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(57) Abstract: The invention relates to a system (90) comprising a microscope (100) which has: an illumination module (111); a sample
holder (113); a detector (114); and an imaging optical unit (112) located between the sample holder (113) and the detector (114).
The system also comprises at least one computing unit (115) which is designed to control the illumination module (111) in order to
illuminate a sample object (390) with light from a plurality of illumination directions (700-703, 381, 382), and to control the detector
(114) in order to to capture images which each correspond to one of the plurality of illumination directions (700-703, 381, 382). The
system also comprises an absorption filter (800) which is located in the imaging optical unit (112) and which has an absorption rate
(810) which depends on the location.

(57) Zusammenfassung: Ein System (90) umfasst ein Mikroskop (100) mit einem Beleuchtungsmodul (111), einem Probenhalter
(113), einem Detektor (114) und einer zwischen dem Probenhalter (113) und dem Detektor (114) angeordneten Abbildungsoptik (112).
Das System umfasst auch mindestens eine Recheneinheit (115), die eingerichtet ist, um das Beleuchtungsmodul (111) anzusteuern,
um ein Probenobjekt (390) mit Licht aus mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381, 382) zu beleuchten, und um den Detektor
(114) anzusteuern, um Bilder zu erfassen, die jeweils einer der mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381, 382)entsprechen.
Das System umfasst ferner einen Absorptionsfilter (800), der in der Abbildungsoptik (112) angeordnet ist und der eine ortsabhingige
Absorptionsrate (810) aufweist.
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Winkelvariable Beleuchtung zur Phasenkontrast-Bildgebung mit

Absorptionsfilter

TECHNISCHES GEBIET

Verschiedene Beispiele der Erfindung betreffen im Allgemeinen ein System
umfassend ein Mikroskop und mindestens eine Recheneinheit. Dabei umfasst das
Mikroskop ein Beleuchtungsmodul, welches eingerichtet ist, um ein Probenobjekt mit
Licht aus mehreren Beleuchtungsrichtungen zu beleuchten. Mittels der
Recheneinheit kann eine digitale Nachbearbeitung durchgefuhrt werden, um ein
Ergebnisbild mit maRgeschneidertem Kontrast zu erhalten. Die Erfindung betrifft
insbesondere die Verwendung eines Absorptionsfilters, der in einer Abbildungsoptik

des Mikroskops angeordnet ist.

HINTERGRUND

In der optischen Bildgebung von Probenobjekten kann es haufig erstrebenswert sein,
ein sogenanntes Phasenkontrastbild des Probenobjekts zu erzeugen. In einem
Phasenkontrastbild ist zumindest ein Teil des Bildkontrasts durch eine
Phasenverschiebung des Lichts durch das abgebildete Probenobjekt bedingt. Damit
kénnen insbesondere solche Probenobjekte mit vergleichsweise hohem Kontrast
abgebildet werden, die keine oder nur eine geringe Schwéachung der Amplitude
bewirken, jedoch eine signifikante Phasenverschiebung; solche Probenobjekte
werden oftmals auch als Phasenobjekte bezeichnet. Typischerweise kénnen
biologische Proben als Probenobjekt in einem Mikroskop eine vergleichsweise
grél3ere Phasenanderung als Amplitudenanderung des elektromagnetischen Felds

bewirken.

Es sind verschiedene Techniken zur Phasenkontrast-Bildgebung bekannt, etwa die
Dunkelfeldbeleuchtung, die schiefe Beleuchtung, der differenzielle

Interferenzkontrast (DIC) oder auch der Zernike-Phasenkontrast.

Solche vorgenannten Techniken weisen diverse Nachteile oder Einschrankungen

auf. Oftmals kann es erforderlich sein, zuséatzliche optische Elemente zwischen
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Probe und Detektor im Bereich der sogenannten Abbildungsoptik bereitzustellen, um
die Phasenkontrast-Bildgebung zu ermdglichen. Daraus kénnen konstruktive
Einschrankungen resultieren. Weiterhin kénnen applikative Einschrankungen
bestehen: Zum Beispiel kann die Fluoreszenz-Bildgebung durch Vorsehen der

zusatzlichen optischen Elemente erschwert werden.

Es sind auch Techniken bekannt, bei denen mittels sog. winkelvariabler Beleuchtung
ein Phasenkontrast erzielt werden kann. Dabei soll winkelvariable Beleuchtung im
Zusammenhang mit der vorliegenden Offenbarung eine Technik bezeichnen, bei der
das Probenobjekt vollflachig mit unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien
beleuchtet werden kann, d.h. insbesondere aus unterschiedlichen
Beleuchtungsrichtungen. Eine Beleuchtungsgeometrie wird durch ein oder mehrere

Beleuchtungsrichtungen implementiert.

Ein erstes Beispiel von Techniken, die mittels winkelvariabler Beleuchtung ein Bild
mit Phasenkontrast erzielen kénnen, ist in DE 10 2014 112 242 A1 offenbart. Siehe
auch: Tian, Lei, and Laura Waller. "3D intensity and phase imaging from light field
measurements in an LED array microscope." optica 2.2 (2015): 104-111. Solche
Techniken weisen jedoch bestimmte Einschrankungen auf. Beispielsweise wurde es
beobachtet, dass bei solchen Techniken die Starke des Phasenkontrasts abnimmt,
wenn die numerische Detektorapertur gréf3er ist, als die numerische
Beleuchtungsapertur. Andererseits kann es aber im Zusammenhang mit der
hochaufldsenden Bildgebung erstrebenswert sein, wenn eine gréf3ere numerische

Detektorapertur verwendet wird.

KURZE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Deshalb besteht ein Bedarf fur verbesserte Techniken zur Phasenkontrast-
Bildgebung. Insbesondere besteht ein Bedarf fur Techniken zur Phasenkontrast-
Bildgebung, die zumindest einige der oben genannten Nachteile und

Beschrankungen beheben.

Diese Aufgabe wird von den Merkmalen der unabhangigen Patentanspruiiche gelést.

