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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur gleichzeitigen Abbildung der Amplitude und des
quantitativen Phasenkontrasts durch numerische Rekonstruktion von digital verschlisselten Hologrammen.

Diskussion des Stands der Technik

[0002] Der Grundgedanke der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Hologramm der Probe aufzuzeich-
nen und dieses Hologramm mit einem numerischen Verfahren zu rekonstruieren. Von diesem Gedanken wur-
de zum ersten Mal 1967 von J. W. Goodman und R. W. Laurence, ,Digital image formation from electronically
detected holograms", Appl. Phys. Lett. 11, 77-79 (1967), die fur die Hologrammaufzeichnung einen Vidi-
kon-Detektor verwendeten, und 1971 von M. A. Kronrod et al., ,Reconstruction of a hologram with a computer”,
Soviet Phys.-Technical Phys. 17, 333-334 (1972), die ein digitalisiertes Bild eines auf einer photographischen
Platte aufgezeichneten Hologramms verwendeten, berichtet. In diesen beiden Referenzen wurden die Holo-
gramme in der holographischen Fourier-Konfiguration aufgezeichnet, fir die Bilder des Amplitudenkontrasts
der Probe numerisch rekonstruiert werden kénnen, indem einfach der Modul der zweidimensionalen Fou-
rier-Transformation des Hologramms berechnet wird. Eine kiirzliche Entwicklung, die eine CCD-Kamera (CCD
= Charge Coupled Device, Ladungskopplungsspeicher) als Aufzeichnungsvorrichtung verwendet, ebenfalls in
der Fourier-Konfiguration, zur Réntgenabbildung des Amplitudenkontrasts von biologischen Proben ist paten-
tiert worden (US-Patentschrift 4,955,974 und US-Patentschrift 5,214,581) und W. S. Haddad et al., ,Fou-
rier-transform holographic microscope", Applied Optics 31, 4973-4978 (1992), und von K. Boyer et al., ,Bio-
medical three-dimensional holographic microimaging at visible, ultraviolet and X-ray wavelength", Nature Me-
dicine 2, 939-941 (1996), hat von ihr berichtet.

[0003] Schnars et al., ,Direct recording of holograms by a CCD target and numerical reconstruction”, Applied
Optics 33, 179-181 (1994), haben 1994, auf der Basis vorhergehender Arbeiten zur digitalen Holographie (L.
P. Yaroslavskii und N. S. Merzlyakov, ,Methods of Digital Holography", Consultants Bureau, New York, 1980),
vom ersten Bild mit numerisch rekonstruiertem Amplitudenkontrast eines auf3eraxialen Hologramms berichtet,
das in der holographischen Fresnel-Konfiguration mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet wurde. E. Cuche et
al., ,Optical Tomography at the Microscopic scale by means of a Numerical Low Coherence Holographic Tech-
nique", Proceedings SPIE on Optical and Imaging techniques for Bioimaging, Wien, Bd. 2927, 61-66 (1996),
haben von einer Anwendung numerischer Holographie zur Tomographieabbildung mit demselben Rekonstruk-
tionsalgorithmus, jedoch mit einer Lichtquelle mit geringer Koharenz berichtet. O. Coquoz et al., ,,Performances
of endoscopic holography with a multicore optical fiber", Applied Optics 34, 7186-7193 (1995), haben von einer
Anwendung in der Mikroendoskopie, die ebenfalls eine Fresnel-Berechnung fiir die Hologrammrekonstruktion
verwendet, berichtet.

[0004] Alle der obenerwahnten Arbeiten betreffen die Abbildung des Amplitudenkontrasts, fur die nur der Mo-
dul des numerisch rekonstruierten optischen Felds bertcksichtigt wird. Wie hier gezeigt ist, ist, wenn das Ar-
gument berechnet wird, eine Abbildung des Phasenkontrasts mdglich. Schnars et al., ,Direct phase determi-
nation in hologram interferometry with use of digitally recorded holograms", J. Opt. Soc. Am. A. 11, 2011-2015
(1994), haben von der ersten Verwendung einer numerisch rekonstruierten Phasenverteilung aus einem Fres-
nel-Hologramm fiir eine Anwendung in der holographischen Interferometrie berichtet. Wie in dieser Referenz
dargelegt ist, ist der verwendete Rekonstruktionsalgorithmus derselbe wie bei der Abbildung des Amplituden-
kontrasts und ermdglicht nicht wirklich die Abbildung des Phasenkontrasts, da in diesem Fall das rekonstruierte
optische Feld das Produkt aus der Objektwelle und dem komplexen Konjugat der Referenzwelle ist (oder das
Produkt aus dem komplexen Konjugat der Objektwelle und der Referenzwelle). Dieser Rekonstruktionsalgo-
rithmus kann jedoch in der holographischen Interferometrie verwendet werden, da die Subtraktion zwischen
zwei rekonstruierten Phasenverteilungen, die mit derselben Referenzwelle erhalten wurden, ein Bild liefert, das
nur die Phasendifferenz zwischen dem verformten und dem unverformten Zustand des Objekts darstellt.

[0005] 1997 haben E. Cuche et al., ,Tomographie optique par une technique d'holographie numerique en fai-
ble coherence", J. Opt. 28, 260-264 (1997), vom ersten Beispiel eines Bilds mit numerischen rekonstruiertem
Phasenkontrast berichtet, wobei sie einen modifizierten Rekonstruktionsalgorithmus einschlief3lich einer Mul-
tiplikation des digitalen Hologramms mit einer digitalen Kopie der Referenzwelle (digitale Referenzwelle) ver-
wendet haben. In dieser Referenz ist das Bild des Phasenkontrasts mit einer ebenen Welle als Referenz und
mit direkter Betrachtung erhalten worden, d. h. dass keine VergroR3erungs- oder Verkleinerungsoptik entlang
des Lichtwegs der Objektwelle eingefligt wird.

2/47



DE 699 24 129 T2 2006.05.04
KURZDARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0006] Im Vergleich zu bestehenden Verfahren fur die Phasenkontrast-Mikroskopie, wie beispielsweise dem
Zernicke- oder dem Nomarski-Verfahren, stellt die vorliegende Erfindung eine unkomplizierte Verkntipfung der
Abbildung des Phasenkontrasts mit der optischen Metrologie bereit.

[0007] ,Quantitativer Phasenkontrast" bedeutet, dass das Bild des Phasenkontrasts frei von Artefakten oder
Aberrationen ist und direkt fir quantitative Messungen von optischen Eigenschaften (z. B. Brechungsindex)
oder strukturellen Informationen (z. B. Topographie, Dicke) verwendet werden kann. Genauer ausgedrtickt be-
deutet ,quantitativer Phasenkontrast" hier, dass der Wert jedes Pixels des Bilds des Phasenkontrasts zum Wert
der Phase der Objektwelle an der entsprechenden Probenflache gleich ist, Modulo 21r.

[0008] ,Gleichzeitige Abbildung der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts" bedeutet, dass zwei
Bilder der Probe aus demselben Hologramm rekonstruiert werden kénnen. Eines dieser Bilder mit einem Am-
plitudenkontrast und das andere mit einem quantitativen Phasenkontrast. Diese Bilder kbnnen separat analy-
siert oder das eine mit dem anderen verglichen werden. |hre Informationsinhalte (oder der Informationsinhalt
mehrerer Paare von Bildern, die fir verschiedene Orientierungen der Probe rekonstruiert wurden) kénnen zu-
geordnet werden, um eine berechnete dreidimensionale Beschreibung der Probe zu erstellen, beispielsweise
eine dreidimensionale Tomographie von halbtransparenten Proben. Spektroskopische Messungen sind mit der
vorliegenden Erfindung ebenfalls méglich, indem zwei oder mehr Hologramme derselben Probe bei verschie-
denen Wellenlangen aufgezeichnet werden. Eine solche Multiwellenlangenprozedur kann auch zur prazisen
Bestimmung der Abmessungen von Objekten oder des Brechungsindexes in der Metrologie von Nutzen sein.

[0009] Im Vergleich zu Standardinterferenzmikroskopietechniken, die ebenfalls gleichzeitig den Amplituden-
kontrast und den quantitativen Phasenkontrast liefern, besteht der Vorteil unserer Erfindung darin, dass die
Aufzeichnung nur eines Hologramms notwendig ist, wahrend bei der Interferenzmikroskopie die Aufzeichnung
von vier oder mehr Interferogrammen erforderlich ist. Dartber hinaus ist mit der vorliegenden Erfindung keine
Verschiebung oder Bewegung von optischen Elementen notwendig. Infolgedessen wird die Erfassungszeit
verringert, was eine geringere Empfindlichkeit gegenuber thermischen und mechanischen Drifts liefert. Ro-
bustheit ist eine groRe Gewichtung der vorliegenden Erfindung.

[0010] Ein weiterer wichtiger Vorteil der vorliegenden Erfindung im Vergleich zur Interferenzmikroskopie ist,
dass die Phasenaberrationen digital korrigiert werden. In der Tat erzeugt ein Mikroskopobijektiv, das in ein In-
terferometer eingefligt wird, eine Krummung der Wellenfronten, die sich auf die Phase der Objektwelle aus-
wirkt. Somit muss zur Abbildung des Phasenkontrasts mit der vorliegenden Erfindung oder allgemeiner in ei-
nem beliebigen Interferometriesystem diese Phasenaberrationsfunktion korrigiert werden. Bei der Interferenz-
mikroskopie wird dieses Problem experimentell gelést, indem dasselbe Mikroskopobijektiv in den Referenzarm
eingefugt wird, in der gleichen Entfernung vom Ausgang des Interferometers. Diese Linnick-Interferometer ge-
nannte Anordnung bedingt, dass, wenn eine beliebige Anderung im Objektarm vorgenommen werden muss,
die gleiche Anderung im Referenzarm prézise reproduziert werden muss, so dass die Interferenz zwischen in
ahnlicher Weise verformten Wellenfronten erfolgt. Infolgedessen bedingt die experimentelle Konfiguration ei-
nen sehr hohen Grad an Prazision. Eine andere Mdéglichkeit (Mirrau-Interferometrie) besteht im Vergréfiern
des Interferenzmusters. Es ist jedoch schwierig, mit dieser Technik eine hochauflésende Abbildung zu erzielen,
da ein miniaturisiertes Interferometer zwischen der Probe und dem Mikroskopobijektiv eingefiigt werden muss.
Hier schlagen wir ein rein digitales Verfahren vor, das uns erméglicht, die Korrektur durch Multiplizieren der
rekonstruierten Wellenfront mit dem berechneten komplexen Konjugat der Phasenaberrationsfunktion durch-
zufiihren.

[0011] Je nach der zur Aufzeichnung des Hologramms verwendeten Konfiguration variiert die physikalische
Interpretation der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts. Wenn das Hologramm mit der Welle auf-
gezeichnet wird, die von der Probe reflektiert wird (Reflexionsgeometrie), hangt der Amplitudenkontrast von
Schwankungen des Reflexionsgrads an der Probenoberflache ab und der Phasenkontrast hangt von der To-
pographie der Probe und/oder Anderungen der Phasenverschiebung bei der Reflexion ab. Wenn das Holo-
gramm mit der Welle aufgezeichnet wird, die von einer transparenten oder halbtransparenten Probe Ubertra-
gen wird (Transmissionsgeometrie), steht der Amplitudenkontrast mit Anderungen der Absorption in Verbin-
dung und der Phasenkontrast hangt von Schwankungen der Dicke und/oder des Brechungsindexes (oder all-
gemeiner von Schwankungen des Lichtwegs) ab.

[0012] In den meisten Fallen ist die quantitative Messung von optischen Eigenschaften oder strukturellen In-
formationen auf der Basis von Phasenmessungen doppeldeutig, da der Phasenkontrast im Allgemeinen mehr

3/47



DE 699 24 129 T2 2006.05.04

als einen Ursprung hat. Die Messung des Brechungsindexes einer transparenten Probe beispielsweise bedingt
die Kenntnis der Dicke und umgekehrt bedingt die Messung der Dicke die Kenntnis des Brechungsindexes.
Bei topographischen Messungen mit sich aus mehreren Materialien zusammensetzenden Proben muss die
Analyse der Resultate die Schwankung der Phasenanderung an der Reflexionsgrenzflache bertcksichtigen,
wenn der komplexe Brechungsindex der verschiedenen Materialien nicht derselbe ist. Wenn eine reine topo-
graphische oder eine reine Brechungsindex- oder eine reine Dickemessung erwinscht ist, kdnnten bekannte
Verfahren, wie beispielsweise Ellipsometrie oder Multiwellenlangenmessungen, in Kombination mit der vorlie-
genden Erfindung verwendet werden. Insbesondere kann die Brechungsindexmessung an einer transparenten
Probe von unbekannter Dicke durch Aufzeichnen von zwei oder mehr Hologrammen bei verschiedenen Wel-
lenlangen durchgefihrt werden. Angenommen, dass die Dicke der Probe fir jedes Hologramm konstant ist,
liegen Schwankungen der rekonstruierten Phasenverteilungen aufgrund von Schwankungen des Brechungs-
indexes in Abhangigkeit von der Wellenlange vor. Unter Verwendung eines Modells, das die Schwankung des
Brechungsindexes in Abhangigkeit von der Wellenlange beschreibt, kann der Brechungsindex der Probe oder
ihre Dicke von den Bildern des quantitativen Phasenkontrasts abgeleitet werden. Bei einer halbtransparenten
Probe (z. B. biologische Zellen oder Gewebe) oder allgemeiner mit einer dreidimensionalen Szene, die sich
aus mehreren, sich in unterschiedlicher Tiefe befindenden reflektierenden Elementen zusammensetzt, kann,
wenn eine Gatingtechnik verwendet wird, wie beispielsweise ,Time Gating" oder ,Coherent Gating", das Holo-
gramm in der Reflexionsgeometrie mit dem Licht aufgezeichnet werden, das von einem ausgewahlten Schnitt
in der Probe reflektiert wird. In diesem Fall hangen beide Kontraste (Amplitude und Phase) von den optischen
Eigenschaften des ausgewahlten Schnitts und den optischen Eigenschaften anderer Volumina in der Probe
ab, zu denen sich das Licht vor und nach der Reflexion ausgebreitet hat.

[0013] Die vorliegende Erfindung stellt ein allgemeineres Verfahren zur numerischen Rekonstruktion von Bil-
dern sowohl der Amplitude als auch des quantitativen Phasenkontrasts aus einem digitalen Hologramm bereit.
Das numerische Verfahren zur Hologrammrekonstruktion umfasst die Berechnung einer digitalen Kopie der
Referenzwelle, als digitale Referenzwelle bezeichnet. Ein als digitale Phasenmaske bezeichnetes Array kom-
plexer Zahlen wird ebenfalls berechnet, um die Phasenaberrationen des Abbildungssystems zu korrigieren.

[0014] Die vorliegende Erfindung liefert einzigartige Ergebnisse. Die Technik liefert einen quantitativen Pha-
senkontrast, d. h. dass die rekonstruierte Phasenverteilung direkt fir Anwendungen in der Metrologie verwen-
det werden kann, insbesondere fur Oberflachenprofilometrie, Brechungsindexmessungen oder allgemeiner
zur quantitativen Materialprifung (Form- und Positionsmessungen, Oberflachenrauhigkeitsmessung, Mes-
sung von optischen Eigenschaften). Daruber hinaus kann ein Bild des Amplitudenkontrasts der Probe aus
demselben Hologramm rekonstruiert werden. Es ist ein wichtiges Merkmal der vorliegenden Erfindung, dass
eine dreidimensionale Beschreibung der Probe digital mit nur einer Bilder-fassung erhalten werden kann.

[0015] Die Moglichkeit einer sofortigen Erfassung der Amplitude und der quantitativen Phase mit einer ge-
pulsten Quelle oder einer ,time gated" Kamera ist ein grof3er Vorteil der vorliegenden Erfindung.

[0016] Grundsatzlich fiihrt das numerische Rekonstruktionsverfahren eine Berechnung durch, die die Aus-
breitung der Wellenfront beschreibt, die vom Hologramm wahrend einer standardmafigen Hologrammrekon-
struktion gebeugt wiirde. Die Berechnung besteht in einer numerischen Auswertung des Beugungsmusters,
das in einer Betrachtungsebene hergestellt wird, wenn das Hologramm von einer Kopie der Referenzwelle be-
leuchtet wird. Die skalare Beschreibung der Beugung wird hier berticksichtigt und das Rekonstruktionsverfah-
ren besteht in der numerischen Berechnung des Fresnel-Kirchhoff-Integrals oder des Rayleigh-Sommer-
feld-Integrals. Je nach der fiir die Hologrammerzeugung verwendeten Konfiguration kann die Berechnung der
Beugung unter Verwendung einer Annaherung dieser Integrale, wie beispielsweise dem Fraunhofer- oder dem
Fresnel-Integral, durchgefuhrt werden. In einigen Fallen, wie beispielsweise der Fourier-Holographie, kann
eine einfache Berechnung der Fourier-Transformation verwendet werden.

[0017] In einer bevorzugten Art und Weise wird die fir die Hologrammerzeugung verwendete Konfiguration,
insbesondere die Entfernung zwischen dem Hologramm und der Probe, darauf justiert, ein Fresnel-Holo-
gramm zu liefern, flr das die Berechnung der Beugung in der Fresnel-Annaherung durchgefiihrt werden kann.
Der Vorteil der Fresnel-Annaherung besteht darin, dass die Berechnungen einfach sind und sehr schnell unter
Verwendung einer diskreten Formulierung des in Form einer Fourier-Transformation ausgedriickten Fres-
nel-Integrals durchgeflihrt werden kann. AuRerdem wird ein grol3er Bereich experimenteller Konfigurationen
von der Fresnel-Annaherung abgedeckt.

[0018] Ein wichtiges Merkmal der vorliegenden Erfindung ist, dass die Bildrekonstruktion, sowohl der Ampli-
tude als auch des Phasenkontrasts, die Justierung mehrerer Konstanten bedingt, die durch das numerische
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Rekonstruktionsverfahren involviert sind. Diese Konstanten werden als Rekonstruktionsparameter bezeichnet
und ihre Werte sind durch die experimentelle Konfiguration definiert. Die Rekonstruktionsparameter konnen in
drei Kategorien eingeteilt werden: die Rekonstruktionsentfernung, der mit der Bildfokussierung in Verbindung
steht; die Referenzwellenparameter, die mit der Definition der digitalen Referenzwelle in Verbindung stehen;
und die Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter, die mit der Definition der digitalen Phasenmaske in
Verbindung stehen. Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung zu beschreiben, wie diese Rekonstrukti-
onsparameter definiert werden und wie ihre Werte justiert werden missen. Es ist klar, dass die Werte der Re-
konstruktionsparameter fir eine gegebene experimentelle Konfiguration feststehen und dass dieselben Werte
der Rekonstruktionsparameter zum Rekonstruieren mehrerer Hologramme ohne neue Justierungsprozeduren
verwendet werden kénnen, wenn die experimentelle Konfiguration fiir diese Hologramme dieselbe ist.

[0019] Andere Parameter, wie beispielsweise die Wellenlange, die Detektorgrofie und die Pixelanzahl, wer-
den vom numerischen Rekonstruktionsverfahren angefordert, diese Parameter haben jedoch im Allgemeinen
konstante Werte und erfordern keine spezielle Justierung.

[0020] Es wird eine Vorrichtung offenbart, die von den verschiedenen Gesichtspunkten des Verfahrens zur
gleichzeitigen Abbildung der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts durch numerische Rekonstruk-
tion von digitalen Hologrammen Gebrauch macht. Je nach der GréRRe und Zuganglichkeit des Objekts werden
drei verschiedene Ausfuhrungen der Vorrichtung offenbart: numerisches holographisches Teleskop (NHT), nu-
merisches holographisches Mikroskop (NHM) und schlieBlich numerisches holographisches Endoskop (NHE).

[0021] Weitere Aufgaben und Merkmale der vorliegenden Erfindung werden aus der folgenden ausfiihrlichen
Beschreibung, betrachtet in Verbindung mit den begleitenden Zeichnungen, offenbar werden. Es versteht sich
jedoch, dass die Zeichnungen lediglich fur Darstellungszwecke und nicht als eine Definition der Beschrankun-
gen der Erfindung vorgesehen sind, fiir die auf die beigefligten Anspriiche verwiesen werden sollte.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0022] Fig. 1 ist eine Ansicht, die diagrammatisch die verschiedenen Schritte der Abbildungsprozedur zeigt.

[0023] Fiq. 2A ist eine Ansicht, die diagrammatisch eine der méglichen Konfigurationen fur die Aufzeichnung
eines auleraxialen Hologramms zeigt. Fig. 2B, Fig. 2C und Fig. 2D sind Ansichten, die diagrammatisch zwei
der moglichen Umsetzungen des Aufbaus zeigen. Fig. 2B in einer Michelson-Konfiguration oder allgemeiner
kdnnen Twyman-Green-Interferometer in Betracht gezogen werden. Eig. 2C in einer Mach-Zender-Konfigura-
tion zur Transmissionsabbildung. Eig. 2D in einer Mach-Zender-Konfiguration zur Reflexionsabbildung.

