendifferenz von Strahlung aus einem erste .
lateralen Bereich (40) und einem zweiten lateralen Bereich (42) zu bestimmen,

- eine Steuereinrichtung (24), in welcher ein Zusammenhang zwischen der
Phasendifferenz und einer dadurch verursachten Anderung der spharischen Aberration und
welche zur Ausflihrung eines der Verfahren nach Anspruch 1 bis 10 ausgebildet ist.
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