Die Merkmale der abhangigen Patentanspriche definieren Ausfuhrungsformen.
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In einem Beispiel umfasst ein System ein Mikroskop. Das Mikroskop weist ein
Beleuchtungsmodul, einen Probenhalter und einen Detektor auf. Das Mikroskop
weist auch eine Abbildungsoptik auf, die zwischen dem Detektor und dem
Probenhalter angeordnet ist. Aullerdem umfasst das System auch mindestens eine
Recheneinheit. Dabei ist die mindestens eine Recheneinheit eingerichtet, um das
Beleuchtungsmodul anzusteuern, um ein Probenobjekt mit Licht aus mehreren
Beleuchtungsrichtungen zu beleuchten. Aul3erdem ist die mindestens eine
Recheneinheit auch eingerichtet, um den Detektor anzusteuern, um Bilder zu
erfassen. Dabei entsprechen die Bilder jeweils einer der mehreren
Beleuchtungsrichtungen. Das System umfasst ferner einen Absorptionsfilter. Dieser
ist in der Abbildungsoptik angeordnet. Der Absorptionsfilter weist eine ortsabhangige

Absorptionsrate auf.

Es ist moglich, dass die Beleuchtungsrichtungen unterschiedliche
Beleuchtungsgeometrien implementieren. Dabei kann eine Beleuchtungsgeometrie

jeweils durch ein oder mehrere Beleuchtungsrichtungen ausgebildet sein.

Solche Techniken kénnen entsprechend auch als winkelvariable Beleuchtung
bezeichnet werden, weil jeweils unterschiedliche Beleuchtungsgeometrien zur
vollflachigen Beleuchtung des Probenobjekts bzw. des Probenhalters eingesetzt

werden.

Durch die Verwendung unterschiedlicher Beleuchtungsrichtungen bzw.
unterschiedlicher Beleuchtungsgeometrien kénnen die entsprechenden Bilder
unterschiedliche Kontraste aufweisen. Insbesondere kénnen bei Phasenobjekten die
Bilder unterschiedliche Kontraste aufweisen. Dann ist es moéglich, durch Kombination

der Bilder ein Ergebnisbild mit einem Phasenkontrast zu erzeugen.

Beispielsweise kénnte in diesem Zusammenhang die mindestens eine Recheneinheit
weiterhin eingerichtet sein, um die Bilder zum Erhalten des Ergebnisbilds
miteinander zu kombinieren. Das Ergebnisbild kann einen Phasenkontrast
aufweisen. Dabei kénnen — je nach Art der Kombination — unterschiedliche

Phasenkontraste erzielt werden, z.B. nicht-quantitative Phasenkontraste oder ein



10

15

20

25

30

WO 2020/144228 4 PCT/EP2020/050307

Phasengradientenkontrast aufweisen. Entsprechende Techniken sind unter anderem
offenbart in: DE 10 2014 112 242 A1 und DE 10 2017 108 873 A1.

Durch die Verwendung des Absorptionsfilters kann eine besonders hohe Bildqualitat
erzielt werden. Zum Beispiel kann in manchen Beispielen der Phasenkontrast, wie
beispielsweise der Phasengradienten-Kontrast, besonders stark ausgebildet werden.
Dies bedeutet, dass auch ein kleiner Phasenversatz durch das Probenobjekt einen
grol3en Wert fur den Phasenkontrast im Ergebnisbild bewirken kann. Durch die
Verwendung des Absorptionsfilters kann es aulierdem méglich sein, eine
numerische Detektorapertur der Abbildungsoptik flexibel zu dimensionieren.
Insbesondere kénnen vergleichsweise grolde numerische Detektoraperturen
verwendet werden. Insbesondere kénnte die numerische Detektorapertur gréer
gewahlt werden als eine numerische Beleuchtungsapertur des Beleuchtungsmoduls.
Dabei kann die Verwendung einer grol3en numerischen Detektorapertur eine hohe

Qualitat fur die erfassten Bilder und damit auch fur das Ergebnisbild bewirken.

Ein Verfahren umfasst das Ansteuern eines Beleuchtungsmodulseines Mikroskops,
um ein Probenobjekt auf einem Probenhalter des Mikroskops mit Licht aus mehreren
Beleuchtungsrichtungen zu beleuchten. Das Verfahren umfasst aulerdem das
Ansteuern eines Detektors des Mikroskops, um Bilder zu erfassen, die jewells einer
der mehreren Beleuchtungsrichtungen entsprechen. Ein Absorptionsfilter mit einer
ortsabhangigen Absorptionsrate ist in einer Abbildungsoptik des Mikroskops

angeordnet.

Ein Computer-Programm oder ein Computer-Programmprodukt oder ein
computerlesbares Speichermedium umfasst Programmcode. Der Programmcode
kann von einer Recheneinheit ausgefuhrt werden, um ein Verfahren auszufthren.
Das Verfahren umfasst das Ansteuern eines Beleuchtungsmodulseines Mikroskops,
um ein Probenobjekt auf einem Probenhalter des Mikroskops mit Licht aus mehreren
Beleuchtungsrichtungen zu beleuchten. Das Verfahren umfasst aulerdem das
Ansteuern eines Detektors des Mikroskops, um Bilder zu erfassen, die jewells einer
der mehreren Beleuchtungsrichtungen entsprechen. Ein Absorptionsfilter mit einer
ortsabhangigen Absorptionsrate ist in einer Abbildungsoptik des Mikroskops

angeordnet.
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KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

FIG. 1 illustriert schematisch ein System gemanr verschiedener Beispiele, welches

ein Mikroskop sowie eine Recheneinheit umfasst.

FIG. 2 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens.

FIG. 3 illustriert schematisch ein beispielhaftes Beleuchtungsmodul des Mikroskops,

welches fur die winkelvariable Beleuchtung eingerichtet ist.

FIG. 4 illustriert schematisch eine Beleuchtungsgeometrie, die gemar verschiedener
Beispiele im Zusammenhang mit der winkelvariablen Beleuchtung verwendet werden

kann.

FIG. 5 illustriert schematisch die winkelvariable Beleuchtung eines Probenobjekts,

welches keinen Phasenversatz bewirkt, gemaf verschiedener Beispiele.

FIG. 6 illustriert schematisch die winkelvariable Beleuchtung eines Probenobjekts,

welches einen Phasenversatz bewirkt, gemaf verschiedener Beispiele.

FIG. 7 illustriert schematisch die winkelvariable Beleuchtung eines Probenobjekts,
welches einen Phasenversatz bewirkt, geman verschiedener Beispiele, wobei in FIG.
7 eine numerische Detektorapertur grofRer ist als eine numerische

Beleuchtungsapertur.

FIG. 8 illustriert schematisch die winkelvariable Beleuchtung eines Probenobjekts,
welches einen Phasenversatz bewirkt, geman verschiedener Beispiele, wobei in FIG.
8 eine numerische Detektorapertur grofRer ist als eine numerische
Beleuchtungsapertur und wobei ein Absorptionsfilter in der Abbildungsoptik des

Mikroskops verwendet wird.