[0024] Fig. 3 ist eine Ansicht, die diagrammatisch die standardmaRige optische Rekonstruktion eines aul3era-
xialen Hologramms zeigt, das wie in Eig. 2A dargestellt aufgezeichnet worden ist.

[0025] Fig. 4 ist eine Ansicht, die diagrammatisch die verschiedenen Schritte der Berechnungen des nume-
rischen Verfahrens zur Rekonstruktion eines digitalen Hologramms zeigt.

[0026] Fig. 5 ist eine Ansicht, die diagrammatisch eine andere Moglichkeit zur Berechnung des numerischen
Verfahrens zur Rekonstruktion eines digitalen Hologramms zeigt.

[0027] Fig. 6A bis Fig. 6C sind Ansichten, die diagrammatisch drei der mdglichen Konfigurationen zeigen,
wenn eine VergréRerungsoptik zur Erzeugung eines Hologramms eines vergréRerten Bilds der Probe entlang
des Lichtwegs der Objektwelle eingefligt wird.

[0028] Fig. 7A bis Fig. 7C zeigen drei Beispiele von Bildern mit numerisch rekonstruiertem Amplitudenkont-
rast eines USAF-Testziels, die mit unterschiedlichen Rekonstruktionsentfernungen erhalten wurden.

[0029] Fig. 8A bis Fig. 8C zeigen Beispiele von Bildern mit numerisch rekonstruiertem Phasenkontrast einer
biologischen Zelle. Fur diese Bilder ist eine ebene Welle als Referenz fiir die Hologrammerzeugung und ein
Mikroskopobjektiv als VergrofRerungsoptik verwendet worden. Fig. 8A zeigt das Bild des Phasenkontrasts, das
erhalten wird, wenn alle Rekonstruktionsparameter auf angemessene Weise justiert sind, Fig. 8B zeigt das
Resultat, das mit einer unangemessenen Justierung der Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter er-
halten wird. Fig. 8C zeigt das Resultat, das mit einer unangemessenen Justierung der Referenzwellenpara-
meter erhalten wird.
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[0030] Fig. 9 ist eine Ansicht, die diagrammatisch die verschiedenen Méglichkeiten zur Justierung der Werte
der Rekonstruktionsparameter zeigt.

[0031] Fig. 10A bis Fig. 10F zeigen Beispiele gleichzeitig Bilder mit rekonstruiertem Amplitudenkontrast und
mit rekonstruiertem quantitativem Phasenkontrast. Fig. 10A und Fig. 10B zeigen das Bild des Amplitudenkon-
trasts bzw. das Bild des quantitativen Phasenkontrasts eines USAF-Testziels. Fig. 10C und Fig. 10D zeigen
das Bild des Amplitudenkontrasts bzw. das Bild des quantitativen Phasenkontrasts eines reinen Phasenob-
jekts. Fig. 10E und Fig. 10F zeigen das Bild des Amplitudenkontrasts bzw. das Bild des quantitativen Phasen-
kontrasts einer biologischen Zelle.

[0032] Fig. 11A ist eine dreidimensionale Perspektive einer numerisch rekonstruierten Phasenverteilung, um
die Topographie eines reinen Phasenobjekts zu zeigen.

[0033] Fig. 11B ist ein Graph, um ein Beispiel quantitativer Messung (Prolifometrie) mit Abbildung des quan-
titativen Phasenkontrasts zu zeigen.

[0034] Fig. 12A stellt einen beispielhaften Teil eines verallgemeinerten Computersystems dar, auf dem Teile
der Erfindung umgesetzt werden kénnen, und

[0035] Fig. 12B veranschaulicht einen beispielhaften Teil einer verallgemeinerten Hardwarekonfiguration, im
Format einer Arbeitsstation, auf der Teile der Erfindung umgesetzt werden kénnen.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0036] Die Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden in mehr Einzelheiten mit Bezugnahme auf
die Zeichnungen beschrieben.

[0037] Fig. 1 zeigt diagrammatisch die verschiedenen Schritte der gesamten Abbildungsprozedur. Der von
einer Beleuchtungsquelle 1 emittierte Strahl beleuchtet einen Aufbau 2, der ein Hologramm 4 der Probe 3 er-
zeugt. Der Aufbau 2 sammelt das Licht von der Beleuchtungsquelle 1 und liefert Beleuchtung 1 der Probe 3.
Er beinhaltet aullerdem ein Gerat zum Erzeugen einer Referenzwelle R und ein Gerat zum Erzeugen einer
Objektwelle O aus dem Licht, das von der Probe 3 Ubertragen oder reflektiert oder gestreut wird. Die Objekt-
welle O und die Referenzwelle R werden derart kombiniert, dass sie in einer Ebene interferieren.

[0038] Im Folgenden wird die Objektwelle als der Teil der Beleuchtungswelle verstanden, der vom Objekt
Ubertragen, reflektiert oder allgemeiner gestreut und vom optischen System eingefangen worden ist.

[0039] Die Interferenz zwischen der Referenzwelle R und der Objektwelle O erzeugt das Hologramm 4, das
als eine zweidimensionale Intensitatsverteilung beschrieben werden kann:

l4(x, y) = |R]? + |O* + R*O + RO* (1.1)

wobei R* und O* die komplexen Konjugate der Referenzwelle bzw. der Objektwelle und |R|?, |O|? das Quadrat
ihrer Module sind.

[0040] Die vorliegende Erfindung ist nicht auf die Optikdoméane beschrankt und kann zur numerischen Rekon-
struktion von Hologrammen angewendet werden, die mit einer beliebigen Art von elektromagnetischen (z. B.
Roéntgenstrahlen) oder nicht elektromagnetischen (z. B. Akustik und Hitze) Wellen aufgezeichnet wurden. Pho-
tonendichtewellen kdnnen ebenfalls verwendet werden. Aus diesem Grund sind die Beschaffenheit, die Wel-
lenldange und die Koharenz der Beleuchtungsquelle 1 nicht hier spezifiziert. Gaslaser, Halbleiterlaser, Festkor-
perlaser, Laserdioden, Superlumineszenzdioden, Schmal- und Breitbandquellen, Weillichtquellen, Réntgen-
strahlenquellen und Elektronenstrahl sind Beispiele von Mitteln, die als Beleuchtungsquelle verwendet werden
kénnen.

[0041] Eine Kombination von zwei oder mehr Beleuchtungsquellen kann ebenfalls verwendet werden. Bei-
spielsweise konnen zwei Beleuchtungsquellen verschiedener Wellenlangen kombiniert werden, um eine Be-
leuchtungsquelle mit einer sogenannten synthetischen Wellenlange zu erzeugen.

[0042] In einer bevorzugten Art und Weise wird der Aufbau 2 derart konzipiert, dass die Polarisation der Re-
ferenzwelle R der Polarisation der Objektwelle O (so nah wie méglich) entspricht. Diese Nahe der Polarisation
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des Objekts zu der der Referenzwellen ist zum Optimieren der Interferenz zwischen diesen beiden Wellen
wichtig. Wenn die Objektwelle verschiedene Arten von Photonen mit verschiedenen Polarisationszustanden
enthalt, wie es beispielsweise vorkommt, wenn Streuungsereignisse in der Probe auftreten oder wenn die Dop-
pelbrechung der Probe nicht einheitlich ist, ermoéglicht das Arbeiten mit einer feststehenden Polarisation der
Referenzwelle, die Photonen der Objektwelle auszuwahlen, deren Polarisation der Polarisation der Refe-
renzwelle nah ist.

[0043] Das Gerat, das die Objektwelle O erzeugt, enthalt VergroRerungsoptik oder Verkleinerungsoptik.

[0044] Der Ausdruck ,VergréRerungsoptik" ist als eine einzige Linse oder eine Baugruppe von Linsen
und/oder optischen Fasern zu verstehen, die ein vergroRertes Bild der Probe mit einer besseren Auflésung als
mit direkter Abbildung liefert. Der Fall einer VergroRerungsoptik, die ein Bild der Probe liefert, dessen GroRRe
der GroRRe der Probe entspricht (VergroRerung entspricht Einheit), ist ebenfalls hier umfasst.

[0045] Der Ausdruck ,Verkleinerungsoptik" ist als eine einzige Linse oder eine Baugruppe von Linsen und op-
tischen Fasern zu verstehen, die ein kleineres Bild der Probe liefert, um eine Abbildung gréR3erer Proben als
mit direkter Abbildung zu erméglichen.

[0046] In einer bevorzugten Art und Weise wird der Aufbau 2 konzipiert, ein aufleraxiales Hologramm zu lie-
fern. Der Ausdruck ,au3eraxiales Hologramm" ist so zu verstehen, dass die Ausbreitungsrichtungen der Refe-
renzwelle R und der Objektwelle O nicht an ihrem Einfall auf die Ebene parallel sind, wo das Hologramm er-
zeugt wird. Die aul3eraxiale Geometrie gestattet auf vorteilhafte Weise, die Brechung nullter Ordnung, das re-
elle Bild und das Zwillingsbild wahrend der Rekonstruktion zu trennen. Mehrere Konfigurationen kénnen fir die
Erzeugung eines aufleraxialen Hologramms verwendet werden. Eig. 2A stellt eine der mdglichen Konfigurati-
onen mit einem Winkel 6 zwischen den Richtungen der Objektwelle und der Referenzwelle an ihrem Einfall auf
die Hologrammebene dar.

[0047] Je nach der Auflésung der fiir die Hologrammaufzeichnung verwendeten Medien kann die aul3eraxiale
Geometrie auf kleine Winkel beschrankt sein, um zu vermeiden, dass die Raumfrequenz des erzeugten Inter-
ferogramms die Auflésungsleistung der Aufzeichnungsmedien Ubersteigt. Anders ausgedriickt darf der Winkel
zwischen der Referenzwelle und der Objektwelle an ihrem Einfall auf die Ebene, wo das Hologramm erzeugt
wird, nicht einen bestimmten Wert Gberschreiten, bei dem die Interferenzfransen des Hologramms nicht vom
Bilderfassungssystem aufgeldst werden. Die auBeraxiale Geometrie kann selbst an der Grenze sehr kleiner
Winkel in Betracht gezogen werden, aber in diesem Fall kann die Brechung nullter Ordnung Teile oder die In-
tegralitat des Zwillingsbilds oder des reellen Bilds abdecken. In diesem Fall kénnen zusatzliche Verfahren ver-
wendet werden, um die Brechung nullter Ordnung zu unterdriicken. Es kann beispielsweise ein von T. M. Kreis
und W. P. O. Juptner, ,Suppression of the dc term in digital holography", Opt. Eng. 36, 2357-2360 (1997), vor-
geschlagenes Verfahren vor der numerischen Rekonstruktion angewendet werden. Dieses Verfahren, das aus
dem Subtrahieren der durchschnittlichen Intensitat vom digitalen Hologramm besteht, gestattet jedoch nur die
Eliminierung des sogenannten dc-Terms der Brechung nullter Ordnung von den rekonstruierten Bildern. An-
ders ausgedrickt kann, wenn eine Referenzwelle mit konstanter Amplitude (beispielsweise eine ebene Welle)
fur die Hologrammerzeugung verwendet wird, das von M. Kreis und W. P. O. Juptner vorgeschlagene Verfah-
ren als ein Verfahren beschrieben werden, das ein Hologramm der folgenden Form liefert:

L,(x, y) = |O] + R*O + RO* (1.2)

[0048] Infolgedessen wird die Objektkomponente der Brechung nullter Ordnung (|OJ?), die im Allgemeinen in
der Hologrammebene nicht konstant ist, nicht durch dieses Verfahren unterdrtickt.

[0049] Wir schlagen hier ein Verfahren zur vollstdndigen Eliminierung der Brechung nullter Ordnung vor.
Grundsatzlich kann dieses Verfahren auch angewendet werden, wenn die Amplitude der Referenzwelle nicht
konstant ist. Auf allgemeine Weise kann dieses Verfahren als ein Verfahren beschrieben werden, das ein Ho-
logramm liefert, das nur die interferierenden Terme des Hologramms enthalt:

l,(x, y) = R*O + RO* (1.3)
[0050] Ein solches Resultat kann durch Subtrahieren eines lokal ausgewerteten Werts der Brechung nullter
Ordnung (|R]? + |OJ?) vom digitalen Hologramm erhalten werden. Das digitale Hologramm kann beispielsweise

in Teilmatrizes genannte kleine Elemente konstanter (oder nichtkonstanter) GréRen unterteilt werden und das
von T. M. Kreis und W. P. O. Jiptner vorgeschlagene Verfahren kann auf jede dieser Teilmatrizes angewendet
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werden. Die Gréle und die Anzahl der Teilmatrizes muss so gewahlt werden, um die Schwankungen der Bre-
chung nullter Ordnung in der Hologrammebene mit genug Prazision wiederherzustellen. Die GroéRRe einer
Teilmatrix darf jedoch nicht kleiner als eine Mindestgré3e sein, bei der eine Teilmatrix nur eine konstruktive und
eine destruktive Interferenz enthalt.

[0051] Ein weiterer Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung basiert auf der Anwendung eines Bandpassfil-
ters auf die Fourier-Transformation des digitalen Hologramms und die ebenfalls die vollstandige Eliminierung
der Brechung nullter Ordnung gestattet. Dieses Verfahren basiert auf dem Faktum, dass die den interferieren-
den Termen (R*O und RO*) entsprechenden Raumfrequenzen in auReraxialer Holographie héher sind als die
Raumfrequenzen, die der Brechung nullter Ordnung (|RJ? + |O?) entsprechen. Infolgedessen schlagen wir vor,
wahlweise vor der numerischen Rekonstruktion des digitalen Hologramms, ein digitales Bildverarbeitungsver-
fahren anzuwenden, das die folgenden Schritte umfasst:

— Berechnen der zweidimensionalen (2D) diskreten Fourier-Transformation des digitalen Hologramms;

— Finden der Raumfrequenzen, die den interferierenden Termen R*O und RO* entsprechen, in der Fou-

rier-Transformation des digitalen Hologramms;

— Berechnen der Multiplikation der Fourier-Transformation des Hologramms mit einer 2D-Funktion, die die

Raumfrequenzen, die nicht den interferierenden Termen entsprechen, eliminiert oder dampft. Dieser Ar-

beitsgang entfernt (oder dampft) die Raumfrequenzen, die der Brechung nullter Ordnung entsprechen, und

kann auch andere parasitische Raumfrequenzen entfernen;

— Berechnung der diskreten inversen Fourier-Transformation.

[0052] Beidiesem Schritt wird als Folge der Unterdriickung der niedrigen Raumfrequenzen des Hologramms
ein gefiltertes digitales Hologramm mit einer konstanten nullten Ordnung erhalten. Der Wert der nullten Ord-
nung ist gleich der fir die gesamte Hologrammflache berechneten durchschnittlichen Intensitat. Somit kann
die nullte Ordnung durch Subtrahieren der durchschnittlichen Intensitat zur Intensitat jedes Pixels des gefilter-
ten digitalen Hologramms vollstandig unterdrickt werden.

[0053] Mit Bezugnahme auf Fig. 1 ist die Anwendung der obenerwahnten Fourier-Filterungs-Bildverarbeitung
eine der moglichen digitalen Bildverarbeitungen, die wahlweise vor und/oder nach der numerischen Rekonst-
ruktion des Hologramms angewendet werden kann. Bei diesem Schritt kbnnen mehrere digitale Bildverarbei-
tungsbehandlungen angewendet werden, um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbessern oder um die Sicht-
barkeit der Fransen des digitalen Hologramms 7 zu verstarken. Beispielsweise Helligkeits- und Kontrastjustie-
rung, Versatzsubtraktion, Modifikation der Verteilung von Graustufen, Grenzwertanwendung, Anwendung von
Phasenabwicklungsverfahren auf das Bild des quantitativen Phasenkontrasts, Anwendung von Histogramm-
entzerrung, Anwendung von zweidimensionalen Raumfrequenzhochpassfiltern oder Raumfrequenztiefpassfil-
tern, Anwendung von statistischen Arbeitsgangen auf eine Menge von mehreren Bildern, Anwendung von Bild-
verarbeitungsbehandlung, um die Brechung nullter Ordnung und/oder das Zwillingsbild und/oder das reelle
Bild zu unterdriicken. Es ist auch mdglich, die Pixelanzahl des digitalen Hologramms zu erhéhen oder zu ver-
ringern. Das digitale Hologramm kann auch mit einer zweidimensionalen Funktion (beispielsweise einem Han-
ning- oder einem Hamming- oder einem Gauf3-Fenster) multipliziert werden, um Datenfenstertechnik durchzu-
fuhren.

[0054] Dieses Merkmal einer mdglichen digitalen Bildverarbeitungsbehandlung des Hologramms ist einer der
Vorteile der vorliegenden Erfindung im Vergleich zu standardmafige holographische Verfahren, die beispiels-
weise photographische Platten als Aufzeichnungsmedien verwenden und die nicht eine solche geradlinige Ver-
arbeitung des Hologramms vor dessen Rekonstruktion gestatten.

[0055] Eine besonders interessante digitale Behandlung besteht im Multiplizieren des Hologramms mit einer
zweidimensionalen reellen Funktion, die den Transmissionsgrad (oder die Amplitudentransmittanz) der Holo-
grammblende modifiziert, um eine Apodisation dieser Blende durchzufiihren. Blendenapodisation ist eine in
der Optik wohl bekannte Technik und wird zum Reduzieren von Beugungseffekten (Fluktuation der Amplitude
und der Phase des gebeugten Felds) verwendet, die auftreten, wenn ein Strahl koharenten Lichts durch eine
Blende abgeschnitten wird. Eine apodisierte Blende ist durch eine Amplitudentransmittanz (Transmissions-
grad) gekennzeichnet, die sich am Rand der Blende nicht abrupt von Null zu Einheit, sondern auf gleichméaflige
und kontinuierliche Weise andert. Mehrere Arten von kontinuierlichen Funktionen kénnen zum Definieren des
Ubergangs des Transmissionsgrads (von Null zu Einheit) am Rand der Blende verwendet werden: GauRRsche,
supergauf3sche, trigonometrische oder eine Kombination von Funktionen. Es kann auch eine wahrend eines
Optimierungsvorgangs iterativ definierte Transmissionsfunktion verwendet werden. In einer bevorzugten Art
und Weise wird die Transmissionsfunktion der apodisierten Blende so definiert, dass ein grof3er Bereich in der
Mitte der Blende transparent bleibt.
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[0056] Angenommen, dass bei aulderaxialer Holographie die Brechung nullter Ordnung niedrigen Raumfre-
quenzen entspricht, kann deren Unterdriickung auch experimentell durch raumliches Filtern des Hologramms
4 vor der Erfassung des Bilds durchgefiihrt werden. Dieser Arbeitsgang kann mit einem nichtlinearen optischen
Element und einem sogenannten 4-f-System durchgefiihrt werden, das aus zwei Linsen der Brennweite f mit
einer sich in der Fourier-Ebene der ersten Linse befindenden Hochpassmaske besteht. Mit Bezugnahme auf
Fig. 2B kann ein solches 4-f-System als ein Beispiel der optionalen optischen Elemente betrachtet werden, die
zwischen dem Strahlenteiler und der Bilderfassung eingefiigt werden kénnen.

[0057] Der extreme Fall von In-line- oder Gabor-Hologrammen kann ebenfalls mit der vorliegenden Erfindung
in Erwagung gezogen werden. In diesem Fall kann die vorliegende Erfindung in Kombination mit anderen Ver-
fahren (Bildverarbeitungsverfahren oder experimentellen Prozeduren) zur Eliminierung der Brechung nullter
Ordnung und/oder zur Eliminierung des Zwillingsbilds oder des reellen Bilds verwendet werden. Ein Verfahren,
das der Interferenzmikroskopie dhnelt, ist beispielsweise von |. Yamaguchi und T. Zhang, ,Phase-shifting digi-
tal holography”, Opt. Lett. 22, 1268-1270 (1997), vorgeschlagen worden. Dieses Verfahren bedingt die Auf-
zeichnung von vier mit Phasenverschiebungen (von 90°) der Referenzwelle genommenen Interferogrammen
und gestattet die Unterdriickung sowohl der Brechung nullter Ordnung als auch des Zwillingsbilds. In diesem
Fall oder allgemeiner, wenn eine Prozedur zum Verschieben oder Modulieren der Phase der Referenzwelle
und/oder der Phase der Objektwelle verwendet wird, kann die Amplitude und die Phase der Objektwelle in der
Hologrammebene gemessen werden. Die vorliegende Erfindung kann dann verwendet werden, um die Amp-
litude und die Phase an der Oberflache der Probe wiederherzustellen. Piezobetatigte Spiegel, akusto-optische
oder elektro-optische oder photoelastische Modulatoren sind Beispiele optionaler optischer Elemente, die zum
Modulieren oder Verschieben der Phase der Referenzwelle und/oder der Objektwelle verwendet werden kon-
nen.

[0058] Die in der vorliegenden Erfindung berichteten verschiedenen Verfahren betreffen grof3tenteils die Ver-
wendung von Homodyndetektion: Es wird angenommen, dass die Frequenz oder Wellenlange der Refe-
renzwelle der Frequenz oder Wellenlange der Beleuchtungswelle entspricht, was bestandige Hologramme er-
gibt, die gemaR der beschriebenen Erfindung erfasst und digitalisiert werden. Dennoch findet die vorliegende
Erfindung auch Anwendung auf optische Systeme, in denen Heterodyndetektion verwendet werden kann.

[0059] Fur eine Heterodyndetektion kann das Mittel, das die Referenzwelle R erzeugt, ein Gerat umfassen,
das die Wellenlange der Referenzwelle in Bezug auf die Wellenlange der Objektwelle modifiziert. Ein &hnliches
Gerat kann auch in das Mittel eingefligt werden, das eine Objektwelle O erzeugt. Akusto-optische Modulato-
ren, elektro-optische Modulatoren, photoelastische Modulatoren, piezoelektrisch angetriebene Spiegel sind
Beispiele von Mitteln, die zum Modulieren der Wellenlange der Referenzwelle und/oder der Objektwelle ver-
wendet werden kdnnen. Diese Mittel sind Beispiele optionaler optischer Komponenten, die in Eig. 2B, Fig. 2C,
Eig. 2D dargestellt sind. Physikalisch deutlich unterscheidbare Quellen kénnen ebenfalls zur Beleuchtung und
zur Erzeugung der Referenz verwendet werden.

[0060] In einer bevorzugten Art und Weise wird der Aufbau 2 konzipiert, ein Fresnel-Hologramm zu liefern.
Der Ausdruck ,Fresnel-Hologramm" ist so zu verstehen, dass die Hologrammrekonstruktion durch eine Be-
rechnung skalarer Beugung in der Fresnel-Annaherung durchgefiihrt werden kann. Die numerische Berech-
nung des diskreten Fresnel-Integrals wird in Einzelheiten weiter erlautert werden. Der Vorteil der Fresnel-An-
naherung besteht darin, dass die Berechnungen einfach sind und sehr schnell durchgefiihrt werden kénnen.
AuRerdem wird ein grof3er Bereich experimenteller Konfigurationen von der Fresnel-Annaherung abgedeckt.

[0061] Wenn der fir die Hologrammerzeugung verwendete Aufbau 2 die Bedingungen der Fresnel-Annahe-
rung nicht erflllt, kbnnen andere Annaherungen oder eine exakte Auswertung des Fresnel-Kirchhoff- oder des
Rayleigh-Sommerfeld-Integrals als Modelle fiir die Berechnung der Beugung verwendet werden.

[0062] Es kann auch eine einfache Berechnung der Fourier-Transformation oder eine Berechnung der Beu-
gung in der Fraunhofer-Annaherung verwendet werden.

[0063] Wenn eine Beleuchtungsquelle mit geringer Koharenz verwendet wird, wird der Aufbau 2 auch Mittel
umfassen, die die Justierung der Lange des Wegs der Referenzwelle R gestatten. Diese Mittel kénnen ver-
schieden zu oder vermengt mit den Mitteln sein, um die Referenzwelle zu bilden: Prismen, Parallelplatte, Spie-
gel, Gitter, wahlweise auf mechanischen Schaltern einer beliebigen Art montiert: mechanische, magnetische
Schalter und Piezotranslatoren. Es kann auch optionale optische Elemente beinhalten, wie optische Modula-
toren: piezoelektrischer Modulator, akusto-optische Modulatoren, elasto-optische Modulatoren und Phasen-
modulatoren: elektro-optische Modulatoren, Flussigkristallmodulatoren. Solch ein Gerat ist ein Beispiel opti-
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scher Komponenten, die in Fig. 2B, Fig. 2C, Fig. 2D dargestellt sind.

[0064] Fig. 2B, Fig. 2C und Fig. 2D stellen drei mdgliche Umsetzungen des Aufbaus 2 dar. Wie in Fig. 2B
gezeigt ist, besteht der Aufbau grundsatzlich aus einem Michelson-Interferometer oder allgemeiner einem
Twyman-Green-Interferometer, das fiir die Abbildung in der Reflexionsgeometrie konzipiert ist. Der Durchmes-
ser des von der Beleuchtungsquelle emittierten Strahls wird erweitert und das Interferometer umfasst ein Mi-
kroskopobjektiv im Objektarm und einen Spiegel im Referenzarm, der eine ebene Welle als Referenz R reflek-
tiert. Wenn der Spiegel mit zwei Freiheitsgraden geneigt wird, kdnnen auReraxiale Hologramme aufgezeichnet
werden. Wie in Fig. 2C gezeigt ist, besteht der Aufbau grundsatzlich aus einem Mach-Zender-Interferometer,
das fiir die Abbildung in der Transmissionsgeometrie konzipiert ist. Das Interferometer umfasst zwei Strahlaus-
weitungsvorrichtungen in jedem Arm des Interferometers. Eine Konfiguration mit nur einer Strahlausweitungs-
vorrichtung, die knapp hinter der Beleuchtungsquelle liegt, kann ebenfalls verwendet werden. Die Strahlaus-
weitungsvorrichtungen kénnen einen Nadelstich fur rdumliche Filterung enthalten. Im Objektarm sammelt ein
Mikroskopobjektiv das Licht, das von der Probe Ubertragen wird. Im Referenzarm reflektiert ein Spiegel, der
geneigt werden kann, eine ebene Welle als Referenz R. Wie in Fig. 2D gezeigt ist, besteht der Aufbau grund-
satzlich aus einem Mach-Zender-Interferometer, das fir die Reflexionsabbildung konzipiert ist. Im Aufbau von
Fig. 2D ist eine Linse mit einer groRen Brennweite zwischen der Strahlausweitungsvorrichtung und dem Mi-
kroskopobjektiv eingefiigt. Diese Linse fungiert als ein Kondensor und ihre Position wird justiert, um die Probe
durch das Mikroskopobjektiv mit einem kollimierten Strahl zu beleuchten. Dieser Kondensor ist fiir die Reflexi-
onsabbildung wichtig, da, wie spater erlautert wird, die Probe in der holographischen Mikroskopie sich in der
Nahe der Objektbrennebene des Mikroskopobjektivs befinden kann. Falls erforderlich, wenn beispielsweise
eine hohe Intensitat fur die Objektbeleuchtung gewtinscht ist, kann ein Kondensor auch vor der Probe in der
in Fig. 2C dargestellten Transmissionsgeometrie eingefiigt werden. Dieser Kondensor ist ein Beispiel opti-
scher Komponenten, die in Eig. 2C dargestellt sind. Diese Aufbaubeispiele sind zur Erzeugung von auf3eraxi-
alen Fresnel-Hologrammen geeignet. Zusatzliche Elemente, als optionale optische Elemente bezeichnet (sie-
he Fiqa. 2B, Fig. 2C und Eig. 2D), kdnnen in beide Arme des Interferometers und/oder vor und/oder hinter den
Strahlenteilern eingefiigt werden, die sich am Eingang und/oder am Ausgang der Interferometer befinden.
Neutraldichtefilter, Prismen, Lambda-Halbe-Blattchen, Lambda-Viertel-Platten, polarisierende Platten, Wollas-
ton-Prismen, Irisblenden, Linsen, rdumliche Filter, Nadelstiche sind Beispiele optionaler optischer Elemente.
Wie in gepunkteten Linien in Eig. 2C gezeigt ist, kann ein in der Nahe des Rekombinationsstrahlenteilers ein-
gefugtes Wollaston-Prisma verwendet werden, um die Referenzwelle in zwei Komponenten mit Kreuzpolarisa-
tion und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen zu trennen (gepunktete Linie). Es kdbnnen auch polarisierende
Strahlteiler anstelle einfacher Strahlteiler verwendet werden.

[0065] Der Vorteil einer Konfiguration auf Basis einer Standardinterferometerkonfiguration besteht darin, dass
sie die Aufzeichnung auReraxialer Hologramme mit sehr kleinen Winkeln zwischen den Ausbreitungsrichtun-
gen der Objektwelle und der Referenzwelle gestattet. Dieses Merkmal ist wichtig, wenn Medien mit geringer
Auflésung, wie beispielsweise CCD-Kameras, als Bilder-fassungssysteme verwendet werden. AulRerdem sind
diese auf einer Standardinterferometergeometrie basierenden Konfigurationen zur Erzeugung von Fres-
nel-Hologrammen von kleinen Proben geeignet.

[0066] Indenin Fig. 2B, Fig. 2C und Fig. 2D dargestellten Aufbaubeispielen oder allgemeiner in einer belie-
bigen Aufbauart kénnen optionale optische Elemente entlang der Wege der Referenzwelle und/oder entlang
des Wegs der Objektwelle eingefiigt werden. Beispielsweise Modulatoren, die die Wellenlange und/oder die
Amplitude und/oder die Frequenz und/oder die Polarisation und/oder die Phase und/oder die optische Weg-
lange der Wellen modifizieren. Polarisatoren, Lambda-Halbe-Blattchen und Lambda-Viertel-Platten, Wollas-
ton-Prismen, Neutraldichtefilter, akusto-optische Modulatoren, Flussigkristallgerate, Baugruppen von Prismen
und/oder Spiegeln sind Beispiele von Mitteln, die als optionale optische Elemente verwendet werden kénnen.

[0067] Viele andere Konfigurationen kénnen fir die Ausgestaltung des Aufbaus 2 verwendet werden; Fig. 2B,
Fig. 2C und Fig. 2D sind hier nur als Veranschaulichungen moglicher Beispiele gezeigt. Die meisten Ausge-
staltungen von Interferometern kénnen zum Bilden eines digitalen holographischen Aufbaus verwendet wer-
den.

[0068] Zwischen der Ebene, wo das Hologramm erzeugt wird, und der Ebene, wo ein Bild des Hologramms
erfasst wird, kann eine Baugruppe von Optikkomponenten (beispielsweise Linsen, Hopkins-Ubertragungsoptik
und optische Fasern) eingefligt werden. Das Hologramm kann beispielsweise am Distalende eines starren
oder biegsamen Endoskops aufgezeichnet werden.

[0069] Mit einer entlang des Wegs der Objektwelle eingefligten Vergrofierungsoptik oder Verkleinerungsoptik
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beinhaltet die vorliegende Erfindung ein digitales Verfahren zur Korrektur der zugeordneten Aberrationen.

[0070] Der Ausdruck ,Phasenaberrationsfunktionen” ist als eine Verformung der Wellenfronten zu verstehen,
die sich Uber eine Vergrofierungs- oder Verkleinerungsoptik ausbreiten. Die Korrektur der Phasenaberrations-
funktionen gleicht diese Verformung der Wellenfronten aus und gestattet das Wiederherstellen der Phasenver-
teilung der urspriinglichen Wellenfronten.

[0071] Ein Bilderfassungssystem 5 erfasst ein Bild des Hologramms 4 (Fig. 1). Es kann eine beliebige Art ei-
nes bestehenden oder weiterentwickelten Bilderfassungssystems oder Bildsensors verwendet werden. Da das
numerische Rekonstruktionsverfahren schnell ist, kbnnen schnelle oder Echtzeiterfassungssysteme, wie bei-
spielsweise eine Videokamera, verwendet werden. CCD-Kamera (CCD = Charge Coupled Device, Ladungs-
kopplungsspeicher), verstarkter oder gekuhlter CCD, CCD mit progressiver Abtastung, Line-Scan-Kamera,
Elektronenbeschuss-CCD (EB CCD), hochauflésende Kamera, integrierender CCD, numerische oder digitale
Kamera, CMOS-Bildsensoren, Array von Photodioden, Array von Sensoren, Array von Akustiksensoren sind
Beispiele von Mitteln, die als Bilderfassungssystem verwendet werden kdnnen. Langsamere Bilderfassungs-
systeme, die ein Bild des Hologramms durch Scannen eines Sensors in einer Ebene mit einem mechanischen
Gerat erfassen, kdnnen ebenfalls verwendet werden. Ein Bild des Hologramms kann auch auf einer photogra-
phischen Platte, auf einem Photopolymerfilm oder unter Verwendung eines anderen lichtchemischen Vorgangs
aufgezeichnet werden. Ein photorefraktiver Kristall kann ebenfalls als Bilderfassungssystem verwendet wer-
den.

[0072] Um den Transfer des Bilds auf einen Computer zu gestatten, fihrt ein Bilddigitalisierer 6 die Digitali-
sierung (in der Regel ein Framegrabber oder allgemeiner ein Gerat, das eine Analog-Digital-Umsetzung durch-
fuhrt) des erfassten Bilds des Hologramms durch.

[0073] Aufgaben und Merkmale des Verfahrens zur numerischen Rekonstruktion des digitalen Hologramms
werden im Folgenden in mehr Einzelheiten beschrieben.

[0074] Das aus den zuvor beschriebenen, verschiedenen Mitteln resultierende Bild wird als ein digitales Ho-
logramm 7 bezeichnet und ist ein Array I,(kAx, 1Ay) von N,, N, digital verschlisselten Zahlen, das aus dem
zweidimensionalen rdumlichen Abtasten der Hologrammintensitat I,,(x, y) resultiert. Dieses zweidimensionale
raumliche Abtasten kann von dem Bilderfassungssystem und/oder dem Bilddigitalisierer durchgefiihrt werden.
In einer bevorzugten Art und Weise ist der Bildsensor rechteckig und das raumliche Abtasten ist regelmafig
(mit konstanten Abtastintervallen). In diesem Fall kann I (kAx, I1Ay) aus 1,(X, y) wie folgt ausgedrlckt werden:

Nx N’
I, (kAx,IAp) = I, (x, y)rec{Li, LJZ S 6(x - kAx, y — IAY) (1.4)

X y k=l I=1

wobei d(x, y) eine zweidimensionale Dirac-Deltafunktion ist, k, | ganze Zahlen sind, L, x L, die Flache des er-
fassten Bilds des Hologramms (die Flache der empfindlichen Oberflache des Bilderfassungssystems) ist, rect
(x, y) eine Funktion des Werts ist, der 1 ist, wenn der Koordinatenpunkt (x, y) sich im erfassten Teil des Holo-
gramms befindet, und 0 an anderer Stelle. Ax und Ay sind die Abtastintervalle entlang der Ox- bzw. der Oy-Rich-
tung. Wenn das Bilderfassungssystem oder der Bilddigitalisierer beispielsweise ein rechteckiges Bild liefert,
das N, Linien entlang der Ox-Achse und N, Punkte pro Linie entlang der Oy-Achse enthalt, haben wir:

Ax = L (1.5)
N,
L
Ay = =2 1.6
y N, (1.6)

wobei L, und L, die Abmessungen des digitalen Bilds entlang der Ox- bzw. der Oy-Achse sind.

[0075] Ein Bild des Amplitudenkontrasts 9 und ein Bild des quantitativen Phasenkontrasts 10 der Probe 3 wer-
den aus dem digitalen Hologramm 4 numerisch rekonstruiert. Das Rekonstruktionsverfahren bedingt die Jus-
tierung mehrerer Rekonstruktionsparameter 8, die die fur die Hologrammerzeugung verwendete Geometrie
definieren (Probenlage, Eigenschaften der Referenzwelle und der VergrofRerungsoptik). Die zur numerischen
Rekonstruktion des Hologramms verwendeten Verfahren und die Prozedur zur Justierung der Rekonstrukti-
onsparameter werden weiter in Einzelheiten erlautert werden.
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[0076] Der Ausdruck ,Rekonstruktionsparameter” 8 ist als eine Menge von Konstanten zu verstehen, die dem
Programm geliefert werden missen, das die numerische Rekonstruktion des Hologramms ausfiihrt. Diese
Konstanten kdnnen dem Computer, der das Programm ausfiihrt, von einem menschlichen Bediener geliefert
werden, durch eine Vorrichtung, die mit dem Computer kommuniziert, oder durch ein anderes Programm, das
auf demselben (oder einem anderen) Computer lauft.

[0077] Bei der klassischen Holographie kann das Hologramm auf einer photographischen Platte aufgezeich-
net werden und die Hologrammrekonstruktion wird optisch durch Beleuchten des Hologramms mit einer Kopie
der Referenzwelle R durchgefiihrt, wie in Eig. 3 gezeigt ist. Die Ubertragene Wellenfront w(x, y) = R(X, y)l4(X,
y) enthalt vier Terme:

w(x, y) = RIR]” + RIOF* + |R[O + R*0O* (1.7)

[0078] Die zwei ersten Terme von Gl. (1.7) entsprechen der Brechung nullter Ordnung, der dritte Term dem
Zwillingsbild und der vierte Term dem reellen Bild. Wie in Fig. 3 gezeigt ist, kbnnen diese drei Terme, wenn das
Hologramm in einer aulReraxialen Geometrie aufgezeichnet worden ist, separat in der Betrachtungsebene 0¢n
betrachtet werden. Fur einen sich vor dem Hologramm (hinter der beleuchteten Seite) befindenden Betrachter
erscheint das virtuelle Bild als von einer Kopie der sich an ihrer anfanglichen Position befindenden Probe emit-
tiert, wahrend das reelle Bild ein konvergierender Term ist, der in Bezug auf das Hologramm symmetrisch fo-
kussiert ist. Die Brechung nullter Ordnung entspricht dem Teil des Lichts, das nicht vom Hologramm gebeugt
wird und sich entlang der Richtung der Referenzwelle ausbreitet. Wie in Fig. 3 gezeigt ist, bilden die Richtun-
gen der Betrachtung des Zwillingsbilds und des reellen Bilds einen Winkel von +8 bzw. -8 in Bezug auf die
Richtung der Referenzwelle, wobei 6 der Winkel zwischen den Ausbreitungsrichtungen der Referenzwelle R
und der Objektwelle O wahrend der wie in Fig. 2A gezeigten Aufzeichnung des aul3eraxialen Hologramms ist.
Wenn 6 gering ist oder wenn das Hologramm ohne Einfallswinkel zwischen der Objektwelle und der Refe-
renzwelle (6 = 0) aufgezeichnet wird, kdnnen das reelle Bild, das Zwillingsbild und die nullte Ordnung teilweise
oder vollstandig tUberlagert werden.

[0079] Im Folgenden bezeichnet Oxy die Koordinaten der Hologrammebene und 0n die Koordinaten der Be-
trachtungsebene (die Ebene, wo die Rekonstruktion des Hologramms stattfindet).

[0080] Aus der vorliegenden Erfindung resultierend simuliert das numerische Verfahren zur Hologrammre-
konstruktion die standardmaRige optische Rekonstruktion eines Hologramms. Wie in Eig. 3 dargestellt ist, wird
die optische Rekonstruktion durch Beleuchten des Hologramms mit der Referenzwelle R durchgefiihrt und die
Ubertragene Wellenfront (GlI. (1.7)) breitet sich von der Hologrammebene Oxy zu einer Betrachtungsebene 0¢n
aus, wo das reelle Bild fokussiert wird. Mit der vorliegenden Erfindung wird, wahrend wir ein digitales Holo-
gramm rekonstruieren, eine digitale ibertragene Wellenfront w,(kAx, IAy) durch Multiplikation des digitalen Ho-
logramms |,(kAx, IAy) mit einer digital berechneten Referenzwelle Ry(kAx, IAy) berechnet, die weiter als die
digitale Referenzwelle bezeichnet wird. Unter Berlicksichtigung der Definition der Hologrammintensitat (Gl.
(1.1)) haben wir in der Hologrammebene:

wo(kAX, 1Ay) = Ry(kAX, 1AY)l,(KAX, IAy)
= Ry|R]? + R |02 + R,R*O + R,RO* (1.8)

wobei R die Referenzwelle ist, die fur die Hologrammaufzeichnung verwendet worden ist, als die experimen-
telle Referenzwelle bezeichnet, und O die Objektwelle ist. Die Berechnung der digitalen Referenzwelle R, (kAXx,
IAy) bedingt die Justierung mehrerer Rekonstruktionsparameter und wird in Einzelheiten weiter beschrieben
werden.

[0081] Diese Multiplikation mit einer digitalen Referenzwelle ist fir die Phasenkontrastabbildung wesentlich,
da, wie in GI. (1.8) dargestellt ist, wir erkennen kénnen, dass, wenn R, der experimentellen Referenzwelle R
entspricht, das Produkt RyR* zu reellen Daten wird, die langsam in der Hologrammebene variieren, und die
Phase des Zwillingsbilds (O) korrekt rekonstruiert wird. Analog dazu wird, wenn R, R* entspricht, das Produkt
RpR zu reellen Daten, die langsam in der Hologrammebene variieren, und die Phase des reellen Bilds (O*)
wird korrekt rekonstruiert. Anders ausgedriickt muss die digitale Referenzwelle eine digitale Kopie der experi-
mentellen Referenzwelle oder eine digitale Kopie von ihres komplexem Konjugats sein, um die Phasenkont-
rastabbildung durchzufiihren.