FIG. 9 illustriert schematisch den Verlauf einer Absorptionsrate des Absorptionsfilters

gemal verschiedener Beispiele.
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FIG. 10 illustriert schematisch den Verlauf einer Absorptionsrate des

Absorptionsfilters gemal verschiedener Beispiele.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG VON AUSFUHRUNGSFORMEN

Die oben beschriebenen Eigenschaften, Merkmale und Vorteile dieser Erfindung
sowie die Art und Weise, wie diese erreicht werden, werden klarer und deutlicher
verstandlich im Zusammenhang mit der folgenden Beschreibung der
Ausfuhrungsbeispiele, die im Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert

werden.

In den Figuren bezeichnen gleiche Bezugszeichen gleiche oder ahnliche Elemente.
Die Figuren sind schematische Reprasentationen verschiedener Ausfuhrungsformen
der Erfindung. In den Figuren dargestellte Elemente sind nicht notwendigerweise
malistabsgetreu dargestellt. Vielmehr sind die verschiedenen in den Figuren
dargestellten Elemente derart wiedergegeben, dass ihre Funktion und genereller
Zweck dem Fachmann verstandlich wird. In den Figuren dargestellte Verbindungen
und Kopplungen zwischen funktionellen Einheiten und Elementen kédnnen auch als
indirekte Verbindung oder Kopplung implementiert werden. Eine Verbindung oder
Kopplung kann drahtgebunden oder drahtlos implementiert sein. Funktionale
Einheiten kénnen als Hardware, Software oder eine Kombination aus Hardware und

Software implementiert werden.

Nachfolgend werden Techniken beschrieben, um Bilder mittels eines Mikroskops zu
erfassen. Dabei umfasst das Mikroskop ein Beleuchtungsmodul, einen Probenhailter,

eine Abbildungsoptik sowie einen Detektor.

Nachfolgend werden Techniken beschrieben, um ein Ergebnisbild mit
malgeschneidertem Kontrast zu bestimmen. Beispielsweise kann das Ergebnisbild
ein Phasenobjekt mit einem Phasenkontrast abbilden. Dabei muss der
Phasenkontrast nicht notwendigerweise quantitativ ausgebildet sein, sondern kann
im Allgemeinen auch qualitativ ausgebildet sein. Dies bedeutet, dass der Kontrast

nicht eins zu eins die Phase des Probenobjekts wiedergeben muss. In manchen
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Beispielen kénnte zum Beispiel ein Phasengradientenkontrast verwendet werden, d.

h. der Kontrast kénnte die Anderung der Phase indizieren.

Die hierin beschriebenen Techniken ermdglichen es, das Ergebnisbild durch digitale
Nachbearbeitung von ein oder mehreren Bildern eines Probenobjekts zu bestimmen.
Beispielsweise wéare es mdéglich, dass das eine oder die mehreren Bilder des

Probenobjekts Intensitatsbilder sind, die selbst keinen Phasenkontrast aufweisen.

Das eine oder die mehreren Bilder des Probenobjekts kénnen mit unterschiedlichen
Beleuchtungsgeometrien assoziiert sein. Dies bedeutet, dass das eine oder die
mehreren Bilder jeweils bei gleichzeitiger Beleuchtung des Probenobjekts mittels
einer entsprechenden Beleuchtungsgeometrie durch einen Detektor erfasst werden

kénnen. Dies wird auch als winkelvariable Beleuchtung bezeichnet.

Die unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien kénnen beispielsweise mit
unterschiedlichen Beleuchtungsrichtungen assoziiert sein. Die unterschiedlichen
Beleuchtungsgeometrien bzw. assoziierte unterschiedliche Bilder kénnen durch Zeit-
Multiplexen oder Frequenz-Multiplexen voneinander getrennt werden. Es ware auch
eine Trennung mittels unterschiedlicher Polarisationen méglich. Die
Beleuchtungsgeometrien kénnen eine Richtungsabhangigkeit aufweisen.
Beispielsweise kénnen die Beleuchtungsgeometrien einen Gradienten der
Beleuchtungsstéarke entlang einer oder mehrerer Raumrichtungen aufweisen. Zum
Beispiel kénnte die Beleuchtungsstarke stufenférmig entlang einer Raumrichtung
variieren, etwa zwischen Null und einem endlichen Wert oder zwischen zwei

unterschiedlichen endlichen Werten.

Beispielsweise kann das Probenobjekt ein Phasenobjekt umfassen, beispielsweise
eine Zelle oder eine Zellkultur, etc. Das Probenobjekt kann a-priori unbekannt sein,
d.h. es kénnen unterschiedliche Probenobjekte durch den Probenhalter fixiert
werden. Das Probenobjekt kénnte auch fur das verwendete Licht nicht-
lichtdurchlassig sein. Je nach Art des Probenobjekts kann es erstrebenswert sein,
das Beleuchtungsmodul und den Detektor in Auflichtgeometrie oder

Durchlichtgeometrie zu betreiben.
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Gemal verschiedener Beispiele wird zur Steigerung der Starke des Phasenkontrasts
ein Absorptionsfilter verwendet, der in der Abbildungsoptik des Mikroskops
angeordnet ist. Der Absorptionsfilter weist dazu eine ortsabhangige Absorptionsrate
auf, die als Funktion der lateralen Positionen senkrecht zur optischen Achse des

Mikroskops variiert.

FIG. 1 illustriert ein beispielhaftes optisches System 90. Beispielsweise konnte das
optische System 90 ein Mikroskop 100 umfassen, zum Beispiel ein Lichtmikroskop in

Durchlichtgeometrie oder aber in Auflichtgeometrie.

Mittels des Mikroskops 100 kann es méglich sein, kleine Strukturen eines auf einem

Probenhalter 113 fixierten Messobjekts bzw. Probenobjekts vergréert darzustellen.

Das Mikroskop 100 umfasst dazu ein Beleuchtungsmodul 111. Das
Beleuchtungsmodul 111 kann eingerichtet sein, um einen Probenhalter 113

vollflachig zu beleuchten, jeweils mit unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien.

Die vollflachige Beleuchtung kann bedeuten, dass die Beleuchtungsstarke im
Bereich des Probenobjekts bzw. der Probenhalter 113 nicht signifikant variiert. Dies
unterscheidet die hierin beschriebenen Techniken von einer strukturierten

Beleuchtung mit einem Beleuchtungsmuster.

Das Beleuchtungsmodul 111 weist eine numerische Beleuchtungsapertur auf. Die
numerische Beleuchtungsapertur definiert denjenigen Bereich, aus welchem Licht

auf ein Probenobjekt eingestrahlt werden kann.

Aullerdem umfasst das Mikroskop 100 eine Abbildungsoptik 112 (manchmal auch
als Objektiv oder Detektoroptik bezeichnet), die eingerichtet ist, um ein Abbild des
Messobjekts auf einer Detektorflache eines Detektors 114 zu erzeugen. Eine
numerische Detektorapertur der Abbildungsoptik 112 kann eine Hellfeld-Bildgebung
und/oder eine Dunkelfeld-Bildgebung erméglichen, zum Beispiel je nach verwendeter

Beleuchtungsgeometrie.
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Im Beispiel der FIG. 1 ist das Beleuchtungsmodul 111 eingerichtet, um eine
winkelvariable Beleuchtung des Messobjekts zu erméglichen. Dies bedeutet, dass
mittels des Beleuchtungsmoduls 111 unterschiedliche Beleuchtungsgeometrien des
zur Beleuchtung des Messobjekts verwendeten Lichts implementiert werden kénnen.
Die unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien kénnen jeweils eine oder mehrere

Ruckbeleuchtungsrichtungen bzw. Beleuchtungswinkel umfassen.

Dabei sind in den verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen unterschiedliche
Hardware-Implementierungen maéglich, um die unterschiedlichen
Beleuchtungsgeometrien bereitzustellen. Beispielsweise kénnte das
Beleuchtungsmodul 111 mehrere einstellbare Lichtquellen umfassen, die eingerichtet
sind, um lokal Licht zu modifizieren und/oder zu erzeugen (in FIG. 1 sind die

Lichtquellen nicht dargestellt).

Eine Recheneinheit 115 des optischen Systems 90 kann das Beleuchtungsmodul
111 bzw. die Lichtquellen ansteuern. Beispielsweise kénnte die Recheneinheit 115
als Mikroprozessor oder Mikrocontroller implementiert sein. Alternativ oder zuséatzlich
kénnte die Recheneinheit 115 beispielsweise einen FPGA oder ASIC umfassen. Die
Recheneinheit 115 kann alternativ oder zusatzlich auch der Probenhalter 113, die
Abbildungsoptik 112 und/oder den Detektor 114 ansteuern bzw. auslesen. Die
Recheneinheit 115 kann auch Rechenoperationen im Zusammenhang mit der
digitalen Nachbearbeitung von mittels des Detektors 114 erfassten Bildern

durchfuhren.

In manchen Beispielen ist es méglich, dass die Recheneinheit 115 in ein Gehause
des Mikroskops 100 integriert ist. In anderen Beispielen wére es aber auch méglich,
dass die Recheneinheit 115 extern vom Mikroskop 100 vorgesehen ist.
Beispielsweise kénnte die Recheneinheit 115 durch ein entsprechendes

Computerprogramm, das auf einem PC ausgefuhrt wird, implementiert sein.

FIG. 2 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens. Beispielsweise kénnte
das Verfahren gemaf FIG. 2 von der Recheneinheit 115 aus FIG. 1 ausgefuhrt

werden. Das Verfahren nach FIG. 2 erméglicht es, ein Ergebnisbild mit
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Phasenkontrast zu erzeugen, indem eine winkelvariable Beleuchtung verwendet

wird.

Zunachst wird in Block 9001 das Beleuchtungsmodul 111 angesteuert, sodass
mehrere Beleuchtungsgeometrien erzeugt werden. Dies bedeutet, dass zum Beispiel
nacheinander unterschiedliche Leuchtdioden einer Leuchtdioden-Matrix an- und
ausgeschaltet werden kénnen. Es kénnen auch mehrere Leuchtdioden der
Leuchtdioden-Matrix gleichzeitig angeschaltet werden, um derart eine
Beleuchtungsgeometrie mittels gleichzeitiger Beleuchtung aus mehreren
Beleuchtungsrichtungen zu implementieren. Beispielweise kénnte eine Halbraum-
Beleuchtung umgesetzt werden, bei der alle Leuchtdioden eines Halbraums an- bzw.

ausgeschaltet werden.

Dann erfolgt in Block 9002 das Ansteuern des Detektors 114, um mehrere Bilder zu
erfassen. Dabei erfolgen das Ansteuern des Beleuchtungsmoduls 111 in Block 9001
und das Ansteuern des Detektors 114 in Block 9002 synchronisiert, sodass die
verschiedenen erfassten Bilder jeweils einer entsprechenden Beleuchtungsgeometrie
bzw. ein oder mehreren entsprechenden Beleuchtungsrichtungen, die die jeweilige
Beleuchtungsgeometrie ausbilden, zugeordnet sind. Zeit- oder Wellenlangen- oder

Polarisations-Multiplexen kann verwendet werden.

Im optionalen Block 9003 werden dann die in Block 9002 erfassten Bilder
miteinander kombiniert, um derart ein Ergebnisbild zu erhalten. Dieses Ergebnisbild

weist einen verbesserten Kontrast auf, zum Beispiel einen Phasenkontrast.

Es kénnen in Block 9003 ganz unterschiedliche Techniken zur Kombination der
erfassten Bilder miteinander eingesetzt werden. Je nach Kombination, zum Beispiel
mit oder ohne Normierung oder mit oder ohne Betragsbildung usw., kann der
Phasenkontrast variieren. Entsprechende Techniken sind zum Beispiel beschrieben
in: DE 10 2014 112 242 A1 und DE 10 2017 108 873 A1.

Optional kénnen in Blick 9003 auch bildverarbeitende Techniken angewendet

werden, z.B. auf die einzelnen erfassten Bilder und/oder das Ergebnisbild. Beispiele
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fur bildverarbeitende Techniken umfassen: Hintergrund-Normalisierung;

Entrauschung; Frequenzfilterung; Frequenzmanipulation; etc..

Durch die Verwendung eines Absorptionsfilter im Strahlengang kann insbesondere
ein besonders homogen ausgebildeter Phasenkontrast mit allen relevanten

Raumfrequenzen der Phase erzielt werden. Dies wird nachfolgend naher erlautert.

FIG. 3 illustriert eine beispielhafte Implementierung des Beleuchtungsmoduls 111.
FIG. 3 ist eine Darstellung des Beleuchtungsmoduls 111, das sich senkrecht zur
optischen Achse 309 in der durch die X- und Y-Achse aufgespannten lateralen

Ebene erstreckt.