[0082] Fig. 4 stellt diagrammatisch die Schritte der Berechnungen zur Rekonstruktion eines digitalen Holo-
gramms 7 dar. Die Ausdricke ,Referenzwellenparameter" 13, ,Rekonstruktionsentfernung” 12 und
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-Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter" 14 sind als ,Rekonstruktionsparameter" 8 (siehe Fig. 1) zu
verstehen, wie zuvor in diesem Abschnitt definiert. Die gesamte Prozedur kann in sieben Schritte unterteilt wer-
den:

a. Berechnung der digitalen Referenzwelle: Die digitale Referenzwelle ist ein Array Rp(kAx, 1Ay) komplexer
Zahlen, das auf der Basis eines analytischen Ausdrucks der Referenzwelle f(x, y) 15 berechnet wird, deren
Ausdruck durch die geometrischen und optischen Eigenschaften des Aufbaus definiert ist. Der analytische
Ausdruck der Referenzwelle involviert zwei Mengen von Referenzwellenparametern {p,,,.} und (p,,) 13, die flr
eine prazise Beschreibung der Wellenfronten der digitalen Referenzwelle justiert werden mussen. f(x, y) ist
eine zweidimensionale komplexe Funktion, die so definiert ist, dass die digitale Referenzwelle die Refe-
renzwelle R, die zum Erzeugen des Hologramms verwendet worden ist, so gut wie moglich reproduziert. f(x,
y) kann wie folgt ausgedriickt werden:

f(x, y) = AmP(X, ¥, {Pamph)eXPliPh(X, ¥, {Pyn})] (1.9)

wobei Amp(X, Y, {P.mp}) und ph(x, y, {p,,}) reelle Funktionen sind, die die Amplitude bzw. die Phase von f(x, y)
definieren.

[0083] Die Berechnung der digitalen Referenzwelle wird durch Auswerten von f(x, y) fir diskrete Werte von x
und y durchgeflhrt: Ry(kAx, I1Ay) = f(kAx, 1Ay), wobei k und | ganze Zahlen sind (-N,/2 < k < N,/2 und -N, /2 <
I < N,/2) und wobei Ax und Ay die Abtastintervalle in der Hologrammebene sind, wie durch Gl. (1.5) und (1.6)
definiert. Wenn die rAumliche Abtastung des Hologramms an einem unregelmafigen und/oder nicht rechtecki-
gen Netzwerk durchgefiihrt wird, muss die Berechnung der digitalen Referenzwelle am selben Netzwerk
durchgefiihrt werden.

[0084] Wenn beispielsweise eine ebene Welle (oder eine gute Annaherung einer ebenen Welle) einer gege-
benen Wellenlange A fir die Hologrammerzeugung verwendet wird, kann die digitale Referenzwelle mit dem
folgenden Ausdruck berechnet werden:

2
R, (kAx,IAy) = A, exp (IT(kxkAx+kylAy)) (1.10)

wobei k,, k, und A, die Referenzwellenparameter sind. k, und k, sind zwei reelle Nummern, die die Komponen-
ten des normierten Wellenvektors (Ausbreitungsrichtung der ebenen Welle) darstellen und Ay ist eine reelle

Zahl, die die Amplitude der Referenzwelle darstellt.

[0085] Wenn beispielsweise eine Kugelwelle (oder eine gute Annaherung einer Kugelwelle) einer gegebenen
Wellenlange A fiir die Hologrammerzeugung verwendet wird, kann die digitale Referenzwelle mit dem folgen-
den Ausdruck berechnet werden:

A
R, (kAx,IAy) = R
i ‘/(kAx—xR)z+(IAy—yR)2+zR2
27 2
exp(lT\/(kAx—xR)2 +(IAy—yR)2 + 2z, ) (1.11)

wobei (Xg, Yr, Zr) die Koordinaten der Punktquelle bezuglich der Mitte der Hologrammebene Oxy sind und Ay
die Amplitude der Kugelwelle bei der Punktquelle ist.

[0086] Parabolwellen, Gaulische Strahlen oder Wellenfrontdarstellung mit Zernike-Polynomen sind andere
Beispiele von Modellen, die zur Berechnung der digitalen Referenzwelle verwendet werden kénnen.

[0087] Die Funktion, die die Amplitude von f(x, y) (A(x, y)) beschreibt, kann ebenfalls durch einfaches Erfas-
sen eines Bilds der Referenzintensitat in Abwesenheit von Interferenz mit der Objektwelle gemessen werden.

[0088] Die Phase der digitalen Referenzwelle kann ebenfalls unter Verwendung eines Interferometrieverfah-
rens mit einem Referenzobjekt gemessen werden (es kann beispielsweise auch ein Spiegel oder eine Goldmi-
kroperle verwendet werden). Die gemessene Phase kann direkt zum Definieren der digitalen Referenzwelle
verwendet werden. Das Interferogramm kann auch mit einem Fransenanalyseverfahren oder mit einem Wel-
lenfrontanpassungsverfahren analysiert werden. Die gemessene Wellenfront kann beispielsweise mit einer
Hochrechnung in Zernike-Polynomen angepasst werden, um einen gemessenen analytischen Ausdruck der
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Referenzwelle zu erhalten.
b. Multiplikation des digitalen Hologramms 7 mit der digitalen Referenzwelle:

[0089] Berechnung der Multiplikation zwischen der digitalen Referenzwelle und dem digitalen Hologramm.
Das Resultat dieser Multiplikation ist ein Array komplexer Zahlen, das die digitale Ubertragene Wellenfront in
der Hologrammebene darstellt, wie durch Gl. (1.8) definiert.

[0090] c. Numerische Berechnung der skalaren Beugung: Wahrend dieses Schritts wird die Ausbreitung der
digitalen tUbertragenen Wellenfront von der Hologrammebene Oxy zu einer Betrachtungsebene 0¢n durch eine
numerische Berechnung der skalaren Beugung berechnet. Die Entfernung zwischen dem Hologramm und der
Betrachtungsebene ist durch die Rekonstruktionsentfernung d; 12 definiert. Hier muss spezifiziert werden,
dass der Ausdruck ,Betrachtungsebene" (Koordinaten 0¢n) als die Ebene zu verstehen ist, in der das Resultat
der Berechnung der skalaren Beugung ausgewertet wird. Um gut fokussierte rekonstruierte Bilder zu erhalten,
muss die Rekonstruktionsentfernung d, der Entfernung zwischen der Probe und dem Hologramm wahrend der
Hologrammaufzeichnung entsprechen. Mit Vergréfierungs- oder Verkleinerungsoptik muss die Rekonstrukti-
onsentfernung der Entfernung zwischen dem Hologramm und dem vergréRRerten (oder verkleinerten) Bild der
Probe entsprechen. Die Berechnung der skalaren Beugung kann durch eine numerische Berechnung des
Fresnel-Kirchhoff- oder des Rayleigh-Sommerfeld-Integrals oder durch numerische Berechnung einer Anna-
herung dieser Integrale durchgefuhrt werden. Insbesondere kann die Fresnel-Annaherung verwendet werden
und wird in Einzelheiten weiter beschrieben werden. Das Resultat dieses Schritts wird als die rekonstruierte
Wellenfront in der Betrachtungsebene w(mAg, nAn) 17 bezeichnet, wobei m, n ganze Zahlen sind (-N,/2 = m
< N,/2und -N,/2 < n < N//2) und Ag, An die Abtastintervalle in der Betrachtungsebene sind.

[0091] d. Berechnung der Phasenmaske: Dieser Schritt und der nachste Schritt e. sind mit dem fiir die Holo-
grammerzeugung verwendeten optischen Aufbau erforderlich, der Phasenaberrationen in der Betrachtungse-
bene erzeugt. Beispielsweise wenn eine VergréRerungsoptik oder eine Verkleinerungsoptik entlang des Licht-
wegs der Objektwelle eingefiigt wird. Beispiele einer solchen Konfiguration sind in Eig. 6A bis Fig. 6C mit einer
Vergroferungsoptik (V.0.) mit der Brennweite f gezeigt, die ein vergrolertes Bild der Probe liefert. In Fig. 6A
befindet sich die Bildebene Oxy; in einer Entfernung d, von der Ebene der V.O. (0x,y,), die Probe befindet sich
in der Objektebene 0x,y, in einer Entfernung d, von der V.O. und die Hologrammebene Oxy ist zwischen der
V.0. und dem vergroRerten Bild in einer Entfernung d von der Bildebene eingefiigt. Die dargestellten Beispiele
moglicher Anordnungen (Eig. 6A bis Fig. 6C) entsprechen Standardkonfigurationen fiir die holographische Mi-
kroskopie: siehe: M. Pluta, Holographic Microscopy, in Advances in optical and electron microscopy Bd. 10
(Academic Press, London, 1987). In diesen Fallen ist das erzeugte Hologramm nicht ein Hologramm des Ob-
jekts selbst, sondern das des vergréRerten Bilds. Aus diesem Grund bezeichnet dasselbe Symbol d die Pro-
be-Hologramm-Entfernung bei direkter Abbildung (wie beispielsweise in Fig. 2A dargestellt) und die Entfer-
nung des vergrofierten (oder verkleinerten) Bilds vom Hologramm bei Vorliegen von Vergrofierungsoptik (oder
Verkleinerungsoptik) (wie beispielsweise in Eig. 6A bis Fig. 6C dargestellt). Drei Moglichkeiten bestehen fir
die Lage der Hologrammebene Oxy hinsichtlich der Lage des vergréRRerten (oder verkleinerten) Bilds der Pro-
be. In Eig. 6A wird das Hologramm (durch Interferenz mit der Referenzwelle R) zwischen der V.O. und dem
vergréRerten Bild erzeugt. In Fig. 6B wird das Hologramm hinter dem vergréRerten Bild erzeugt. Es ist auch
moglich, ein Hologramm eines virtuellen (vergroRerten, wie in Eig. 6C, oder verkleinerten) Bilds der Probe zu
erzeugen.

[0092] Ein besonderer Fall tritt auf, wenn sich die Probe in der Objektbrennebene der V.O. befindet. In diesem
Fall ist die Entfernung zwischen dem Bild und der V.O. (d;) unendlich und das Hologramm wird mit der Fou-
rier-Transformation des Objektfelds aufgezeichnet. Infolgedessen kann die Rekonstruktion einfach durch Be-
rechnen der Fourier-Transformation der Hologrammintensitat durchgefiihrt werden. Bei dieser Konfiguration,
die manchmal als Fourier-Holographie bezeichnet wird, ist keine Justierung der Rekonstruktionsentfernung er-
forderlich und das reelle Bild und das Zwillingsbild befinden sich beide im Fokus.

[0093] Im Allgemeinen erzeugt eine Vergrolerungsoptik (oder Verkleinerungsoptik) aufgrund ihrer optischen
oder geometrischen Eigenschaften eine Phasenaberrationsfunktion in der Bildebene Oxy,. Auf eine allgemeine

Weise kann das optische Feld O,(x, y,) in der Bildebene einer Vergrofierungs- oder Verkleinerungsoptik wie
folgt ausgedriickt werden:

Oi(x;, ¥1) = exp{i@,,(x;, Yi)}O(X; Y1) (1.12)

wobei exp{i¢,, (X, ¥;)} aus der Phasenaberrationsfunktion ¢, (x, y,) berechnet wird und wobei O (x;, y;) das ,kor-
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rekte" oder nicht aberrierte optische Feld in der Bildebene ist, das einem von Phasenschwankungen, ein-
schliefllich méglicherweise Aberrationen, freien Abbildungssystem entsprechen wirde. @_,(x; y;) wird als ana-
lytischer Ausdruck der Phasenaberrationsfunktion 16 bezeichnet und wird fir die Berechnung der Phasenmas-
ke verwendet werden. ¢, (x; y;) involviert eine Menge von Rekonstruktionsparametern (8 in FEig. 1), die als
Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter {p_,} 14 bezeichnet werden. Der analytische Ausdruck der
Phasenaberrationsfunktion ¢_,(x;, y;) 16 und die Anzahl von Elementen in {p_,} hdngt von der Form, vom Ma-
terial und von der geometrischen Anordnung der Komponenten der Vergré3erungs- oder Verkleinerungsoptik
ab. In den meisten Fallen hangt die Phasenaberrationsfunktion auch von der Entfernung zwischen der Probe
und der VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik ab (z. B. d,, wie in Eig. 6A definiert).

[0094] Mit VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik wird die Rekonstruktionsentfernung di 12 korrekt justiert
(das reelle Bild oder das Zwillingsbild befinden sich im Fokus), wenn die Betrachtungsebene 0¢n der Bildebene
Oxy, entspricht. Infolgedessen erscheint, wenn wahrend der Hologrammerzeugung in der Bildebene eine Pha-
senaberrationsfunktion erzeugt wird, dieselbe Phasenaberrationsfunktion in der Betrachtungsebene. Als Folge
kann die rekonstruierte Wellenfront y(mAg, nAn) 17 als eine Funktion einer korrekt rekonstruierten Wellenfront
W.(mAZ, nAn) 18 in einer zu der in Gl. (1.9) dargestellten dhnlichen Weise ausgedrlckt werden. Infolgedessen
kann, wenn w(mAg, nAn) 17 mit dem komplexen Konjugat der Phasenaberrationsfunktion multipliziert wird,
eine korrigierte rekonstruierte Wellenfront y (mA¢, nAn) 18 erhalten werden. Der Zweck der Schritte d. und e.
besteht darin, diesen Arbeitsgang digital durchzufihren.

[0095] Ein als digitale Phasenmaske C(mAE, nAn) bezeichnetes Array komplexer Zahlen wird auf der Basis
eines analytischen Ausdrucks der Phasenaberrationsfunktion ¢,(¢, n) 16 berechnet: C(mA¢, nAn) =
exp{ig,,(mAg, nAn)}, wobei m, n ganze Zahlen sind (-N,/2 < m < N,/2 und -N /2 < n < N /2) und Ag, An die
Abtastintervalle in der Betrachtungsebene sind. Der analytische Ausdruck der Phasenaberrationsfunktion wird
so definiert, dass die digitale Phasenmaske das komplexe Konjugat der Phasenaberrationsfunktion in der Be-
trachtungsebene so gut wie mdglich darstellt. Eine Menge von Rekonstruktionsparametern, als
Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter {p,.} 14 bezeichnet, werden durch ¢, (¢, n) involviert und ge-
statten eine prazise Justierung der digitalen Phasenmaske C(mAg, nAn).

[0096] Wenn beispielsweise eine einzelne Kugellinse (oder eine gute Annaherung dieser) als Vergrélerungs-
oder Verkleinerungsoptik verwendet wird, kann die digitale Phasenmaske C(mAg, nAn) wie folgt ausgedrickt
werden:

C(mAf,nAn)=exp{—%((mA§)2 +(nAq)2)} (1.13)

wobei D der Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter ist, der von der Probe-Linse-Entfernung d, und
von der Entfernung der Linse vom vergroRerten Bild d, abhangt (siehe z. B. Eig. 6A):

1 1 d,
—=—(1——) (1.14)

Gl. (1.14) kann auch als eine Funktion der Brennweite f der einzelnen Linse unter Verwendung der Standard-
beziehung ausgedrickt werden:

1/£ = 1/d,, + 1/d..

[0097] Der wie in Gl. (1.13) dargestellte Ausdruck der digitalen Phasenmaske entspricht tatsachlich einer pa-
raboloide Annaherung der Phasenaberrationsfunktion. Diese einfache Anndherung kann effizient angewendet
werden, um die von standardmaRiger VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik, wie beispielsweise Mikrosko-
pobjektiven, erzeugte Phasenaberrationsfunktion zu korrigieren. Der Vorteil dieser Anndherung besteht darin,
dass nur ein Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter (D) involviert ist.

[0098] Es ist jedoch bekannt, dass die von einem Mikroskopobjektiv erzeugte Phase komplexere und mehr
verfeinerte Modelle sind, die zur Berechnung der digitalen Phasenmaske verwendet werden kdnnen. Die digi-
tale Phasenmaske kann beispielsweise auf der Basis einer Hochrechnung der Phasenaberrationsfunktion in
Zernike-Polynomen berechnet werden.

[0099] Die Wellenfrontverformung, die die Phasenaberrationsfunktion erzeugt, kann ebenfalls unter Verwen-
dung eines Interferometrieverfahrens mit einem Referenzobjekt (beispielsweise einem Spiegel) gemessen
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werden. Die gemessene Phase kann direkt zum Definieren der digitalen Referenzwelle verwendet werden.
Das Interferogramm kann auch mit einem Fransenanalyseverfahren oder mit einem Wellenfrontanpassungs-
verfahren analysiert werden. Die gemessene Wellenfront kann beispielsweise mit einer Hochrechnung in Zer-
nike-Polynomen angepasst werden, um einen gemessenen analytischen Ausdruck der Phasenaberrations-
funktion zu erhalten.

e. Multiplikation zwischen der digitalen Phasenmaske und der rekonstruierten Wellenfront in der Hologramme-
bene:

[0100] Die korrigierte rekonstruierte Wellenfront y (mA¢, nAn) 18 kann durch Berechnen der Multiplikation
zwischen der rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene w(mAg, nAn) 17 und der digitalen Phasen-
maske C(mAE, nAn) erhalten werden:

wc(mAE, nAn) = C(mAE, nAn)w(mAE, nAn)
= exp{-iQ,,(MAE, nAn)}y(mAg, nAn) (1.15)

wobei m, n ganze Zahlen sind und A¢, An die Abtastintervalle in der Betrachtungsebene sind. Diese Multipli-
kation fuhrt eine digitale Korrektur der Phasenaberrationsfunktion durch. Diese Einzelheit ist fur die vorliegen-
de Erfindung im Vergleich zu anderen bestehenden Interferometrietechniken zur optischen Abbildung spezi-
fisch, da fur gewdhnlich, wenn Optikkomponenten in einen Arm eines Interferometers eingefligt werden, die
zugeordneten Phasenaberrationen durch Einfligen derselben Optik in den anderen Arm des Interferometers
optisch kompensiert werden (Linnick-Interferometer).

[0101] f. Berechnung der Intensitat oder des Moduls: Die Intensitatsverteilung I((mAg, nAn) des rekonstruier-
ten Felds in der Betrachtungsebene wird durch Berechnen des Quadratmoduls der korrigierten rekonstruierten
Wellenfront 18 berechnet:

I(MAE, nAn) = [y (MAE, nAn)f?
= Re(w,(MAE, nAn))* + Im(we(mAE, nAn))y? (1.16)

[0102] Das Resultat ist ein Array reeller Zahlen, das das Bild des Amplitudenkontrasts 9 darstellt. Wenn an-
stelle des Quadratmoduls der Modul berechnet wird, kann auch ein anderes Bild des Amplitudenkontrasts er-
halten werden. Wie in Fig. 1 gezeigt ist, kbnnen wahlweise digitale Bildverarbeitungsbehandlungen auf die be-
rechnete Amplitude oder Intensitatsverteilung angewendet werden, um die Qualitat des Bilds des Amplituden-
kontrasts zu verbessern.

[0103] g. Berechnung des Arguments: Die Phasenverteilung ®(mAg, nAn) des rekonstruierten Felds in der
Betrachtungsebene wird durch Berechnen des Arguments der korrigierten rekonstruierten Wellenfront 18 be-
rechnet:

®(mAE,nAn) = arc tan(lm(WC(mAg’”Aﬂ»J (1.17)
Re((//c (mAf ,hA 17))

[0104] Das Resultat ist ein Array reeller Zahlen, dessen Werte im [, 11]- (oder [0, 21]-) Intervall beschrankt
sind. Dieses Array stellt das Bild des quantitativen Phasenkontrasts 10 dar. Auf das Bild des quantitativen Pha-
senkontrasts kdnnen Phasenabwicklungsverfahren angewendet werden, wenn die Verteilung der der Probe
zugeordneten optischen Phase das [, 11]- (oder [0, 211]-) Intervall Gbersteigt. Wie in Fig. 1 gezeigt ist, kbnnen
wahlweise digitale Bildverarbeitungsbehandlungen auf die berechnete Phasenverteilung angewendet werden,
um die Qualitat des Bilds des quantitativen Phasenkontrasts zu verbessern. In diesem Fall muss insbesondere
auf das Faktum geachtet werden, dass die angewendeten digitalen Bildverarbeitungsbehandlungen sich nicht
auf die quantitative Eigenschaft der rekonstruierten Phasenverteilung auswirken.

[0105] Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein numerisches Verfahren zur Hologrammrekonstruktion, das
dieselben Berechnungsschritte wie in Fig. 4 dargestellt beinhaltet, aber mit einer anderen Ausfiihrungsreihen-
folge. Fig. 5 beispielsweise stellt eine andere Mdglichkeit zur numerischen Rekonstruktion eines digitalen Ho-
logramms 7 dar. Wie in Fig. 5 gezeigt ist, wird die numerische Berechnung der skalaren Beugung (Schritt c.)
direkt auf das digitale Hologramm I, (kAX, IAy) 7 angewendet und das erhaltene Resultat (rekonstruierte Wel-
lenfront in der Betrachtungsebene y(mAg, nAn), 17 mit einer digitalen Referenzwelle in der Betrachtungsebe-
ne Ry(mA¢E, nAn) multipliziert. Die digitale Referenzwelle wird gemaf dem in Schritt a. erlauterten Rezept be-
rechnet. Der analytische Ausdruck flr die Referenzwelle 15 und die Referenzwellenparameter 13 konnen je-
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doch von Fig. 4 zu Fig. 5 variieren. Dann erfolgen die anderen Berechnungsschritte wie fur Fig. 4. Die Aus-
fuhrungsreihenfolge der zwei Multiplikationen (mit der digitalen Referenzwelle und mit der digitalen Phasen-
maske) kann umgekehrt werden. Diese Prozedur ist vom Gesichtspunkt der Berechnungen her effizienter, ins-
besondere wahrend der Ausfiihrung der Prozedur zur Justierung der Rekonstruktionsparameter.

[0106] Wenn das Hologramm in einer au3eraxialen Geometrie erzeugt worden ist, enthalt die rekonstruierte
Wellenfront in der Betrachtungsebene w(mAg, nAn) 17 eine Brechung nullter Ordnung, ein Zwillingsbild und
ein reelles Bild, die sich an verschiedenen Stellen der Betrachtungsebene befinden (siehe Fig. 3). Aus diesem
Grund mussen die Berechnungsschritte nach der Berechnung der Beugung (nach Schritt ¢.) nicht unbedingt
fur das gesamte Bild, sondern nur fir einen ausgewahlten Bereich von Interesse (siehe Fig. 4 und Fig. 5)
durchgefiihrt werden, der das Zwillingsbild oder das reelle Bild enthalt.

[0107] Wie in Fig. 1 gezeigt ist, kbnnen wahlweise vor der Anwendung des numerischen Verfahrens zur Ho-
logrammrekonstruktion digitale Bildverarbeitungsverfahren, wie beispielsweise Helligkeits- und Kontrastjustie-
rungen, Versatzsubtraktion, Bandpassfilterung der Raumfrequenzen in der Fourier-Ebene, Uber- oder Unter-
abtastung des digitalen Hologramms oder andere bestehende oder weiterentwickelte digitale Bildverarbei-
tungsverfahren angewendet werden, um die Qualitat des digitalen Hologramms 7 zu verbessern. Beispielswei-
se um die Sichtbarkeit der Fransen zu verstarken oder das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbessern. Statisti-
sche Berechnungen kdnnen ebenfalls auf eine Menge von erfassten Hologrammen angewendet werden. Wie
ebenfalls in Fig. 1 gezeigt ist, kdnnen wahlweise auch ahnliche Arbeitsgange auf die rekonstruierten Abb. 9
und 10 angewendet werden. Grundsatzlich kann, selbst wenn dies nicht systematisch in den Figuren darge-
stellt ist, eine ahnliche digitale Bildverarbeitungsbehandlung auf alle berechneten Bilder (digitale Referenzwel-
le, digitale Phasenmaske, Ubertragene Wellenfront in der Hologrammebene, rekonstruierte Wellenfront in der
Betrachtungsebene und korrigierte rekonstruierte Wellenfront in der Betrachtungsebene) angewendet werden.

[0108] Insbesondere wenn das Hologramm in der aufReraxialen Geometrie erzeugt worden ist, werden die
Raumfrequenzen grundsétzlich an drei verschiedenen Stellen verteilt. Die den nicht-interferierenden Termen
|R]? und |OJ? (siehe Gl. (1.1)) entsprechenden Raumfrequenzen befinden sich in der Mitte der Fourier-Ebene
(niedrige Raumfrequenzen) und die den interferierenden Termen R*O und RO* (siehe Gl. (1.1), (1.2), (1.3))
entsprechenden Raumfrequenzen befinden sich bei hdheren Raumfrequenzen, deren Positionen mit den Ei-
genschaften der auReraxialen Geometrie in Verbindung stehen. Vor ihrer numerischen Rekonstruktion kénnen
derartige auBeraxiale Hologramme Fourier-transformiert und in der Fourier-Doméane gefiltert werden, um nur
die Raumfrequenzen der interferierenden Terme zu bewahren. Nach der Anwendung dieses Filters kann das
Hologramm invers Fourier-transformiert und numerisch rekonstruiert werden.

[0109] Wenn das digitale Hologramm 7 ein digitales Fresnel-Hologramm ist, kann die numerische Berech-
nung der skalaren Beugung (Schritt c.) unter Verwendung einer diskreten Formulierung des Fresnel-Integrals
durchgefiihrt werden. In diesem Fall wird der Algorithmus fiir die numerische Rekonstruktion des digitalen Ho-
logramms durch Gl. (1.18) gegeben:

Yc(ma& ,ndn)=C(mA&,ndn)

Aexp{—g-[mzAfz +n2An2]} DFT[R(kAx,14y) (1.18)

R

Ig(kAx,14y) exp {i [szx2 + leyZ]H
Ady

m,n

wobei A die Wellenldnge der Beleuchtungsquelle ist, A = exp(i21rd/A)/(iAdg) eine komplexe Konstante ist, kK, |,
m, n ganze Zahlen sind (-N,/2 <k, m < N,/2 und -N,/2 <, n < N,/2) und DFT der Operator der diskreten Fou-
rier-Transformation ist. Ax und Ay sind die Abtastintervalle in der Hologrammebene, wie durch Gl. (1.5) und
(1.6) definiert. dy ist die Rekonstruktionsentfernung 12. C(mAg&, nAn) ist die digitale Phasenmaske und Rj(kAX,
IAy) ist die digitale Referenzwelle.

[0110] In der Fresnel-Anndherung werden die Abtastintervalle in der Betrachtungsebene 0¢n durch AC und
An definiert. Diese Intervalle stehen mit den Abtastintervallen in der Hologrammebene (Ax und Ay), mit der
Anzahl von Proben (Pixeln) entlang beider Richtungen des digitalen Hologramms (N, und N,) und mit der Re-
konstruktionsentfernung (dg) durch die folgenden Beziehungen in Verbindung:
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Ag:}é"&:'fk (1.19)
Ap=29n__ 2 (1.20)
Nay L

[0111] Mit Ausnahme der Multiplikation mit C(mAg&, nAn) kann der wie durch Gl. (1.18) beschriebene Rekon-
struktionsalgorithmus als eine diskrete Berechnung des Fresnel-Integrals oder der diskreten Fresnel-Transfor-
mation der Ubertragenen Wellenfront y(x, y) = R(x, y)l4(X, y) verstanden werden. Da die Berechnung des DFT
mit Algorithmen der schnellen Fourier-Transformation (fast fourier transform, FFT) durchgefihrt werden kann,
kann Gl. (1.18) auch als der Ausdruck einer schnellen Fresnel-Transformation angesehen werden.

[0112] Wie bereits durch Fig. 5 dargestellt ist, kann eine andere Umsetzung des Verfahrens durch direktes
Berechnen des skalaren Beugungsmusters des digitalen Hologramms I,,(kAx, I1Ay) und durch Multiplizieren des

erhaltenen Resultats mit einer digitalen Referenzwelle in der Betrachtungsebene erhalten werden. In diesem
Fall wird der Rekonstruktionsalgorithmus in der Fresnel-Anndherung durch folgende Gleichung gegeben:

Yc(maé,ndn)=C(mAé,ndn) Ry (mAE , nAn)

Aexp{%[mz&fz +n2An2]} DFT[ In(kdx, 14y) (1.21)
R

exp {% [sz.ac2 + 12Ay2]}:|
R

[0113] Der Ausdruck ,digitales Fresnel-Hologramm" ist so zu verstehen, dass die numerische Rekonstruktion
des Hologramms unter Verwendung eines der durch Gl. (1.18) oder (1.21) beschriebenen Algorithmen durch-
gefiihrt werden kann.

[0114] Wie bereits erwahnt, werden mehrere Rekonstruktionsparameter 8 vom Verfahren zur numerischen
Rekonstruktion des Hologramms erfordert. Mit Bezugnahme auf Eig. 4 und Fig. 5 bestehen drei Arten von Re-
konstruktionsparametern:

[0115] Die Rekonstruktionsentfernung di 12 stellt die Entfernung zwischen der Hologrammebene Oxy und der
Betrachtungsebene 0¢n dar. Die Justierung des Werts von di gestattet das Fokussieren der rekonstruierten
Bilder. Um gut fokussierte rekonstruierte Bilder zu erhalten, muss der Wert der Rekonstruktionsentfernung so
gut wie mdglich der Entfernung zwischen der Probe und der Ebene, wo das Hologramm erzeugt wird, gleichen
(wir missen beispielsweise d; = d haben, wobei d wie in Eig. 2A und in Eig. 3 definiert ist). Wenn nichtleitende
Medien zwischen der Probe und dem Hologramm eingefligt werden, muss d; der optischen Weglange zwi-
schen der Probe und dem Hologramm gleichen. Es versteht sich, dass die optische Weglange durch den Quo-
tienten zwischen der reellen Entfernung und dem Brechungsindex der nichtleitenden Medien definiert ist. Mit
einer VergroRerungs- oder Verkleinerungsoptik muss der Wert von d; der Entfernung zwischen dem vergro-
Rerten (oder verkleinerten) Bild und der Ebene, wo das Hologramm erzeugt wird, gleichen (wir missen bei-
spielsweise d; = d haben, wobei d wie in Fig. 6A bis Fig. 6C definiert ist).

[0116] Die Justierung von d; kann mit der Justierung der Fokalisation bei der Lichtmikroskopie oder der Fo-
tografie verglichen werden. Bei der optischen Mikroskopie wird die Fokalisation durch Parallelverschieben der
Probe entlang der optischen Achse des Mikroskops durchgefiihrt. Bei der Fotografie wird die Probe fixiert und
die Fokalisation wird durch Parallelverschieben einer Linse entlang der optischen Achse des Abbildungsgerats
durchgefiihrt. Mit der vorliegenden Erfindung kann dieselbe Art von Arbeitsgang digital durch Justieren der Re-
konstruktionsentfernung d; durchgeflhrt werden. Fig. 7 zeigt drei Bilder des Amplitudenkontrasts eines
USAF-Testziels, die mit unterschiedlichen Werten der Rekonstruktionsentfernung erhalten wurden, und ist hier
dargestellt, um den Effekt von der Justierung von d zugeordneter digitaler Fokussierung zu veranschaulichen.
Fig. 7A ist fur einen zu kleinen Wert von dg, Eig. 7B fiir den korrekten Wert von dg und Eig. 7C flr einen zu
groRen Wert erhalten worden.

[0117] Es muss mit Bezugnahme auf Eig. 3 bemerkt werden, dass das Vorzeichen von di von Bedeutung ist.

Wenn d; positiv ist, befindet sich das reelle Bild im Fokus, und wenn d; negativ ist, befindet sich die Betrach-
tungsebene hinter dem Hologramm und das Zwillingsbild ist im Fokus.
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[0118] Die Referenzwellenparameter 13 sind zwei Mengen von Rekonstruktionsparametern; {p,,.} fur die De-
finition der Amplitude und {p,,,} fir die Definition der Phase der digitalen Referenzwelle. Die Anzahl der Ele-
mente in diesen Mengen hangt vom analytischen Ausdruck der Referenzwelle 15 ab. Eine prazise Justierung
der Referenzwellenparameter, die die Phase der digitalen Referenzwelle ({p,;,}) definiert, ist zur Abbildung des
quantitativen Phasenkontrasts wichtig. Wie oben erlautert wurde (siehe Gl. (1.8) und verwandte Erklarungen),
mussen die Werte dieser Parameter mit Prazision derart justiert werden, dass die Wellenfronten der digitalen
Referenzwelle R, denen der experimentellen Referenzwelle R (von denen ihres komplexen Konjugats) so gut
wie moglich entsprechen.

[0119] Die Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter 14 bilden eine Menge von Rekonstruktionspara-
metern {p_,}. Die Anzahl der Elemente in dieser Menge héngt vom analytischen Ausdruck der Phasenaberra-
tionsfunktion 16 ab. Eine prazise Justierung der Phasenaberrationsfunktionsparameter ist zur Abbildung des
quantitativen Phasenkontrasts wichtig. Die Werte dieser Parameter miissen mit Prazision derart justiert wer-
den, dass die Multiplikation der rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene w(mAE, nAn) mit der di-
gitalen Phasenmaske C(mA¢, nAn) die Phasenaberrationsfunktionen in der Betrachtungsebene so gut wie
moglich korrigiert.

[0120] Die Ausdriicke ,gleichen so gut wie mdglich", ,entspricht so gut wie moglich" oder ,korrigiert so gut wie
moglich" sind so zu verstehen, dass die Qualitat der rekonstruierten Bilder fir eine gegebene Anwendung aus-
reichend ist, selbst wenn die Rekonstruktionsparameter nicht exakt justiert sind, d. h. die berechnete digitale
Referenzwelle und die digitale Phasenmaske nicht exakte Kopien ihrer experimentellen Aquivalente sind. Die-
selbe Anmerkung gilt auch fir die Definition der analytischen Ausdriicke der Referenzwelle und der Phasena-
berrationsfunktion. Anders ausgedriickt sind bei den Beispielen der Rekonstruktionsentfernung und der digita-
len Referenzwelle die Gleichheiten d = d; und R, = R (digitale Referenzwelle = fur die Hologrammerzeugung
verwendete Referenzwelle) nicht strengstens erforderlich, um ein Bild des quantitativen Phasenkontrasts der
Probe zu erhalten; die erforderliche Prazision dieser Gleichheit kann jedoch von Anwendung zu Anwendung
variieren, je nach dem gewiinschten Prézisions- und Bildqualitatsniveau. Dieselbe Art von Uberlegungen ist
auf bekannte Situationen in der klassischen Mikroskopie oder in der Fotografie anwendbar, in denen beispiels-
weise der Prazisionsgrad der Fokalisationen eines Bilds durch die Qualitat der Optik und durch die zum Aus-
werten dieser Fokalisation verwendeten Kriterien (manchmal subjektiv) beschrankt. Naturlich ist mit der vorlie-
genden Erfindung eine exakte (oder fast exakte) Justierung der Rekonstruktionsparameter und der Definition
von exakten analytischen Ausdriicken erzielbar, dies kann jedoch die Verwendung verfeinerter Modelle fiir die
Definitionen der analytischen Ausdriicke mit einer steigenden Anzahl von Rekonstruktionsparametern und in-
folgedessen eines Anstiegs der Berechnungszeit bedingen.

[0121] In einer bevorzugten Art und Weise wird die Justierung der Rekonstruktionsparameter, die das quan-
titative Bild des Phasenkontrasts beeinflussen (Referenzwellenparameter und Phasenaberrationsfunktions-
korrekturparameter) mit einer optisch flachen Referenzoberflache in der und/oder in der Nahe der oder um die
Probe herum durchgefihrt. Diese optische flache Referenzoberflache ist beispielsweise eine polierte metalli-
sche oder nichtleitende Oberflache oder eine Teststruktur, auf der die Probe liegt, in der Regel eine Glasplatte,
die wie in der klassischen Mikroskopie als Probenhalterung verwendet wird. Wenn eine derartige Oberflache
bekannter Form in der Nahe der Probe vorliegt, kdnnen die Rekonstruktionsparameter justiert werden, um die
vorhergesagte Phasenverteilung in der entsprechenden Flache des Bilds mit rekonstruiertem quantitativem
Phasenkontrast zu erhalten. Die Rekonstruktionsparameter kdnnen beispielsweise justiert werden, um eine
konstante Phasenverteilung zu erhalten, wenn die Referenzoberflache eben ist. Fig. 8A zeigt ein Beispiel ei-
nes Bilds mit rekonstruiertem quantitativem Phasenkontrast einer biologischen Zelle auf einer Glasplatte. Bei
diesem Beispiel sind die Rekonstruktionsparameter justiert worden, um eine konstante Phasenverteilung um
die Zelle herum zu erhalten, wobei nur die Glassplatte, die flach und eben ist, zur Ausbildung des Bilds beitragt.
Der Fall, in dem die Probe nicht auf einer nichtleitenden Platte oder auf einem Spiegel liegt, aber in freiem
Raum isoliert ist (gestitzt, aufgehangt oder schwebend), kann nattirlich auch in Betracht gezogen werden.

[0122] Eine die Auswirkung einer schlechten Justierung der Referenzwellenparameter und der
Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter zeigende Abbildung ist in Fig. 8 gezeigt. Fir dieses Beispiel
ist eine ebene Welle fur die Hologrammaufzeichnung und ein Mikroskopobjektiv als VergréRerungsoptik ver-
wendet worden, mit einer wie in Fig. 6A gezeigten geometrischen Anordnung. In diesem Fall wird die digitale
Referenzwelle Ry(kAx, IAy) unter Verwendung von Gl. (1.8) mit den Referenzwellenparametern Ag, k, und k,
berechnet und die digitale Phasenmaske C(mAg, nAn) wird unter Verwendung von Gl. (1.10) und (1.11) mit
dem Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter D berechnet. Eig. 8A zeigt das erhaltene Bild des quan-
titativen Phasenkontrasts mit einer korrekten Justierung aller Rekonstruktionsparameter (dg, D, k,, k, und Ag).

» Dy Ry

In diesem Bild sind die Zellmembran, der Kern und ein paar intrazellulare Strukturen zu sehen. Wenn der Wert
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des Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameters D in Bezug auf seinen korrekten Wert modifiziert wird,
das erhaltene Bild des quantitativen Phasenkontrasts, das in Fig. 8B gezeigt ist. In diesem Fall beobachten
wir, dass gekrimmte konzentrische Fransen, die fiir die quadratische Phasenaberrationsfunktion des Mikros-
kopobjektivs charakteristisch sind, auf dem Bild erscheinen. Diese gekrimmten Fransen erscheinen, wenn die
Phasendifferenz zwischen der berechneten digitalen Phasenmaske C(mAg, nAn) und dem komplexen Konju-
gat der Phasenaberrationsfunktionen des Mikroskopobjektivs (experimentelle Phasenaberrationsfunktion) ei-
nem Vielfachen von 21 entspricht. Der Wert von D wird justiert, um die Krimmung dieser Fransen zu minimie-
ren. Wenn D korrekt justiert wird, die Werte der Referenzwellenparameter k, und k, jedoch modifiziert werden,
beobachten wir in Fig. 8C, dass gerade Fransen mit einer feststehenden Orientierung und einem feststehen-
den Abstand auf dem erhaltenen Bild des quantitativen Phasenkontrasts erscheinen. Diese geraden Fransen
erscheinen, wenn die Phasendifferenz zwischen den Wellenfronten von R,(kAx, I1Ay) und den Wellenfronten
der experimentellen ebenen Referenzwelle R(x, y) (oder den Wellenfronten ihres komplexen Konjugats) einem
Vielfachen von 2m entspricht. Die Werte von k, und k, werden justiert, um die Entfernung zwischen zwei be-
nachbarten Fransen zu maximieren. Wenn keine Fransen mehr auf den rekonstruierten Bildern erscheinen,
wird eine feinere Justierung von k, und k, durchgefiihrt, um restliche konstante Gradienten in der rekonstruier-
ten Phasenverteilung zu unterdriicken.

[0123] Wenn die Referenzwelle spharisch (oder fast sphéarisch) ist, wird eine schlechte Justierung der Refe-
renzwellenparameter auf dem Bild des Phasenkontrasts gekriimmte Fransen erzeugen und die Referenzwel-
lenparameter werden justiert, um diese Fransen zu eliminieren. In diesem Fall wird eine feinere Justierung der
Rekonstruktionsparameter durchgefihrt, um restliche konstante Krimmungen der rekonstruierten Phasenver-
teilung zu unterdriicken.

[0124] Wie in Eig. 9 gezeigt ist, sind vier verschiedene Prozeduren zur Justierung der korrekten Werte der
Rekonstruktionsparameter moglich (eine Kombination dieser verschiedenen Prozeduren ist ebenfalls mog-
lich):

A. Messung der Rekonstruktionsparameter: Da die Rekonstruktionsparameter eine physikalische Bedeutung
haben (Entfernungen, Winkel, Lichtstarken), kdnnen ihre Werte auf dem Aufbau gemessen werden. Diese
Messung kann mit einer Vorrichtung durchgefiihrt werden, die mit dem Computer kommuniziert. In einem Auf-
bau ohne VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik beispielsweise kann die Entfernung zwischen der Probe
und der Ebene, wo das Hologramm erzeugt wird (d in Fig. 2A), gemessen werden und der erhaltene Wert kann
als Rekonstruktionsentfernung d; verwendet werden.