Aus FIG. 3 ist ersichtlich, dass das Beleuchtungsmodul 111 eine Matrix aus
Leuchtdioden 121-1, 121-2 aufweist (wobei aber auch andere Implementierungen
moglich waren). Dabei sind die Leuchtdioden 121-1 innerhalb der numerischen
Detektorapertur 319 der Abbildungsoptik 112 angeordnet, wahrend die Leuchtdioden
121-2 aulRerhalb der numerischen Detektorapertur 319 der Abbildungsoptik 112
angeordnet sind. Dies bedeutet, dass mittels des Beleuchtungsmoduls 111
insbesondere eine Hellfeld-Bildgebung, wie auch eine Dunkelfeld-Bildgebung

erfolgen kann.

In verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen ist es méglich, dass die
numerische Detektorapertur 319 so grol} ist, dass alle Leuchtdioden innerhalb der
numerischen Detektorapertur 319 der Abbildungsoptik 112 angeordnet sind. In
diesem Fall ist keine Dunkelfeld-Bildgebung maéglich.

FIG. 4 illustriert Aspekte im Zusammenhang mit dem individuellen Betreiben der
verschiedenen Leuchtdioden 121-1, 121-2 des Beleuchtungsmoduls 111. FIG. 4 ist
eine Schnittansicht entlang der Achse X-X' aus FIG. 3.

In dem Beispiel der FIG. 4 wird eine Beleuchtungsgeometrie 700 durch das isolierte
Anschalten der mit dem Pfeil markierten Leuchtdiode 121-1 erreicht. Dadurch wird
das Probenobjekt vollflachig aus einer bestimmten Beleuchtungsrichtung beleuchtet,

die der relativen Anordnung der markierten Leuchtdiode 121-1 zur optischen Achse
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309 entspricht. Im Allgemeinen wére es aber auch méglich, dass pro
Beleuchtungsgeometrie mehr als eine Leuchtdiode 121-1, 121-2 angeschaltet wird,
sodass sich eine entsprechende Beleuchtungsgeometrie aus mehreren
Beleuchtungsrichtungen zusammensetzt. Es ware auch méglich, eine ausgedehnte
Leuchtflache zu verwenden. Unterschiedliche Beleuchtungsgeometrien kénnen dabei

zumindest teilweise verschiedene Beleuchtungsrichtungen aufweisen.

Im Zusammenhang mit den FIG. 5 — 7 wird nachfolgend die Funktionsweise der
winkelvariablen Beleuchtung zur Erzeugung eines Ergebnisbilds mit Phasenkontrast

beschrieben.

FIG. 5 illustriert dabei Aspekte der Beleuchtung eines Probenobjekts 390, das in
einer Probenebene 302 angeordnet ist, wobei das Probenobjekt 390 keinen

Phasenversatz des einfallenden Lichts bewirkt.

In FIG. 5 ist eine numerische Beleuchtungsapertur 301 des Beleuchtungsmoduls 111
schematisch als Feldblende dargestellt (aul3erdem bestimmt eine Brennweite die
numerische Beleuchtungsapertur; die Brennweite ist aber aus Grunden der
Einfachheit in FIG. 5 nicht gesondert beschriftet). Der Durchmesser 305 einer die
Beleuchtungsapertur 301 definierenden Austrittspupille ist auch dargestellt. Der

Durchmesser 305 definiert, zusammen mit der Brennweite, die numerische Apertur.

In FIG. 5 werden zwei Beleuchtungsgeometrien 701 (durchgezogene Linien) und 702
(gestrichelte Linien) verwendet. Die entsprechenden mittleren
Beleuchtungsrichtungen 381, 382 sind auch dargestellt. Das Licht der
Beleuchtungsgeometrie 701 fallt aus dem oberen Halbraum auf das Probenobjekt
390 ein; und das Licht der Beleuchtungsgeometrie 702 fallt aus dem unteren
Halbraum auf das Probenobjekt 390 ein. Eine beispielhafte Implementierung der
Beleuchtungsgeometrien 701, 702 kénnte zum Beispiel durch ein
Beleuchtungsmodul 111 mit einer Matrix aus Leuchtdioden 121-1, 121-2 erreicht
werden, wobei im Zusammenhang mit der Beleuchtungsgeometrie 701 alle
Leuchtdioden 121-1, 121-2 oberhalb einer Mittellinie eingeschaltet werden und wobei

im Zusammenhang mit der Beleuchtungsgeometrie 702 alle Leuchtdioden 121-1,
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121-2 unterhalb von der Mittellinie eingeschaltet werden (vergleiche auch FIG. 3, wo

die entsprechende Mittellinie mit einer gestrichelt-gepunkteten Linie dargestellt ist).

Die Abbildungsoptik 112 umfasst im Beispiel der FIG. 5 ein Linsenpaar 311, 312,
wobei zwischen den Linsen 311, 312 eine konjugierte Ebene (Pupillenebene)
definiert ist. Der Durchmesser 315 einer die numerische Detektorapertur 319
definierende Eintrittspupille der Abbildungsoptik 112 ist in FIG. 5 auch dargestellt (die
numerische Detektorapertur 319 wird auf’erdem noch durch die Brennweite der
Abbildungsoptik 112 bestimmt, wobei aber die Brennweite aus Grunden der
Einfachheit in FIG. 5 nicht dargestellt ist).

Die Detektorebene 321, auf welche das Licht fokussiert wird, ist in FIG. 5 ganz rechts
illustriert. AuRerdem ist in FIG. 5 auch noch die optische Achse 309 (Hauptstrahl)
dargestellt (gestrichelt-gepunktete Linie in FIG. 5).

Weil das Probenobjekt 390 in FIG. 5 ein Amplitudenobjekt ist und keinen
Phasenversatz des einfallenden Lichts bewirkt, erfolgt beim Durchlaufen des
Probenobjekts 390 auch keine Richtungsénderung des Lichts. Dies ist im Szenario
der FIG. 6 anders.