B. Iterative Justierung: Die Justierung der Rekonstruktionsparameter kann iterativ durch mehrmaliges Ausfih-
ren der numerischen Rekonstruktion desselben digitalen Hologramms in einer Schleife durchgefiihrt werden.
Am Ende jeder lteration (jeder numerischen Rekonstruktion) werden die erhaltenen Bilder des Amplitudenkon-
trasts und des Phasenkontrasts analysiert und die Werte der Rekonstruktionsparameter modifiziert. Die fur die-
se neue Menge von Rekonstruktionsparametern erhaltenen rekonstruierten Bilder werden mit dem am Ende
der vorausgegangenen lteration erhaltenen Bildern verglichen und die Werte der Rekonstruktionsparameter
werden modifiziert, um die Bildqualitat zu verbessern. Diese Schleife wird wiederholt, bis die Werte der Rekon-
struktionsparameter ihre optimalen Werte erreichen.

[0125] Dieser Arbeitsgang kann von einem menschlichen Bediener oder automatisch von einem Computer
auf der Basis eines numerischen Verfahrens durchgefiihrt werden. Die Justierung der Rekonstruktionsentfer-
nung kann beispielsweise unter Verwendung eines Autofokusverfahrens durchgefuhrt werden, das den Hoch-
frequenzinhalt des rekonstruierten Bilds automatisch maximiert. Es kdnnen bekannte Fokuskriteria, wie bei-
spielsweise die sogenannte Intensitatsveranderung, ,Sum Modulus Difference" (SMD), Entropie von Graustu-
fen oder ,Square Plane Sum Modulus Difference" (SPSMD) verwendet werden, um die Fokalisation der rekon-
struierten Bilder quantitativ auszuwerten. Die Anwendung eines Sobel- oder Prewitt-Filters auf das rekonstru-
ierte Bild, gefolgt von einer Integration, kann ebenfalls als ein Fokuskriterium verwendet werden, das maximiert
werden muss.

[0126] Ahnliche automatische Verfahren kénnen zur Justierung der Referenzwellen- oder Phasenaberrati-
onsfunktionskorrekturparameter verwendet werden.

[0127] C. Experimentelle Justierung: Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die numerische Rekonstruktion
der erfassten digitalen Hologramme mit feststehenden Werten der Rekonstruktionsparameter durchzufiihren
und die fir die Hologrammaufzeichnung verwendete experimentelle Konfiguration durch Parallelverschieben
und/oder Drehen der Probe und/oder der Komponenten des Aufbaus zu modifizieren. Die Rekonstruktion des
digitalen Hologramms kann beispielsweise mit einem feststehenden Wert der Rekonstruktionsentfernung dg
durchgefihrt werden und die Probe kann von der Ebene, wo das Hologramm erzeugt wird, weg oder ndher an

20/47



DE 699 24 129 T2 2006.05.04

diese heran bewegt werden, bis die rekonstruierten Bilder sich im Fokus befinden. Wenn der experimentelle
Aufbau eine Vergrofierungs- oder Verkleinerungsoptik umfasst, kann die Fokalisation der rekonstruierten Bil-
der wie gewohnlich in der klassischen Mikroskopie oder in der klassischen Fotografie durch Parallelverschie-
ben der Probe und/oder der VergroRerungs- oder Verkleinerungsoptik entlang der optischen Achse des Abbil-
dungssystems durchgefiihrt werden. Wenn die Referenzwelle von einem Spiegel in Richtung der Ebene reflek-
tiert wird, wo das Hologramm erzeugt wird (wie beispielsweise in Fig. 2A und Fig. 2B gezeigt), kann die Jus-
tierung der Referenzwellenparameter durch Drehen und/oder Parallelverschieben des Spiegels durchgefiihrt
werden. Wenn eine VergroRerungsoptik oder eine Verkleinerungsoptik verwendet wird, kann, da die Phasena-
berrationsfunktion in der Betrachtungsebene im Allgemeinen von der Entfernung zwischen der Probe und der
Vergroflerungsoptik abhangt, die Justierung der Phasenaberrationsfunktionsparameter durch Parallelver-
schieben der Probe und/oder der VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik entlang der optischen Achse des
Abbildungssystems durchgefiihrt werden.

[0128] Diese experimentelle Justierung der Rekonstruktionsparameter kann von einem menschlichen Bedie-
ner oder von einer Vorrichtung, wie beispielsweise piezoelektrisch angetriebenen Schaltern oder Translatoren,
durchgefihrt werden. Wenn eine Vorrichtung verwendet wird und wenn diese Vorrichtung von einem Computer
oder von einem Prozessor gesteuert wird, kann diese experimentelle Justierung der Rekonstruktionsparame-
ter automatisch unter Verwendung eines iterativen Verfahrens durchgefihrt werden. Fokussierte Bilder kdnnen
beispielsweise unter Verwendung eines Autofokusverfahrens erhalten werden, das das Parallelverschieben
der Probe oder das Parallelverschieben der VergréRerungs- oder Verkleinerungsoptik steuert.

[0129] D. Analyse des digitalen Hologramms: Das Hologramm selbst enthalt Informationen zur experimentel-
len Konfiguration, die fur die Hologrammerzeugung verwendet worden ist, und das digitale Hologramm kann
analysiert werden, um die Werte der Rekonstruktionsparameter abzuschéatzen. Das digitale Hologramm kann
beispielsweise Fourier-transformiert werden und die Verteilung der Raumfrequenzen kann analysiert werden.
Insbesondere wenn das Hologramm in der aul3eraxialen Geometrie erzeugt worden ist, werden die Raumfre-
quenzen grundsatzlich an drei verschiedenen Stellen verteilt. Die den nicht-interferierenden Termen |R|? und
|OJ? (siehe GI. (1.1)) entsprechenden Raumfrequenzen befinden sich in der Mitte der Fourier-Ebene (niedrige
Raumfrequenzen) und die den interferierenden Termen R*O und RO* (siehe Gl. (1.1)) entsprechenden Raum-
frequenzen befinden sich bei héheren Raumfrequenzen, deren Positionen mit den Eigenschaften der aul3era-
xialen Geometrie in Verbindung stehen. Wenn das Hologramm beispielsweise in der aul3eraxialen Geometrie
mit einer ebenen Welle als Referenz aufgezeichnet worden ist, kdnnen die Werte der Referenzwellenparame-
ter k, und k (siehe GI. (1.8)) aus der Verteilung der Raumfrequenzen in der Fourier-Domane abgeschatzt wer-
den.

[0130] Im Allgemeinen wird eine erste numerische Rekonstruktion des digitalen Hologramms unter Verwen-
dung einer vorlaufigen Menge von Rekonstruktionsparametern 19 mit Vorgabewerten durchgefihrt und die
Justierung der Rekonstruktionsparameter wird unter Verwendung einer Kombination der wie oben beschriebe-
nen Prozeduren A, B, C und D durchgefihrt.

[0131] Die obenerwahnten Verfahren zur Justierung der Rekonstruktionsparameter gehen davon aus, dass
die digitale Referenzwelle und die digitale Phasenmaske auf der Basis bekannter analytischer Ausdriicke be-
rechnet werden. Eine weitere Mdglichkeit besteht im experimentellen Auswerten der digitalen Referenzwelle
und der digitalen Phasenmaske unter Verwendung einer Probe bekannter Phasenverteilung. Wenn beispiels-
weise eine optische flache Oberflache (z. B. ein Spiegel) als Probe verwendet wird, wird eine konstant rekon-
struierte Phasenverteilung versucht. Wenn die numerische Rekonstruktion des Hologramms ohne Korrektur
der Phasenaberrationsfunktion und ohne Multiplikation mit einer digitalen Referenzwelle durchgefihrt wird,
wird die rekonstruierte Phasenverteilung das Ergebnis von drei Beitragen sein: die versuchte Konstante (Pro-
benbeitrag), die Phasenaberrationsfunktion (VergroRerungsoptikbeitrag) und die Phase der Referenzwelle in
der Betrachtungsebene (Referenzwellenbeitrag). Durch Subtraktion des Konstantenbeitrags der Probe kann
man die Phase sowohl der digitalen Referenzwelle als auch der digitalen Phasenmaske erhalten. Mit dieser
Phaseninformation kann ein Array komplexer Zahlen gebildet werden und die Multiplikation des erhaltenen Re-
sultats mit dem komplexen Konjugat dieses Arrays sollte gestatten, die Phase der Probe wiederherzustellen.

[0132] Fig. 10 zeigt sechs Beispiele der numerischen Rekonstruktion von digitalen Hologrammen und ist hier
dargestellt, um den Gedanken der gleichzeitigen Abbildung des Amplitudenkontrasts und des quantitativen
Phasenkontrasts zu verdeutlichen. Fig. 10A und Fig. 10B stellen das Bild des Amplitudenkontrasts bzw. das
Bild des quantitativen Phasenkontrasts eines USAF-Testziels dar. Das Hologramm ist in der Reflexionsgeome-
trie (die Objektwelle wird von der Probe reflektiert) aufgezeichnet worden. Die Probe (USAF-Testziel) setzt sich
aus einer Glasplatte zusammen, auf der rechteckige reflektierende Elemente unterschiedlicher Grofien durch
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Verdampfung von Chrom erzeugt werden. Beim Amplitudenkontrast (Fig. 10A) offenbart das erhaltene Bild
Veranderungen des Reflexionsgrads der Probe und beim quantitativen Phasenkontrast (Fig. 10B) offenbart
das erhaltene Bild Veranderungen sowohl der Topographie der Probe als auch der optischen Phasenverschie-
bung bei Reflexion an der Oberflache. Sowohl das Bild des Amplitudenkontrasts als auch das Bild des quan-
titativen Phasenkontrasts offenbaren das gleiche Muster, da die hochsten Teile der Probe auch die am meisten
reflektierenden sind.

[0133] Fig. 10C und Fig. 10D stellen das Bild des Amplitudenkontrasts bzw. das Bild des quantitativen Pha-
senkontrasts eines reinen Phasenobjekts dar. Das Hologramm ist in der Reflexionsgeometrie aufgezeichnet
worden. Die Probe ist durch Verdampfen einer diinnen Aluminiumschicht (70 nm) tber der Oberflache eines
USAF-Testziels gefertigt worden. Bei der Amplitude (Fig. 10C) ist kein Kontrast sichtbar, da die optischen Ei-
genschaften Uber die gesamte Oberflache der Probe gleich sind, und beim quantitativen Phasenkontrast
(Fig. 10D) offenbart das erhaltene Bild ausschlieRlich die Topographie der Probe.

[0134] Fig. 10E und Fig. 10F stellen das Bild des Amplitudenkontrasts bzw. das Bild des quantitativen Pha-
senkontrasts einer biologischen Zelle dar. Das Hologramm ist in der Transmissionsgeometrie (die Objektwelle
wird von dem Licht erzeugt, das von der Probe (ibertragen wird) aufgezeichnet worden. Da biologische Zellen
fast transparent sind, offenbart das rekonstruierte Bild beim Amplitudenkontrast (Fig. 10E) weniger Details als
das Bild des quantitativen Phasenkontrasts (Fig. 10F), dessen Kontrast infolge von Unterschieden beim Bre-
chungsindex und/oder bei der Dicke der Probe vorliegt.

[0135] Fig. 11 wird hier dargestellt, um den Gedanken des quantitativen Phasenkontrasts zu verdeutlichen,
und zeigt ein Beispiel mit der vorliegenden Erfindung durchgefihrter quantitativer Messung. Fig. 11A zeigt
eine Ansicht des in Eig. 10D dargestellten Bilds des Phasenkontrasts in einer dreidimensionalen Perspektive.
Da die Probe ein reines Phasenobjekt ist, ist die rekonstruierte Phasenverteilung ®(¢, n) direkt proportional zur
Hoéhenverteilung h(€, n) auf der Musteroberflache (Topographie der Probe):

h(E,n>=i¢(€,n) (1.22)
4r

[0136] Fig. 11B ist ein Graph, um ein Beispiel quantitativer Oberflachenprofilometrie zu zeigen. Ein Phasen-
profil ist aus den Daten gewonnen worden, die dem in Fig. 11A dargestellten Bild entsprechen. Die gemesse-
nen Phasenwerte sind unter Verwendung von Gl. (1.22) in Hohenmessungen umgewandelt und auf dem
Graph von Fig. 11B wiedergegeben worden; das entsprechende Profil wird als ,Digitale Holographie" bezeich-
net und ergibt eine Messung von etwa 55 Nanometer (nm) fir die Stufenh6éhe. Zum Vergleich: Die gleiche Stu-
fenhdhe ist durch Scannen eines Standardfiihinadelsonden-Prolifometer (Alpha-step 500) Uber die entspre-
chende Flache des Musters gemessen worden. Wie in Fig. 11B gezeigt ist, stimmen beide Techniken hervor-
ragend miteinander Uberein.

[0137] Mit der vorliegenden Erfindung kann eine Menge von Hologrammen (mindestens zwei) von derselben
Probe oder von mehreren verschiedenen Proben unter Verwendung der verschiedenen oben beschriebenen
Verfahren aufgezeichnet, erfasst, digitalisiert und numerisch rekonstruiert werden. Es ist auch klar, dass jedes
individuelle Hologramm gleichzeitig das Hologramm vieler Proben sein kann oder anders ausgedriickt dass die
Probe sich aus mehreren Proben zusammensetzen kann.

[0138] Diese Menge von Hologrammen kann beispielsweise eine Zeitsequenz von Hologrammen sein, die
mit derselben oder mit einer anderen Probe zu verschiedenen Zeitpunkten erzeugt worden sind. Die entspre-
chende numerisch rekonstruierte Amplituden- und/oder Phasenkontrastmenge von Bildern stellt dann die Pro-
be (oder die verschiedenen Proben) zu diesen verschiedenen Zeitpunkten dar und diese Menge von rekonst-
ruierten Bildern kann verwendet werden, um eine berechnete Computervideoanimation zu erstellen und/oder
eine Verformung der Probe und/oder eine Bewegung der Probe und/oder eine Modifikation der optischen Ei-
genschaften der Probe zu Gberwachen.

[0139] Diese Menge von Hologrammen kann beispielsweise Hologramme derselben Probe enthalten, die
zum selben Zeitpunkt unter Verwendung mehrerer Bilderfassungssysteme und eines entsprechenden Aufbaus
aufgezeichnet worden sind. Die entsprechenden rekonstruierten Bilder stellen die Probe mit verschiedenen
Richtungen von Betrachtungen dar.

[0140] Diese Menge von Hologrammen kann beispielsweise Hologramme enthalten, die in der Transmissi-
onsgeometrie fur verschiedene Orientierungen einer halbtransparenten oder transparenten Probe erzeugt
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worden sind. Die Probe kann beispielsweise zwischen jeder Hologrammerfassung gedreht werden. Dann kann
der wohlbekannte Fourier-Schnitt-Satz auf die Menge von entsprechenden numerisch rekonstruierten Ampli-
tuden- und/oder quantitativen Phasenkontrastmengen von Bildern angewendet werden, die als die Projektio-
nen der Probe entlang der optischen Weglange angesehen werden. Rickprojektionstechniken sind ebenfalls
fur die Rekonstruktion geeignet. In einer weiterentwickelten Version des Verfahrens ist Beugungstomographie
ein bekannter Ansatz, der auf die Behandlung der Menge von rekonstruierten Bildern angewendet werden
kann, um eine berechnete dreidimensionale Tomographie der Probe zu erstellen.

[0141] Ein weiteres aus der vorliegenden Erfindung resultierendes Verfahren basiert auf der Behandlung ei-
ner Menge von Hologrammen, die nach aufeinanderfolgenden Modifikationen der Bestrahlungswellenlange A
erhalten wurden. Wenn die Hologramme in der Transmissionsgeometrie mit einer halbtransparenten Probe
aufgezeichnet werden und vorausgesetzt, dass das Streuungsgesetz des Brechungsindexes bekannt ist, kann
die exakte Dicke der Probe abgeleitet werden.

[0142] Ein weiteres aus der vorliegenden Erfindung resultierendes Verfahren basiert auf der Behandlung ei-
ner Menge von Hologrammen, die nach aufeinanderfolgenden Modifikationen der Bestrahlungswellenlange A
erhalten wurden. Eine berechnete dreidimensionale Beschreibung der Probe kann aus der Fourier-Transfor-
mation der Menge von entsprechenden Bildern mit rekonstruiertem Amplitudenkontrast und mit rekonstruier-
tem quantitativem Phasenkontrast erhalten werden, die regelmaRig an durch Andern der Wellenlénge erhalte-
nen Wellenvektoren k, abgetastet wurden. Wenn die Menge von Hologrammen in der Fourier-Konfiguration
aufgezeichnet wird, kann die dreidimensionale Rekonstruktion der Probe unter Verwendung einer dreidimen-
sionalen Fourier-Transformation durchgefiihrt werden. Wenn die Menge von Hologrammen Fresnel-Hologram-
me enthalt, kann die dreidimensionale Rekonstruktion der Probe unter Verwendung von Fourier-Transformati-
on entlang der Richtung der optischen Achse und einer Fresnel-Transformation in den Querebenen durchge-
fuhrt werden.

[0143] Die vorliegende Erfindung kann auch zum Rekonstruieren eines Hologramms verwendet werden, das
aus der Interferenz zwischen einer Objektwelle und mehr als einer Referenzwelle resultiert. Die verschiedenen
Referenzwellen kdnnen beispielsweise verschiedenen aulleraxialen Konfigurationen entsprechen und die ent-
sprechenden rekonstruierten Bilder werden an verschiedenen Stellen der Betrachtungsebene erscheinen.

[0144] Das Hologramm kann beispielsweise unter Verwendung von zwei Referenzwellen mit gekreuzter Po-
larisationen und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen erzeugt werden. Es kann beispielsweise ein Wollas-
ton-Prisma verwendet werden, um diese Trennung der Richtung und Polarisation durchzufiihren. In diesem
Fall kbnnen zwei der gekreuzten Polarisation entsprechende rekonstruierte Bilder separat betrachtet und ver-
wendet werden, um die Doppelbrechung und den Dichroismus der Probe zu messen.

[0145] Die vorliegende Erfindung kann auch zum Rekonstruieren eines Hologramms verwendet werden, das
aus der Interferenz zwischen einer Referenzwelle und mehr als einer Objektwelle resultiert.

[0146] Die vorliegende Erfindung kann auch zum Rekonstruieren eines Hologramms verwendet werden, das
aus der Interferenz zwischen mehr als einer Referenzwelle und mehr als einer Objektwelle resultiert. Anders
ausgedruckt kann die vorliegende Erfindung zum Rekonstruieren eines Hologramms angewendet werden, das
wie folgt ausgedriickt werden kann:

Iy = [ZR, +;0’)(Z.-:& +;0,]‘ (1.23)

wobei i und j ganze Zahlen sind (i, j = 1). Die Rekonstruktion solcher Hologramme liefert mehrere Bilder, die
separat mit verschiedenen Werten der Rekonstruktionsparameter rekonstruiert werden kénnen.

[0147] Wenn die Ausbreitungsrichtung der Referenzwelle synchron mit einer Modifikation der Objektwellen-
front in einer Zeitsequenz, die kiirzer als die Hologrammerfassung ist, gedndert wird, kann die Zeit aufgezeich-
net werden.

[0148] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues Verfahren zur Interferogrammana-
lyse vorzuschlagen oder anders ausgedrtickt ein Verfahren zum Analysieren eines Hologramms, das unter
Verwendung eines Abbildungssystems aufgezeichnet wurde, das ein Bild der Probe liefert, das auf dem CCD
fokussiert ist. In diesem Fall erfordert das Rekonstruktionsverfahren keine Berechnung der skalaren Beugung.
In der standardmaRigen optischen Interferometrie besteht ein haufig verwendetes Verfahren im Analysieren
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des Interferogramms mit einem Fourier-Verfahren. Das Hologramm wird digital Fourier-transformiert und das
erhaltene zweidimensionale Spektrum wird raumlich gefiltert, um alle Raumfrequenzen mit Ausnahme jener
eines der Interferenzterme R*O oder RO* zu eliminieren. Die ausgewahlten Raumfrequenzen werden dann zur
Mitte des Spektrums parallelverschoben und die Amplitude und die Phase des ausgewahlten Interferenzterms
kann durch Berechnen der inversen Fourier-Transformation des gefilterten Spektrums erhalten werden. Ein
Nachteil dieser Verfahren besteht darin, dass die erhaltene Phasenverteilung die des Produkts R*O oder RO*
ist. Aus diesem Grund werden in der standardmafigen optischen Interferometrie Phasenabwicklungsverfahren
(die oftmals zeitaufwendig sind) zum Eliminieren des Beitrags der Referenzwelle angewendet, um die Phasen-
verteilung der Objektwelle zu erhalten. Wir schlagen hier vor, denselben Arbeitsgang wie das Phasenabwick-
lungsverfahren unter Verwendung einer berechneten digitalen Referenzwelle und einer berechneten Phasen-
maske durchzufiihren, die das nach der Berechnung der inversen Fourier-Transformation erhaltene komplexe
Feld multiplizieren. In diesem Fall kénnen die digitale Phasenmaske und die digitale Referenzwelle ebenfalls
mit den oben beschriebenen Verfahren justiert werden.