FIG. 6 illustriert Aspekte der Beleuchtung des Probenobjekts 390. Dabei entspricht
das Beispiel der FIG. 6 grundsétzlich dem Beispiel der FIG. 5. Im Beispiel der FIG. 6
wird aber ein Phasenobjekt als Probenobjekt 390 verwendet. Dieses bewirkt eine
Ablenkung des Lichts weg von der optischen Achse 309, im Beispiel der FIG. 6 nach
oben. Deshalb kann nicht alles Licht durch die numerische Detektorapertur 319
hindurch treten. Insbesondere wird ein Teil des Lichts (mit dem Pfeil markiert),
welches mit der Beleuchtungsgeometrie 702 assoziiert ist, nicht auf die
Detektorebene 321 abgebildet, weil es nicht innerhalb der numerischen
Detektorapertur 319 liegt. Hingegen kann alles Licht, welches mit der
Beleuchtungsgeometrie 701 assoziiert ist, auf die Detektorebene 321 fokussiert

werden.

Deshalb liegt eine Asymmetrie zwischen den mit den Beleuchtungsgeometrien 701,

702 assoziierten Bildern vor. Dieses Modell plausibilisiert qualitativ das Vorliegen
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eines Phasenkontrasts in einem Ergebnisbild, welches durch Kombination der Bilder,
die den Beleuchtungsgeometrien 701, 702 entsprechen, erhalten wird. Die

Kombination kann durch Addition oder Differenzbildung erfolgen.

Fur kleine Phasengradienten ist die Differenz der Bilder, die den
Beleuchtungsgeometrien 701, 702, gleich oder in etwa gleich Null: dies ist der Fall,
da das Licht aus beiden Beleuchtungshalften (oben und unten in FIG. 6) trotz der
Verschiebung durch den (kleinen) Phasengradienten ungehindert das System
durchlaufen kann und auf den Detektor trifft. Dies trifft insbesondere zu, wenn die
numerische Detektorapertur 319 vergleichsweise grof} ist und daher das Licht aus
beiden Beleuchtungshalften innerhalb der numerischen Detektorapertur 319 liegt.

Dieser Befund wird im Zusammenhang mit FIG. 7 erlautert.

FIG. 7 illustriert Aspekte der Beleuchtung des Probenobjekts 390. Dabei entspricht
das Beispiel der FIG. 7 grundsétzlich dem Beispiel der FIG. 6. Im Beispiel der FIG. 7
wird aber eine vergrélerte numerische Detektorapertur 319 verwendet, im Vergleich
zu dem Beispiel der FIG. 6. Insbesondere ist dem Beispiel der FIG. 7 die numerische
Detektorapertur 319 gréfer als die numerische Beleuchtungsapertur 301 (was
schematisch durch einen gré3eren Durchmesser 315, im Vergleich zum

Durchmesser 305, illustriert ist).

In einem solchen Szenario, wie es in FIG. 7 dargestellt ist, erreicht auch alles Licht
der Beleuchtungsgeometrie 702 die Detektorebene 321 (siehe insbesondere den

Lichtstrahl, der mit einem Pfeil in FIG. 7 markiert ist und vergleiche mit FIG. 6).

FIG. 7 motiviert qualitativ, wieso geman Referenzimplementierungen die numerische
Detektorapertur 319 vergleichsweise klein dimensioniert werden muss, insbesondere
in Bezug auf die numerische Beleuchtungsapertur 301. Nachfolgend werden
Techniken beschrieben, welche es erméglichen, eine grolde numerische
Detektorapertur 319 zu verwenden, ohne die Mdglichkeit zu verlieren, auch ein
Ergebnisbild ein Phasenkontrast zu erhalten. Die Verwendung einer grol3en
numerischen Detektorapertur 319 erméglicht es grundsatzlich, Bilder mit einer

grol3en Auflésung zu erfassen.



10

15

20

25

30

WO 2020/144228 15 PCT/EP2020/050307

FIG. 8 illustriert Aspekte der Beleuchtung des Probenobjekts 390. Dabei entspricht
das Beispiel der FIG. 8 grundsatzlich dem Beispiel der FIG. 7. Insbesondere ist auch
im Beispiel der FIG. 8 — wie schon voranstehend im Zusammenhang mit FIG. 7
erlautert — der Durchmesser 315 der Eintrittspupille, der mit der Detektorapertur 319
assoziiert ist, groRer als der Durchmesser 305 der Austrittspupille, der mit der
Beleuchtungsapertur 301 assoziiert ist. Dies soll schematisch illustrieren, dass die
numerische Detektorapertur 319 gréfer sein kann, als die numerische
Beleuchtungsapertur 301 (wobei bei dieser Betrachtung die Brennweiten der
Beleuchtung und der Detektoroptik berticksichtigt werden, die in FIG. 8 aus Grunden
der Einfachheit nicht beschriftet sind).

Im Beispiel der FIG. 8 ist ein Absorptionsfilter 800 vorgesehen, der in der
Abbildungsoptik 112 angeordnet ist und der eine ortsabhéngige Absorptionsrate
aufweist (die ortsabhangige Absorptionsrate ist in FIG. 8 durch die in X-Richtung

orientierten, nicht durchgezogenen Linien des Absorptionsfilters 800 illustriert).

Durch die Verwendung eines solchen Absorptionsfilters 800 mit einer
Ortsabhangigkeit der Absorptionsrate kann erreicht werden, dass Licht, welches
aufgrund des Phasenversatzes des Probenobjekts 390 im Bereich der Pupillenebene
der Abbildungsoptik 112 einen grofien lateralen Abstand zur optischen Achse 309
aufweist, starker absorbiert wird. Dadurch kann wiederum, durch Kombination der
verschiedenen Bilder, die den unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien 701, 702
entsprechen, ein Ergebnisbild mit Phasenkontrast erzielt werden — obwohl eine

grofde numerische Detektorapertur 319 verwendet wird.

Durch geeignete Dimensionierung der Ortsabhéngigkeit der Absorptionsrate kann
gleichermalien erreicht werden, dass auch fur weniger verschiedene
Beleuchtungsgeometrien — zum Beispiel durch Verwendung von nah
beieinanderliegenden Leuchtdioden 121-1, 121-2 zur Implementierung der

Beleuchtungsgeometrien — ein verstarkter Phasenkontrast erzielt wird.

Details im Zusammenhang mit der Ortsabhangigkeit der Absorptionsrate des
Absorptionsfilter 800 sind nachfolgend im Zusammenhang mit den FIG. 9 und 10

beschrieben.
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FIG. 9 und FIG. 10 illustrierten Aspekte im Zusammenhang mit dem Absorptionsfilter
800. Insbesondere illustrieren FIG. 9 und FIG. 10 die Ortsabhangigkeit der

Absorptionsrate 810 des Absorptionsfilters.