[0149] Fig. 12a stellt einen beispielhaften Teil eines verallgemeinerten Computersystems 500 dar, auf dem
Teile der Erfindung umgesetzt werden kdnnen. Die in den Fig. 1-Fig. 3 und Fig. 5-6 dargestellten Konfigura-
tionen kénnen beispielsweise jeweils in mehreren Computern mit einer wie durch Fig. 12a beispielhaft gezeig-
ten verallgemeinerten Konfiguration oder durch mehrere Computer mit den Konfigurationen der unten be-
schriebenen Fig. 12a und Fig. 12b ahnlichen Konfigurationen umgesetzt werden.

[0150] Eine Eingabe 502 von Fig. 12a kommuniziert mit einem Speicher 504 und einer zentralen Rechenein-
heit 508. Die zentrale Recheneinheit 508 kommuniziert mit dem Speicher 504. Die zentrale Recheneinheit 508
kann eine Arithmetik-/Logikeinheit und eine Steuereinheit in der Form von Hardware und/oder Software (nicht
gezeigt) enthalten. Eine oder mehrere Eingaben 502 kdnnen jeweils mit einem oder mehreren Speichern 504
und/oder zentralen Recheneinheiten 508 in Verbindung stehen. Eine oder mehrere zentrale Recheneinheiten
508 konnen mit einer oder mehreren Ausgaben 506 und/oder Speichern 504 und/oder Eingaben 502 in Ver-
bindung stehen. Eine oder mehrere Speicher 504 kénnen mit einer oder mehreren Eingaben 502 und/oder zen-
tralen Recheneinheiten 508 und/oder Ausgaben 506 in Verbindung stehen. Offensichtlich kénnen mehrere Va-
riationen von Computerhardwarekonfigurationen in einem Netzwerk von Computersystemen realisiert werden,
auf denen Teile der Erfindung umgesetzt werden kénnen.

[0151] Eia. 12b veranschaulicht eine beispielhafte Hardwarekonfiguration eines verallgemeinerten Compu-
tersystems 520, auf dem Teile der Erfindung umgesetzt werden kénnen. Ein oder mehrere Prozessoren 524
sind mit einem Kommunikationsbus 522 verbunden. Der Kommunikationsbus 522 kommuniziert auch mit ei-
nem Hauptspeicher 526, vorzugsweise einem Direktzugriffsspeicher (random access memory, ,RAM"). Ein mit
dem Kommunikationsbus 522 kommunizierender sekundarer Speicher 528 kann ebenfalls im Computersys-
tem 520 enthalten sein. Der sekundare Speicher 528 kann beispielsweise ein Festplattenlaufwerk, ein aus-
tauschbares Speicherlaufwerk, wie beispielsweise ein Floppylaufwerk, ein Magnetbandlaufwerk, ein optisches
Plattenlaufwerk, eine Programmsteckkarte und eine Steckkartenschnittstelle, einen austauschbaren Speicher-
chip (z. B. EPROM, PROM, ROM) oder ein beliebiges anderes ahnliches Speichermedium enthalten. Der se-
kundare Speicher 528 kann mit einer Speichereinheit 530, wie beispielsweise einer Floppy, einem Magnet-
band, einer optischen Platte oder einem anderen Speichermedium, das von einem sekundaren Speichergerat
gelesen und beschrieben wird, in Verbindung stehen. Die Speichereinheit 530 enthalt ein vom Computer nutz-
bares Speichermedium zum Speichern von Computersoftware und -daten.

[0152] Das Computersystem 520 kann auch eine mit dem Kommunikationsbus 522 in Verbindung stehende
Kommunikationsschnittstelle 532 zum Ubermitteln von Software und Daten zwischen dem Computersystem
520 und externen Geraten enthalten. Beispiele von Kommunikationsschnittstellen 532 beinhalten ein Modem,
eine Netzwerkschnittstelle (z. B. eine Netzwerkkarte), einen Kommunikationsanschluss, einen PCMCIA-Steck-
platz und eine PCMCIA-Karte und andere ahnliche Schnittstellen. Uber die Kommunikationsschnittstelle 532
Ubermittelte Software und Daten sind in der Form von Signalen 536, die der Kommunikationsschnittstelle 532
Uber einen Kanal 534 geliefert werden. Die Signale 536 kénnen elektronische, elektromagnetische, optische
oder andere Signale sein, die von der Kommunikationsschnittstelle 532 empfangen werden kdnnen. Der Kanal
534 kann unter Verwendung von Draht, Kabel, Faseroptik, einer Telefonleitung, einer Mobiltelefonverbindung,
einer HF-Verbindung, einer IR-Verbindung oder anderen Kommunikationskanalen umgesetzt werden.

[0153] Computerprogramme werden im Hauptspeicher 526 und/oder sekundaren Speicher 528 gespeichert.
Computerprogramme kénnen Uber die Kommunikationsschnittstelle 532 empfangen werden. Computerpro-
gramme ermaoglichen, wenn sie vom Prozessor 524 ausgefiihrt werden, dem Computersystem 520, die Funk-
tionen der vorliegenden Erfindung durchzufiihren.
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[0154] Die Erfindung kann in geeigneter Weise unter Verwendung eines Netzwerks von herkémmlichen Com-
putern und/oder Mikroprozessoren umgesetzt werden, die gemaf der Lehren der vorliegenden Anmeldung
programmiert wurden, wie Fachmannern der Computertechnik durch Lesen der obigen Beschreibungen hin-
sichtlich der Fig. 1-Fig. 12b offensichtlich sein wird. Eine geeignete Softwarekodierung kann von qualifizierten
Programmierern auf Basis der Lehren der vorliegenden Offenbarung leicht ausgearbeitet werden, wie Fach-
mannern der Softwaretechnik offensichtlich sein wird. Die Erfindung kann auch durch die Ausarbeitung von an-
wendungsspezifischen integrierten Schaltkreisen oder durch Verbinden eines geeigneten Netzwerks von her-
kdmmlichen Komponentenschaltkreisen umgesetzt werden, wie Fachmannern leicht offensichtlich sein wird.

[0155] Die vorliegende Erfindung beinhaltet ein Computerprogrammprodukt, das ein Speichermedium ist, das
die Befehle enthalt, die zum Programmieren eines Computers oder von mehreren vernetzten Computern zum
Durchfiihren eines Vorgangs der Erfindung verwendet werden kénnen. Das Speichermedium kann unter an-
derem jegliche Typen von Disketten, einschliel3lich Floppys, optischen Platten, CD-ROMs und magnetoopti-
schen Disketten, ROMs, RAMs, EPROMs, EEPROMSs, magnetischen oder optischen Karten eines beliebigen
Medientyps, der zum Speichern elektronischer Befehle geeignet ist, beinhalten.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur gleichzeitigen Abbildung der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts einer Pro-
be durch numerische Rekonstruktion eines digitalen Hologramms der Probe, resultierend aus der Interferenz
einer durch eine VergroRerungs- oder Verkleinerungsoptik hindurchlaufenden Objektwelle und einer Refe-
renzwelle und mit den folgenden Schritten:

a) Bereitstellen eines Hologramms der Probe unter Verwendung einer Beleuchtungsquelle;

b) Erfassen des Hologramms durch ein Bilderfassungssystem;

c) Digitalisieren des Hologramms mit einem Bilddigitalisierer, um ein digitales Hologramm zu erzeugen;

d) Ubertragen des digitalen Hologramms zu einem Computer oder zu einem Prozessor;

e) Bestimmen einer digitalen Referenzwelle auf der Basis der Referenzwelle und einer zweiten Gruppe von
Rekonstruktionsparametern als Referenzwellenparameter;

f) Berechnen der Multiplikation zwischen dem digitalen Hologramm und der digitalen Referenzwelle, um eine
digitale Ubertragene Wellenfront in einer Hologrammebene zu erzeugen;

g) Bestimmen Definieren einer ersten Gruppe von Rekonstruktionsparametern als die Rekonstruktionsentfer-
nung;

h) Berechnen der Ausbreitung der digitalen Ubertragenen Wellenfront von der Hologrammebene zu einer Be-
trachtungsebene, um die digitale rekonstruierte Wellenfront in der Betrachtungsebene zu berechnen, wobei die
Berechnung durch eine numerische Berechnung eines die Beugung von Wellen in der skalaren Annaherung
beschreibenden Integrals durchgefiihrt wird und wobei eine Entfernung zwischen der Hologrammebene und
der Betrachtungsebene durch die Rekonstruktionsentfernung definiert ist

i) Bestimmen einer digitalen Phasenmaske auf der Basis der Phasenaberrationsfunktion und einer dritten
Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter, wobei die Pha-
senaberrationsfunktion die Verformung der Wellenfronten darstellt, die sich tUber die VergréRerungs- oder Ver-
kleinerungsoptik ausbreiten

j) digitales Korrigieren der Phasenaberrationsfunktion durch Berechnung der Multiplikation zwischen der digital
rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene und der digitalen Phasenmaske, um die digital korrigier-
te rekonstruierte Wellenfront in der Betrachtungsebene zu erhalten

k) Berechnen des Moduls oder des Quadrats des Moduls der digital korrigierten rekonstruierten Wellenfront in
der Betrachtungsebene, um von der Probe ein Amplitudenkontrastbild zu erhalten;

I) Berechnen des Arguments der digital korrigierten rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene, um
ein Bild des quantitativen Phasenkontrasts der Probe zu erhalten

m) Justieren der Rekonstruktionsparameter durch Ausfiihren einer iterativen Justierung mit einer Schleife, die
die Iteration der Schritte f), h), k), j) und I) involviert und zu der Bestimmung der prazisen Rekonstruktionspa-
rameter fuhrt.

2. Verfahren zur gleichzeitigen Abbildung der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts einer Pro-
be durch numerische Rekonstruktion eines digitalen Hologramms der Probe, resultierend aus der Interferenz
einer durch eine VergroRerungs- oder Verkleinerungsoptik hindurchlaufenden Objektwelle und einer Refe-
renzwelle und mit den folgenden Schritten:

a) Bereitstellen eines Hologramms der Probe unter Verwendung einer Beleuchtungsquelle;

b) Erfassen des Hologramms durch ein Bilderfassungssystem;

c) Digitalisieren des Hologramms mit einem Bilddigitalisierer, um ein digitales Hologramm zu erzeugen;
d) Ubertragen des digitalen Hologramms zu einem Computer oder zu einem Prozessor;
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e) Bestimmen und Definieren einer ersten Gruppe von Rekonstruktionsparametern als die Rekonstruktionsent-
fernung;

f) Berechnen einer digitalen rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene durch Berechnung des Beu-
gungsmusters des digitalen Historamms, wobei die Berechnung durch eine numerische Berechnung eines die
Beugung von Wellen in der skalaren Annaherung beschreibenden Integrals durchgefiihrt wird und wobei eine
Entfernung zwischen der Hologrammebene und der Betrachtungsebene durch die Rekonstruktionsentfernung
definiert ist;

g) Bestimmen einer digitalen Referenzwelle auf der Basis der Referenzwelle und einer zweiten Gruppe von
Rekonstruktionsparametern als Referenzwellenparameter;

h) Berechnen der Multiplikation zwischen der digitalen rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene
und der digitalen Referenzwelle, um die durch die Referenzwelle in der Betrachtungsebene induzierte Phasen-
erzerrung zu Korrigieren;

i) Bestimmen einer digitalen Phasenmaske auf der Basis der Phasenaberrationsfunktion und einer dritten
Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter, wobei die Pha-
senaberrationsfunktion die Verformung der Wellenfronten darstellt, die sich tUber die VergréRerungs- oder Ver-
kleinerungsoptik ausbreiten;

j) digitales Korrigieren der Phasenaberrationsfunktion durch Berechnung der Multiplikation zwischen der digi-
talen Phasenmaske und dem Ergebnis von Schritt h), um die digital korrigierte rekonstruierte Wellenfront in der
Betrachtungsebene zu erhalten;

k) Berechnen des Moduls oder des Quadrats des Moduls der digital korrigierten rekonstruierten Wellenfront in
der Betrachtungsebene, um von der Probe ein Amplitudenkontrastbild zu erhalten;

I) Berechnen des Arguments der digital korrigierten rekonstruierten Wellenfront in der Betrachtungsebene, um
ein Bild des quantitativen Phasenkontrasts der Probe zu erhalten;

m) Justieren der Rekonstruktionsparameter, umfassend:

A. die Messung der Rekonstruktionsparameter;

B. die iterative Justierung mit einer Schleife, die die Iteration der Schritte f), h), j), k) und |) involviert und zu der
Bestimmung der prazisen Rekonstruktionsparameter fihrt;

C. die experimentelle Justierung der Rekonstruktionsparameter;

D. die Analyse des digitalen Hologramms, um die Rekonstruktionsparameter direkt auszuwerten;

wobei jede Prozedur A, B, C, D als eine einzelne Prozedur oder in Kombination ausgefiihrt werden kann.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Schritt der Bestimmung einer digitalen Referenzwelle den
Schritt umfal3t, die Referenzwelle experimentell zu messen und zu digitalisieren, beispielsweise unter Verwen-
dung eines Referenzspiegels oder einer Metallperle in Nanometergrofle.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die digitale Phasenmaske experimentell gemessen wird, bei-
spielsweise unter Verwendung eines Referenzspiegels oder einer Metallperle in NanometergroRe.

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Schritt der Bestimmung einer digitalen Referenzwelle die folgen-
den Schritte umfalit:
— Bestimmen eines analytischen Ausdrucks einer Referenzwelle und Bestimmen und Definieren der zweiten
Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Referenzwellenparameter,
— Berechnen, iber den Computer, eines Arrays komplexer Zahlen als eine digitale Kopie der Referenzwelle,
als digitale Referenzwelle bezeichnet, wobei das Berechnen auf der Basis des analytischen Ausdrucks der Re-
ferenzwelle und auf der Basis der Referenzwellenparameter durchgefiihrt wird,
und wobei der Schritt der Bestimmung einer digitalen Phasenmaske die folgenden Schritte umfalfit:
— Bestimmen und Definieren eines analytischen Ausdrucks der Phasenaberrationsfunktion und Bestimmen
und Definieren der dritten Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Phasenaberrationsfunktionskorrektur-
parameter,
—Berechnen eines Arrays komplexer Zahlen, als die digitale Phasenmaske bezeichnet, die das komplexe Kon-
jugat der Phasenaberrationsfunktion in der Betrachtungsebene darstellt, wobei die Berechnung auf der Basis
des analytischen Ausdrucks der Phasenaberrationsfunktion und auf der Basis der Phasenaberrationsfunkti-
onskorrekturparameter ausgefihrt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Schritt der Bestimmung einer digitalen Referenzwelle die folgen-
den Schritte umfalf3t:
— Bestimmen eines analytischen Ausdrucks einer Referenzwelle und Bestimmen und Definieren der zweiten
Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Referenzwellenparameter,
— Berechnen eines Arrays komplexer Zahlen als eine digitale Kopie der Referenzwelle, als digitale Refe-
renzwelle bezeichnet, wobei das Berechnen auf der Basis eines analytischen Ausdrucks der Referenzwelle
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und auf der Basis der Referenzwellenparameter durchgefiihrt wird, und wobei der Schritt der Bestimmung ei-
ner digitalen Phasenmaske die folgenden Schritte umfalfit:

— Bestimmen und Definieren eines analytischen Ausdrucks der Phasenaberrationsfunktion und Bestimmen
und Definieren der dritten Gruppe von Rekonstruktionsparametern als Phasenaberrationsfunktionskorrektur-
parameter,

—Berechnen eines Arrays komplexer Zahlen, als die digitale Phasenmaske bezeichnet, die das komplexe Kon-
jugat der Phasenaberrationsfunktion in der Betrachtungsebene darstellt, wobei die Berechnung auf der Basis
des analytischen Ausdrucks der Phasenaberrationsfunktion und auf der Basis der Phasenaberrationsfunkti-
onskorrekturparameter ausgefihrt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Rekonstruktionsparameter eine Menge von Konstanten sind, die
dem Programm geliefert werden muissen, dall die numerische Rekonstruktion des digitalen Hologramms
durchfiihrt, und wobei die Konstanten dem Computer, der das Programm ausflihrt, von einem menschlichen
Bediener geliefert werden, beispielsweise auf der Basis einer vorausgegangenen Justierung oder durch eine
MeRvorrichtung, die mit dem Computer oder einem anderen Programm kommuniziert, das auf dem gleichen
oder auf einem anderen Rechner lauft.

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, mit der Anwendung von digitalen Bildverarbeitungsverfahren vor
und/oder nach der numerischen Rekonstruktion des digitalen Hologramms, wobei die Bildverarbeitungsverfah-
ren vor dem Schritt €) auf das digitale Hologramm und/oder nach Schritt k) und/oder nach Schritt I) fir die An-
spriche 1 und 2 auf das Amplitudenkontrastbild der Probe und/oder auf das Phasenkontrastbild angewendet
werden.

9. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm von einem aul3eraxialen Hologramm geliefert
wird, wobei die Richtungen der Ausbreitung der Referenz- und Objektwelle bei ihnrem Einfall auf die Ebene, wo
das Hologramm erzeugt wird, nicht parallel sind, wobei die Erfassung und Rekonstruktion eines auleraxialen
Hologramms die Trennung der Brechung nullter Ordnung, des Zwillingsbilds und des reellen Bilds gestattet,
die in der Betrachtungsebene separat betrachtet werden kénnen.

10. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm ein auf3eraxiales Hologramm ist und wobei
das digitale Hologramm vor Schritt €) durch ein Bildverarbeitungsverfahren verarbeitet wird, mit den folgenden
Schritten:

— Berechnen der zweidimensionalen diskreten Fourier-Transformation des digitalen Hologramms

— Finden der Raumfrequenzen, die den interferierenden Termen entsprechen, in der Fourier-Transformation
des digitalen Hologramms

— Berechnung der Multiplikation der Fourier-Transformation des Hologramms mit einer 2D-Funktion, die die
Raumfrequenzen eliminiert oder dampft, die den interferierenden Termen nicht entsprechen;

— Berechnen der diskreten inversen Fourier-Transformation.

11. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm durch Anwenden eines optischen Verfah-
rens raumlich gefiltert wird, einschliellich einer Kombination aus einer nichtlinearen Komponente und einem
4-f-System und einer fir die Hochpal¥filterung ausgelegten Maske.

12. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das die Beugung von Wellen in der skalaren Anndherung
beschreibende Integral das Fresnel-Kirchhoff Integral oder ein Rayleigh-Sommerfeld-Integral oder eine Anna-
herung dieser Integrale wie etwa ein Fresnel-Integral ist.

13. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die numerische Berechnung eines die Beugung von Wellen
in der skalaren Annaherung beschreibenden Integrals durch die numerische Berechnung einer diskreten For-
mulierung des Fresnel-Integrals durchgefiihrt wird, das als die Fresnel-Transformation bezeichnet wird und un-
ter Verwendung der folgenden Gleichungen berechnet wird:

F(mA& nAn) = Aexp{;;; l:mzA.,':'2 +n’An’ ]}
R

in
DFT| f(kAx,IA kiAx? + 1P Ay?
f( y)eXP{Mﬂ[ y ]}

wobei F(mAE, nAn) die diskrete Fresnel-Transformation der diskreten Funktion f(kAx, IAy) bezeichnet, F(mAGE,
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nAn) ein Array komplexer Zahlen ist, f(kAx, IAy) ein Array komplexer Zahlen oder ein Array reeller oder ganz-
zahliger Zahlen sein kann, A die Wellenlange der Beleuchtungsquelle, d; die Rekonstruktionsentfernung, A =
exp(i2mdg/N)/(iAdg) eine komplexe Konstante und k, A, m, n ganze Zahlen sind

—N,/2 <k, m < N,/2,

-N/2 <1, n<sNJ2,

wobei das Produkt N,xN, die Anzahl der Elemente von F(mAg, nAn) und von f(kAx, IAy) darstellt, DFT der Ope-
rator der diskreten Fourier-Transformation ist, der unter Verwendung eines Algorithmus der schnellen Fou-
rier-Transformation (FFT) berechnet werden kann, Ax und Ay die Abtastintervalle in der Hologrammebene sind
und wenn das Bilderfassungssystem und der Bilddigitalisierer ein rechteckiges Bild erzeugen, das N, Linien
entlang der Ox-Achse und N, Punkte pro Linie entlang der Oy-Achse enthalt,

L
AI=X};-}

L

=—‘v.
Ay N, J

wobei L, und L, die Abmessungen des digitalen Bilds sind oder in anderen Worten die Abmessungen der emp-
findlichen Oberflache des Bilderfassungssystems, entlang der Ox- bzw. der Oy-Achse und die Abtastintervalle
in der Betrachtungsebene 0&n durch A und An definiert sind und durch die folgenden Beziehungen zu Ax und
Ay, zu N, und N, und zu der Rekonstruktionsentfernung (dg) in Beziehung stehen:

Ad Ad

Af = R R
s Nax L,/

An= Ad, =ﬂ.dR

Nay L,

14. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm durch einen Aufbau geliefert wird, der ein
Fresnel-Hologramm liefert, bei dem die numerische Berechnung eines die Beugung von Wellen in der skalaren
Annaherung beschreibenden Integrals durch die numerische Berechnung einer Fresnel-Transformation aus-
gefuhrt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm durch einen Aufbau geliefert wird, der Fou-
rier-Hologramme liefert, bei dem die numerische Berechnung eines die Beugung von Wellen in der skalaren
Annaherung beschreibenden Integrals durch eine Fourier-Transformation ausgefiihrt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, bei dem das Hologramm der Probe unter Verwendung einer Refe-
renzwelle erzeugt wird, die durch Mittel hergestellt wird, die die Justierung der Weglange der Referenzwelle
gestatten.

17. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei eine Objektwelle durch eine Anordnung von Optikkomponen-
ten erzeugt wird, die ein vergroRertes oder ein verkleinertes Bild der Probe erzeugt.

18. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei Schritt b) durch Ausbreitung einer Kopie des Hologramms
Uber eines der folgenden optischen Mittel ausgefihrt wird: Eine Kombination von einer oder mehreren Linsen
und/oder einer Hopkins-Ubertragungsoptik, die in einem Endoskop verwendet wird, und/oder Gradientenin-
dexstaben und/oder optischen Fasern und/oder Biindeln von optischen Fasern und/oder Mehrkernfasern.

19. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei der Bilddigitalisierer zum Transformieren des Hologramms
in eine Form verwendet wird, die an den Computer oder einen Prozessor Ubertragen werden kann.

20. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei der analytische Ausdruck der digitalen Referenzwelle als
eine zweidimensionale Funktion komplexer Zahlen berechnet wird.

21. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Referenzwellenparameter als Parameter definiert und
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verwendet werden, die am analytischen Ausdruck der Referenzwelle beteiligt sind und fur die Definition der
digitalen Referenzwelle bendtigt werden.

22. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Referenzwelle eine ebene Welle einer gegebenen Wel-
lenldnge A ist und die digitale Referenzwelle R, (kAX, IAy) mit dem folgenden Ausdruck berechnet werden kann:

.2
R, (kAx,lAy) = 4, exp(x %(k,kmc + kylAy)) )

wobei k,, k, und A die Referenzwellenparameter, k, und k, zwei reelle Zahlen sind, die die Komponenten des

die Ausbreitungsrichtung der ebenen Welle definierenden normierten Wellenvektors darstellen, und A; eine re-
elle Zahl ist, die die Amplitude der Referenzwelle darstellt, und Ax und Ay die Abtastintervalle in der Holo-
grammebene sind.

23. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Referenzwelle eine Kugelwelle mit einer gegebenen Wel-
lenlange A ist und die digitale Referenzwelle R,(kAx, IAy) mit dem folgenden Ausdruck berechnet werden kann:

Ay
(Icz‘.\x--JcR)z +(1Ay-y,,)z +z,°

exp[i?:;i\/(kAx—Jn:,,)2 +(1ay -y, ) +sz)

wobei (Xg, Yr, Zr) die Koordinaten der Punktquelle bezuglich der Mitte der Hologrammebene Oxy sind und Ay
die Amplitude bei der Punktquelle ist.

R, (kAx,1Ay) =

24. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die digitale Referenzwelle R,(kAX, 1Ay) unter Verwendung
einer Kombination von Zernike-Polynomen berechnet wird.

25. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei der Wert der Rekonstruktionsentfernung justiert wird, um so
gut wie moglich der Entfernung oder der Lange des Lichtwegs zwischen der Probe und der Ebene zu entspre-
chen, wo das Hologramm erzeugt wird, wobei der Ausdruck ,so gut wie moglich" so zu verstehen ist, dalk er
eine beliebige oder alle der beschriebenen Prozeduren der Justierung der Rekonstruktionsparameter einhalt.

26. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Objektwelle durch eine VergroRerungs- oder eine Ver-
kleinerungsoptik geliefert wird und der Wert der Rekonstruktionsentfernung justiert wird, um so gut wie moglich
der Entfernung zwischen einem Bild der Probe und der Ebene zu entsprechen, wo das Hologramm erzeugt
wird, wobei der Ausdruck ,so gut wie mdglich" so zu verstehen ist, daR er eine beliebige oder alle der Proze-
duren der Justierung der Rekonstruktionsparameter einhalt.

27. Verfahren nach den Anspriichen 5 oder 6, wobei die Objektwelle durch eine VergréRerungs- oder eine
Verkleinerungsoptik bereitgestellt wird und eine Phasenverzerrung in der Betrachtungsebene erscheint und
folglich die digitale rekonstruierte Wellenfront in der Betrachtungsebene korrigiert werden muf3, um eine korri-
gierte Rekonstruktion des quantitativen Phasenkontrastbilds der Probe zu gestatten, wodurch der analytische
Ausdruck der Phasenaberrationsfunktion eine zweidimensionale Funktion komplexer Zahlen derart ist, dal} die
digitale Phasenmaske so gut wie moglich dem komplexen Konjugat der Phasenaberrationsfunktion in der Be-
trachtungsebene entspricht und wobei der Ausdruck ,so gut wie moglich" so zu verstehen ist, dal} er eine be-
liebige oder alle der Prozeduren der Justierung der Rekonstruktionsparameter einhalt.

28. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter Parame-
ter sind, die am analytischen Ausdruck der Phasenaberrationsfunktion beteiligt sind, wobei die Phasenaberrati-
onsfunktionskorrekturparameter derart justiert werden, dall die Multiplikation der rekonstruierten Wellenfront
in der Betrachtungsebene durch die digitale Phasenmaske die Phasenaberrationsfunktionen einschlief3lich
Aberrationen in der Betrachtungsebene so gut wie méglich korrigiert, wobei der Ausdruck ,so gut wie moglich"
so zu verstehen ist, dal} er eine beliebige oder alle der Prozeduren der Justierung der Rekonstruktionspara-
meter einhalt.

29. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Objektwelle von einer einzigen spharischen Linse als

eine Vergrofierungs- oder eine Verkleinerungsoptik bereitgestellt wird und die digitale Phasenmaske C(mAGg,
nAn) unter Verwendung des folgenden Ausdrucks berechnet werden kann:
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Clmag. )= exp{- (o) + o)

wobei A die Wellenlange der Beleuchtungsquelle, A¢ und An die Abtastintervalle in der Betrachtungsebene
sind und D der Phasenaberrationsfunktionskorrekturparameter ist, der von der Probe-Linse-Entfernung d, und
von der Linse-Bild-Entfernung d abhangt entsprechend

1_1(, d,

——— v—— - e

D d\ d)°

30. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die digitale Phasenmaske C(mAg, nAn) unter Verwendung
einer Kombination von Zernike-Polynomen berechnet wird, wobei die Phasenaberrationsfunktionskorrekturpa-
rameter die Zernike-Polynomkoeffizienten enthalten.

31. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter derart durch-
geflhrt wird, dal® das reelle Bild der Probe rekonstruiert wird.

32. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter derart durch-
geflhrt wird, da® das Zwillingsbild der Probe rekonstruiert wird.

33. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter durchgefiihrt
wird durch Messen der zugeordneten physikalischen Gré3en an dem flir die Hologrammerzeugung verwende-
ten Aufbau und wobei die Messung durch eine Vorrichtung durchgeflihrt werden kann, die mit dem Computer
kommuniziert.

34. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter iterativ durch
mehrmaliges Ausfuhren der numerischen Rekonstruktion des Hologramms in einer Schleife und Modifizieren
der Rekonstruktionsparameter zum Verbessern der Bildqualitat und/oder Plausibilitat ausgefihrt wird, wobei
die Schleife wiederholt wird, bis die Werte der Rekonstruktionsparameter ihre Konvergenzwerte erreicht ha-
ben.

35. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter durch Paral-
lelverschieben und/oder Drehen der Probe und/oder von Komponenten des fir die Erzeugung des Holo-
gramms verwendeten Aufbaus ausgefiihrt wird.

36. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Justierung der Rekonstruktionsparameter durch Analy-
sieren des digitalen Hologramms mit einem numerischen Verfahren ausgefihrt wird.

37. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Bild des Amplitudenkontrasts und das Bild des quanti-
tativen Phasenkontrasts gleichzeitig rekonstruiert werden und zwei verschiedene Darstellungen der gleichen
Probe zum gleichen Zeitpunkt sind.

38. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei der quantitative Phasenkontrast berechnet und fir quantita-
tive Messungen von optischen Eigenschaften und/oder strukturellen Informationen verwendet wird, beispiels-
weise Brechungsindexmessungen oder Dickemessungen.

39. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei mit dem Ziel, die Topographie der Probe festzustellen, die
Oberflachenhdhe aus dem quantitativen Phasenkontrast an jedem Punkt der Oberflache der Probe berechnet
wird.

40. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei mit dem Ziel, das Profil der Oberflache der Probe festzustel-
len, die Oberflachenhdhe aus dem quantitativen Phasenkontrast an jedem Punkt der Linie berechnet wird, ent-
lang derer das Profil gezeichnet ist.

41. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Bilderfassungssystem eine Echtzeitbilderfassung liefert
und wobei die numerische Rekonstruktion der erfaRten digitalen Hologramme sofort nach der Bilderfassung
ausgefihrt wird, um die Abbildung der Amplitude und des quantitativen Phasenkontrasts in Echtzeit zu gestat-
ten.
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42. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Beleuchtungsquelle eine Beleuchtungsquelle mit gerin-
ger Koharenz oder eine gepulste Beleuchtungsquelle ist und wobei das Hologramm mit dem Licht erzeugt wird,
das von einem ausgewahlten Schnitt in einer halbtransparenten Probe reflektiert wird und wobei die Refe-
renzwelle durch Mittel bereitgestellt wird, die die Justierung der Weglange der Referenzwelle gestatten und so-
mit ein Mittel zum Auswahlen der Tiefe des Schnitts liefern.

43. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Objektwelle und die Referenzwelle die gleiche Wellen-
lange aufweisen, um eine Homodyndetektion des Hologramms durchzufiihren.

44. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei mindestens die Referenzwelle oder die Objektwelle durch
Mittel bereitgestellt werden, die mindestens die Wellenlange, die Amplitude, die Frequenz, die Polarisation, die
Phase oder die optische Weglange der Wellen modifizieren.

45. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei mindestens die Referenzwelle oder die Objektwelle mit Mit-
teln bereitgestellt werden, die verschiedene Wellenlangen oder Frequenzen fir die Objektwelle und fir die Re-
ferenzwelle produzieren, um eine Heterodyndetektion des Hologramms zu erzielen.

46. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm durch einen Aufbau bereitgestellt wird, der
so ausgelegt ist, daf’ er ein In-line- oder Gabor-Hologramm erzeugt.

47. Verfahren, bei dem eine Menge von Hologrammen des gleichen Musters gemaf dem Verfahren einer
der unabhangigen Anspriiche 1 oder 2 erzeugt, erfallt und rekonstruiert wird.

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe in einer Reflexi-
onsgeometrie flr verschiedene Orientierungen der Probe aufgezeichnet wird und wobei die Informationsinhal-
te der Bilder mit rekonstruiertem Amplitudenkontrast und der Bilder mit quantitativem Phasenkontrast entspre-
chend den verschiedenen Orientierungen der Probe dazu verwendet werden kénnen, um eine berechnete
dreidimensionale Kopie der Probe aufzubauen.

49. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe in einer Trans-
missionsgeometrie fir verschiedene Orientierungen der Probe aufgezeichnet wird und wobei die Informations-
inhalte der Bilder mit rekonstruiertem Amplitudenkontrast und der Bilder mit quantitativem Phasenkontrast ent-
sprechend den verschiedenen Orientierungen der Probe dazu verwendet werden kdnnen, um eine berechnete
dreidimensionale Tomographie der Probe aufzubauen.

50. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe fiir verschiedene
Wellenlangen der Beleuchtungsquelle oder mit verschiedenen Beleuchtungsquellen mit verschiedenen Wel-
lenlangen aufgezeichnet wird und wobei der Informationsinhalt der Bilder mit rekonstruiertem Amplitudenkon-
trast und der Bilder mit quantitativem Phasenkontrast entsprechend den verschiedenen Wellenlangen fur
spektroskopische Untersuchungen der dreidimensionalen Probe verwendet werden kénnen.

51. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe fiir verschiedene
Wellenlangen der Beleuchtungsquelle oder mit verschiedenen Beleuchtungsquellen mit verschiedenen Wel-
lenlangen aufgezeichnet wird und wobei die Daten entsprechend den verschiedenen Hologrammen verknupft
werden, um eine dreidimensionale Konformation der Probe durch Berechnen der 3D-Fourier-Transformation
oder der kombinierten 1D-Fourier-2D-Fresnel-Transformation der Menge von Hologrammen zu erhalten.

52. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Probe halbtransparent ist und wobei die Menge von Hologram-
men der gleichen Probe in einer Transmissionsgeometrie fiir verschiedene Wellenlangen der Beleuchtungs-
quelle oder mit verschiedenen Beleuchtungsquellen mit verschiedenen Wellenlangen aufgezeichnet wird und
wobei ein das Verhalten des Brechungsindexes als Funktion der Wellenlange beschreibendes Modell verwen-
det wird, um die dreidimensionale Verteilung des Brechungsindexes und/oder der Dicke der Probe auf der Ba-
sis der Daten entsprechend den verschiedenen Wellenlangen zu messen.

53. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe mit verschiede-
nen aufleraxialen Geometrien aufgezeichnet wird, beispielsweise mit verschiedenen Orientierungen eines
Spiegels, der die Referenzwelle reflektiert, so dal die rekonstruierten Bilder an verschiedenen Stellen der Be-
trachtungsebene erscheinen und die Probe zu verschiedenen Zeitpunkten darstellen.

54. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe mit verschiede-
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nen Polarisationszustanden der Referenzwelle aufgezeichnet wird, beispielsweise mit einer anderen Orientie-
rung einer linear polarisierten Referenzwelle, und wobei den verschiedenen Polarisationszustanden der Refe-
renzwelle entsprechende rekonstruierte Bilder dazu verwendet werden kdnnen, die Doppelbrechung, den Di-
chroismus des streuenden Verhaltens der Probe zu untersuchen.

55. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe zu verschiede-
nen Zeitpunkten aufgezeichnet wird und wobei den verschiedenen Zeitpunkten entsprechende rekonstruierte
Bilder dazu verwendet werden, eine Computervideoanimation zu erstellen und eine Verformung der Probe und
eine Bewegung der Probe und eine Modifikation der optischen Eigenschaften der Probe zu Gberwachen.

56. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen zu verschiedenen Zeitpunkten mit
der gleichen Probe aufgezeichnet wird, die iber die Zeit hinweg transformiert worden sein kann und wobei den
verschiedenen Zeitpunkten entsprechende rekonstruierte Bilder dazu verwendet werden, eine Computervide-
oanimation zu erstellen.

57. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Menge von Hologrammen der gleichen Probe unter Verwen-
dung mehrerer Bilderfassungssysteme und eines entsprechenden Aufbaus aufgezeichnet wird, wobei entspre-
chende rekonstruierte Bilder die Probe mit verschiedenen Richtungen von Betrachtungen zu verschiedenen
Zeitpunkten darstellen.

58. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Probe mehrere deutlich unterscheidbare Objekte enthalt,
die an verschiedenen Stellen in einem dreidimensionalen Volumen liegen.

59. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung von mehreren Refe-
renzwellen hergestellt wird.

60. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung einer Referenzwelle und
mehrerer Objektwellen hergestellt wird.

61. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung mehrerer Referenzwellen
und mehrerer Objektwellen hergestellt wird.

62. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung von zwei Referenzwellen
mit gekreuzten Polarisationen und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen und einer Objektwelle hergestellt
wird.

63. Verfahren nach Anspruch 55, wobei die Probe mehrere deutlich unterscheidbare Objekte enthalt, die
an verschiedenen Stellen in einem dreidimensionalen Volumen liegen.

64. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Probe mehrere deutlich unterscheidbare Objekte enthalt, die
an verschiedenen Stellen in einem dreidimensionalen Volumen liegen.

65. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung einer Referenzwelle und
von zwei Objektwellen mit gekreuzten Polarisationen und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen hergestellt
wird.

66. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hologramm unter Verwendung von zwei Referenzwellen
mit gekreuzter Polarisation und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen und zwei Objektwellen mit gekreuzter
Polarisation und verschiedenen Ausbreitungsrichtungen hergestellt wird.

67. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei eine synchronisierte Serie von Objektwellen mit einer Serie
von Referenzwellen unter Ausbildung eines einzelnen Hologramms interferiert und wobei die Bilder der rekon-
struierten Amplitude und des Phasenkontrasts die zeitliche Entwicklung des Objekts an verschiedenen Stellen
der Betrachtungsebene liefern, um die Untersuchung der Objektanderungen bei der Modifizierung eines exter-
nen Parameters in einer schnellen Zeitsequenz zu gestatten.

68. Verfahren nach Anspruch 6, wobei das Hologramm ein auf3eraxiales Hologramm ist, das mit einem auf
das Bilderfassungssystem fokussierten Bild der Probe aufgezeichnet wird und wobei das digitale Hologramm
vor Schritt €) Uber ein Bildverarbeitungsverfahren verarbeitet werden kann, mit den folgenden Schritten:

— Berechnen der zweidimensionalen diskreten Fourier-Transformation des digitalen Hologramms;
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— Finden der Raumfrequenzen, die einem der interferierenden Terme entsprechen, in der Fourier-Transforma-
tion des digitalen Hologrammes;

— Berechnung der Multiplikation der Fourier-Transformation des digitalen Hologramms mit einer 2D-Funktion,
die alle Raumfrequenzen auler jenen des ausgewahlten Interferenzterms eliminiert oder dampft;

— Parallelverschieben der Raumfrequenzen des ausgewabhlten Interferenzterms in die Mitte der Fourier-Trans-
formation des digitalen Hologramms;

— Berechnen der diskreten inversen Fourier-Transformation.

69. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das digitale Hologramm vor Schritt €) digital verarbeitet wird,
um eine Apodisation seiner Blende durchzufihren, um die Fluktuationen der Amplitude oder Intensitat und der
Phase der numerisch rekonstruierten Wellenfront zu reduzieren.

70. Numerisches holographisches Teleskop oder digitales holographisches Teleskop fiir die gleichzeitige
Abbildung der Amplitude und des Phasenkontrasts eines Objekts, das folgendes umfalit: eine Beleuchtungs-
quelle, optische Komponenten, die Licht von der mindestens einen Beleuchtungsquelle zum Objekt und zu
mindestens einem Bilddetektor oder mindestens einer Kamera leiten, und mindestens ein Bilderfassungssys-
tem und mindestens eine mit dem Bilderfassungssystem verbundene Bildverarbeitungseinheit, wobei das Bil-
derfassungssystem und die Bildverarbeitungseinheit so ausgelegt sind, daf} sie das Verfahren der Anspriiche
1 bis 69 ausfiihren.

71. Numerisches holographisches Mikroskop oder digitales holographisches Mikroskop flr die gleichzeiti-
ge Abbildung der Amplitude und des Phasenkontrasts eines Objekts, das folgendes umfalit: eine Beleuch-
tungsquelle, optische Komponenten, die Licht von der mindestens einen Beleuchtungsquelle zum Objekt und
zu mindestens einem Bilddetektor oder mindestens einer Kamera leiten, mindestens ein Bilderfassungssystem
und mindestens eine mit dem Bilderfassungssystem verbundene Bildverarbeitungseinheit, wobei das Bilder-
fassungssystem und die Bildverarbeitungseinheit so ausgelegt sind, da® sie das Verfahren der Anspriche 1
bis 69 ausflihren.

72. Numerisches holographisches Endoskop oder digitales holographisches Endoskop fir die gleichzeitige
Abbildung der Amplitude und des Phasenkontrasts eines Objekts, das folgendes umfalit: eine Beleuchtungs-
quelle, optische Komponenten, die Licht von der mindestens einen Beleuchtungsquelle zum Objekt und zu
mindestens einem Bilddetektor oder mindestens einer Kamera leiten, mindestens ein Bilderfassungssystem
und mindestens eine mit dem Bilderfassungssystem verbundene Bildverarbeitungseinheit, wobei das Bilder-
fassungssystem und die Bildverarbeitungseinheit so ausgelegt sind, dal® sie das Verfahren der Anspriche 1
bis 69 ausfuhren.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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