In den Beispielen der FIG. 9 und FIG. 10 nimmt die Absorptionsrate 810 fur gréRere
Abstande zur optischen Achse 309 (d. h. in lateraler Richtung, in FIG. 5-8 in X-
Richtung) gréRere Werte an. Dabei weist die Absorptionsrate 810 in der
beispielhaften Implementierung der FIG. 9 einen stufenférmigen radialen Verlauf auf;

und in der Implementierung der FIG. 10 einen graduellen radialen Verlauf.

Die Ortsabhangigkeit der Absorptionsrate 810 kdnnte rotationssymmetrisch in Bezug
auf die optische Achse 390 in der lateralen Ebene (durch X-Achse und Y-Achse
aufgespannt) ausgebildet sein. Es ware aber auch eine nicht rotationssymmetrische
Ausbildung méglich: In den Beispielen der FIG. 9 und FIG. 10 sind namlich
monotone Verlaufe der Absorptionsrate 810 dargestellt. In manchen Beispielen kann
die Absorptionsrate 810 auch lokal nicht-monoton ausgebildet sein (z.B. entlang der
X-Achse oder entlang der Y-Achse), sofern das Integral Gber die Flache monoton
verbleibt. Hier soll gelten, dass das Integral des Lichts Uber die Flache (in der XY-
Ebene, senkrecht zur optischen Achse 309) der Beleuchtungsgeometrie fur grélere

Abstande zur optischen Achse 309 monoton abnimmt.

Die Absorptionsrate 810 kénnte als Funktion des Abstands zur optischen Achse 309

monoton zunehmen.

Durch eine solche Ausbildung der Ortsabhangigkeit der Absorptionsrate 810 kann
der im Zusammenhang mit den FIG. 5-8 voranstehend beschriebene Effekt der
starkeren Abschwachung von Lichtstrahlen, die einen gréReren lateralen Abstand zur
optischen Achse 309 aufweisen, erzielt werden — und damit die Verstarkung des

Phasenkontrasts im Ergebnisbild erreicht werden.

In den Beispielen der FIG. 9 und FIG. 10 ist auRerdem noch ein innerer Bereich 801
angrenzend an die optische Achse 309 und ein dulRerer Bereich 802, der den

inneren Bereich 801 in lateraler Richtung versetzt umgibt, dargestellt. Die
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Absorptionsrate 810 ist im &ulReren Bereich 802 grél3er als im inneren Bereich 801.
Dabei wurde in verschiedenen Tests beobachtet, dass ein vergleichsweise grolier
Unterschied zwischen der Absorptionsrate 810 im dul3eren Bereich 802 und der
Absorptionsrate 810 im inneren Bereich 801 erstrebenswert sein kann. Zum Beispiel
ware es mdglich, dass die Absorptionsrate 810 im inneren Bereich 801 nicht gréler
als 10 % ist, und die Absorptionsrate im dul3eren Bereich >50 % ist. Dadurch kann
erreicht werden, dass Licht, welches nahe der optischen Achse 309 durch die
Abbildungsoptik 112 und insbesondere die Pupillenebene verlauft, nicht oder nicht
signifikant abgeschwacht wird, sodass die Bilder ein starkes Signal aufweisen.
Andererseits kann durch die Dimensionierung der Absorptionsrate 810 im &ulReren
Bereich 802 von gréer O %, zum Beispiel im Bereich von 10 % bis 50 %, erreicht
werden, dass das Ergebnisbild einen Phasenkontrast aufweist, gleichzeitig, aber

auch eine hohe Auflésung.

Beispielsweise kénnte bei einer Dimensionierung der Absorptionsrate 810 im
auleren Bereich 802 im Bereich von 10% bis 20% auch eine Kombination mit
Fluoreszenz-Bildgebung ermdglicht werden (wo typischerweise vergleichsweise
geringe Lichtintensitat vorliegt). Bei zu grol3en Absorptionsraten besteht eine

Tendenz hin zu sinkenden Auflésungen.

In der Pupillenebene entsprechen Lichtstrahlen, die einen grof3en Abstand zur
optischen Achse 309 aufweisen, hohen Ortsfrequenzen. Durch die begrenzte
Dampfung der hohen Ortsfrequenzen durch die wie oben stehend dimensionierte
Absorptionsrate 810 wird die Gesamtqualitét der verschiedenen erfassten Bilder

nicht oder nicht signifikant eingeschrankt.

In den FIG. 9 und 10 ist auRerdem auch noch der Durchmesser 305 bzw. der
Durchmesser 315 dargestellt. Dies erméglicht, eine relative quantitative
Dimensionierung der Ortsabhangigkeit der Absorptionsrate 810 anzugeben. Aus FIG.
9 und FIG. 10 ist beispielsweise ersichtlich, dass der innere Bereich 801 einen
Durchmesser aufweist, der etwa gleich grol} ist, wie der Durchmesser 305. Im
Allgemeinen wéare es moéglich, dass der innere Bereich 801 einen Durchmesser
aufweist, der im Bereich von 80 % bis 120 % des Durchmessers 305 des

Beleuchtungsmoduls 111 liegt, optional im Bereich von 80 % bis 100 %. Au3erdem
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ist im Zusammenhang mit den FIG. 9 und 10 auch ersichtlich, dass sowohl der
innere Bereich 801, als auch der aulere Bereich 802 jeweils einen Durchmesser

aufweisen, der kleiner ist als der Durchmesser 315.

Dadurch wird, wie obenstehend bereits beschrieben, erméglicht, dass die
numerische Beleuchtungsapertur 301 des Beleuchtungsmoduls 111 kleiner
dimensioniert ist, als die numerische Detektorapertur 319 der Abbildungsoptik 112;

gleichzeitig kann trotzdem ein Ergebnisbild mit Phasenkontrast erhalten werden.

Zusammenfassend wurden voranstehend Techniken beschrieben, die es
ermoéglichen, auch kleine Phaseninformation (beispielsweise
Phasengradienteninformation) bei der Beleuchtung mittels winkelvariabler
Beleuchtung zu Ubertragen. Dadurch kann ein Ergebnisbild mit besonders groRem
Phasenkontrast durch Kombination der Einzelbilder erhalten werden. In den
verschiedenen hierin beschriebenen Techniken wird dies dadurch erreicht, dass die
Differenz zwischen zwei Bildern, die unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien
entsprechen, bereits bei kleinen Ablenkungen durch einen Phasengradienten
ungleich Null maximiert werden. Dies wird insbesondere durch die Abschwachung
eines Lichtstrahls erreicht, der durch das Phasenobjekt von der optischen Achse
weggelenkt wird. Dazu wird ein Absorptionsfilter verwendet, der die Lichtintensitat
dieses Lichtstrahls reduziert. Der Absorptionsfilter kann z.B. ein Verlaufsfilter sein
oder ein stufenartig ausgefuhrter Absorptionsfilter. Durch die Verwendung des
Absorptionsfilters ergeben sich Differenzen ungleich O auch fur einen kleinen
Phasenversatz. Diese Differenzen sind (mindestens stlckweise) proportional zum

Gradienten der Phase.

Selbstverstandlich kénnen die Merkmale der vorab beschriebenen
Ausfuhrungsformen und Aspekte der Erfindung miteinander kombiniert werden.
Insbesondere kénnen die Merkmale nicht nur in den beschriebenen Kombinationen,
sondern auch in anderen Kombinationen oder fur sich genommen verwendet

werden, ohne das Gebiet der Erfindung zu verlassen.

Beispielsweise wurden voranstehend Techniken beschrieben, in denen die erfassten

(Roh-)Bilder kombiniert werden, um das Ergebnisbild zu erhalten. Dabei ist es im
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Allgemeinen maéglich, dass die erfassten Bilder nachbearbeitet werden,
beispielsweise durch Anwendung von Filtern im Frequenzraum. Diese digitalen Filter
kénnen in Abhangigkeit vom verwendeten Absorptionsfilter ausgewahlt werden. Dies
beruht auf der Erkenntnis, dass bei schwachen Absorptionsraten des Filters die
niedrigen Ortsfrequenzen bzw. die kleinen Phasengradienten nur schwach
Ubertragen werden. Es ist dann méglich, (digitale) Frequenzfilter zu verwenden, die
den Frequenzbereich der ein oder mehreren Roh-bildes und/oder des
Ergebnisbildes, der der Zone der Abschwéachung entspricht, verstarkt. Z.B. kann der
Bereich der Frequenzen mit einem Faktor multipliziert werden, wahrend alle

Frequenzen aulerhalb des Bereichs unveréandert bleiben.

Es wéaren auch andere klassische Bildverarbeitungstechniken anwendbar.
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PATENTANSPRUCHE

1. System (90), das umfasst:

- ein Mikroskop (100) mit einem Beleuchtungsmodul (111), einem
Probenhalter (113), einem Detektor (114) und einer zwischen dem Probenhalter
(113) und dem Detektor (114) angeordneten Abbildungsoptik (112),

- mindestens eine Recheneinheit (115), die eingerichtet ist, um das
Beleuchtungsmodul (111) anzusteuern, um ein Probenobjekt (390) auf dem
Probenhalter (113) mit Licht aus mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381,
382) zu beleuchten, und um den Detektor (114) anzusteuern, um Bilder zu erfassen,
die jeweils einer der mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381, 382)
entsprechen,

- einen Absorptionsfilter (800), der in der Abbildungsoptik (112) angeordnet ist

und der eine ortsabhangige Absorptionsrate (810) aufweist.

2. System (90) nach Anspruch 1,
wobei die Absorptionsrate (810) fur gréRere Abstande zu einer optischen
Achse (309) des Mikroskops (100) grél3ere Werte annimmt.

3. System (90) nach Anspruch 1 oder 2,
wobei die Absorptionsrate (810) einen radialen Verlauf aufweist, der graduell

oder stufenférmig ist.

4. System (90) nach einem der voranstehenden Anspruche,

wobei der Absorptionsfilter (800) einen inneren Bereich (801) aufweist, der
eine erste Absorptionsrate (810) aufweist,

wobei der Absorptionsfilter (800) einen den inneren Bereich umgebenden
auleren Bereich (802) aufweist, der eine zweite Absorptionsrate (810) aufweist,

wobei die zweite Absorptionsrate (810) gréR3er ist, als die erste
Absorptionsrate (810).

5. System (90) nach Anspruch 4,
wobei die Absorptionsrate (810) des inneren Bereichs (801) nicht gré3er als
10 % ist, und/oder
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wobei die Absorptionsrate (810) des auleren Bereichs (802) gréRer als 50 %

ist.

6. System (90) nach Anspruch 4 oder 5,

wobei der innere Bereich (801) einen Durchmesser aufweist, der im Bereich
von 80 % bis 120 % eines Durchmessers (305) einer Austrittspupille liegt, wobei die
Austrittspupille mit einer Beleuchtungsapertur (301) des Beleuchtungsmoduls (111)

assoziiert ist.

7. System (90) nach einem der Anspruche 4 bis 6,

wobei der innere Bereich (801) und der aul3ere Bereich (802) jeweils einen
Durchmesser aufweisen, der kleiner ist als ein Durchmesser (315) einer
Eintrittspupille, die mit einer Detektorapertur (319) der Abbildungsoptik (112)

assoziiert ist.

8. System (90) nach einem der voranstehenden Anspruche,

wobei eine numerische Beleuchtungsapertur (301) des Beleuchtungsmoduls
(111) kleiner ist als eine numerische Detektorapertur (319) der Abbildungsoptik
(112).

9. System (90) nach einem der voranstehenden Anspruche,
wobei der Absorptionsfilter (800) in einer Pupillenebene der Abbildungsoptik
(112) angeordnet ist.

10.  System (90) nach einem der voranstehenden Anspruche,
wobei die mindestens eine Recheneinheit (115) weiterhin eingerichtet ist, um
die Bilder zum Erhalten eines Ergebnisbilds miteinander zu kombinieren, wobei das

Ergebnisbild einen Phasenkontrast aufweist.

11.  Verfahren, das umfasst:

- Ansteuern eines Beleuchtungsmoduls (111) eines Mikroskops (100), um ein
Probenobjekt (390) auf einem Probenhalter (113) des Mikroskops (100) mit Licht aus
mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381, 382) zu beleuchten,
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- Ansteuern eines Detektors (114) des Mikroskops (100), um Bilder zu
erfassen, die jeweils einer der mehreren Beleuchtungsrichtungen (700-703, 381,
382) entsprechen,

wobei ein Absorptionsfilter (800) mit einer ortsabhangigen Absorptionsrate

(810) in einer Abbildungsoptik (112) des Mikroskops angeordnet ist.

12.  Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Verfahren von der Recheneinheit

(115) des Systems (90) nach einem der Anspriche 1 bis 10 ausgefuhrt wird.
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