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Verfahren zur optischen Tomographie

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erfassung rdumlich strukturierter Probenvolumina
mittels kohédrentem Licht und Digitaler Holographie (DH). Die Erfindung betrifft ebenso ein
Verfahren zur Untersuchung der Tiefenstruktur von Proben nach Art der Optischen
Kohérenztomographie (“optical coherence tomography”, OCT). |

Holographie umfasst die dreidimensionale Ablichtung von Objekten mit kohérentem Licht,
insbesondere mit Laserlicht. Das Licht wird dabei durch einen Strahlteiler in Proben- und
Referenzarm aufgeteilt, wobei der Probenstrahl die Probe beleuchtet. Von der Probe in
verschiedenen Abstidnden reflektiertes bzw. zuriick gestreutes Licht wird auf eine
lichtempfindliche Flache (z. B. den Film in der Kamera) gefiihrt und dort mit dem
Referenzlicht iiberlagert. In der Bildebene entsteht durch Interferenz eine rdumliche

Lichtintensitétsverteilung, das Hologramm.

Das Hologramm wird bei der klassischen Holographie optisch rekonstruiert, indem man das
entwickelte Hologramm erneut mit einem Referenzstrahl beleuchtet. Das dabei entstehende
Beugungswellenfeld besitzt eine Komponente, die dem urspriinglichen Objektwellenfeld
entspricht. Weitere Komponenten reprasentieren ein konjugiertes Bild, sowie die
Referenzwelle, deren Anteil proportional zur urspriinglichen Intensitét von Referenz und

Objektwelle ist.

In der Digitalen Holographie wird die lichtempfindliche Fldche durch einen elektronischen
Lichtsensor (z. B. CCD- oder CMOS-Kamera) gebildet. Ein digital gespeichertes Hologramm
kann ohne den Umweg einer optischen Rekonstruktion der weiteren Auswertung in einer
Recheneinheit zugefiihrt werden. Beispielsweise kann in Kenntnis des Lichtwellenfeldes des
Referenzstrahls das Lichtwellenfeld des von der Probe wiederkehrenden Lichts in beliebigen
Ebenen parallel zur Kameraebene berechnet werden. Wenn man das Lichtwellenfeld in der
Kameraebene kennt, kann man es numerisch propagieren lassen, etwa durch Anwenden der
“Angular Spectrum” Methode, der Fresnel-Transformation oder einer anderen

Integraltransformation.
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Der in vielen Fillen angewandte “Angular Spectrum”-Ansatz bzw. “Parallel Wave
Expansion”-Ansatz zur Berechnung des Wellenfeldes in einer Rekonstruktionsebene beruht
auf einer Entwiéklung des Objektwellenfeldes in der Hologrammebene f(z,y, 2 = 0) in ebene
Wellen exp (i(kzz + kyy)), d. h. es wird die 2D-Fouriertransformierte des Wellenfeldes
berechnet. Damit sind die transversalen Anteile der Wellenzahlen der einzelnen ebenen
Wellen des Wellenfeldes bekannt, also die Funktion f (kz. ky, 2 = 0), Der Begriff “transversal”
soll im Folgenden stets auf Richtungen in der Hologrammebene verweisen. Die Richtung
senkrecht zur Hologrammebene wird durch das Adjektiv “axial” notiert. Die
Hologrammebene wiederum fallt apparativ mit der Ebene zusammen, in der eine Messung

von Lichtintensitédten erfolgt (-> Kameraebene, s. u.).

Ein Propagieren des Feldes entspricht nun dem Anpassen der Phasen dieser Komponenten,
wie sie in einer vorgegebenen Distanz zur urspriinglichen Ebene sein miissen. Dies geschieht
durch Multiplikation jeder einzelnen Komponente f(kz, ky, 2 = 0) mit dem Phasenfaktor
exp(ik:20), wobei k. die axiale Komponente des Wellenzahlvektors bezeichnet und fiir alle
Komponenten (k=» k) i, a. verschieden ist. Unter 2o ist die axiale Propagationsdistanz zu

verstehen. Die Komponente : ist (im Vakuum) gegeben als

— /2_ 2 L2
(1) kz(k’k:lhky) - k k:x: ky)

wobei k¥ = 2"/x die Gesamtwellenzahl darstellt. Mathematisch ausgedriickt berechnet man
folglich die propagierte Ebenen-Wellen-Zerlegung aus der urspriinglichen (i. a. die Zerlegung

des gemessenen Wellenfeldes) mittels

@) Flka, kyz = 20) = exp (izo1 [k — k2 — k2) f(kz, ky, 2 = 0).

So ist es moglich, die Wellenfeldverteilung des gestreuten Lichtes in beliebigen Ebenen
auflerhalb und innerhalb der Probe zu berechnen. Es kann insbesondere nach der
Aufzeichnung des elektronischen Hologramms eine Rekonstruktion des Lichtwellenfeldes in

irgendeiner wahlbaren “Rekonstruktionsebene” erfolgen.

Bei Volumina mit hintereinanderliegenden teiltransparenten Strukturen (z. B. biologisches
Gewebe) setzt sich das Wellenfeld aus Anteilen zusammen, die in verschiedenen Abstidnden

zur Kameraebene reflektiert worden sind bzw. von Streuern in verschiedenen Tiefenebenen
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(parallel zur Hologrammebene) gestreut wurden. Bei der Rekonstruktion eines reellen Bildes
des Volumens erscheint das Wellenfeld in der Rekonstruktionsebene scharf, wihrend alle
anderen Tiefenebenen des Volumens einen unscharfen Anteil zum rekonstruierten Bild

beitragen.

Digitale Holographie eignet sich sehr gut zur schnellen Erfassung der Oberfldche einer Probe,
wenn diese in mehr als nur einer definierten Fokusebene liegt (etwa, weil die Oberflache
gekriimmt ist). Weist die Probe aber Streustrukturen in verschiedenen Tiefen auf, die axial
hintereinander liegen, dann interferieren auch die Wellenfeldanteile solcher Streuer

miteinander und verfilschen das Bild.

Es wurde bereits erkannt, dass sich mit Hilfe der Digitalen Holografie tomographische Daten
rekonstruieren lassen, wenn man mehrere Wellenldngen (z. B. durchstimmbarer Laser)
verwendet und fiir eine — vorzugsweise dquidistant gewéhite — Folge von Wellenzahlen je ein
Hologramm aufzeichnet. Die aufgezeichneten Hologramme werden alle fiir dieselbe
Rekonstruktionsebene rekonstruiert, und das dabei entstehende komplexe Wellenfeld wird
iiberlagert. Bei dieser numerischen Superposition der Wellen mit unterschiedlichen
Wellenldngen interferieren nur jene Anteile, die aus der Fokusebene stammen, alle anderen
Anteile werden unterdriickt. Das Verfahren wiederholt man dann fiir weitere Ebenen, um
sukzessive ein Tiefenbild der Probe in der Zusammenschau aller Ebenen zu gewinnen. Eine
solche Vorgehensweise ist numerisch sehr aufwendig und fiir die Tomographie gréfierer
Volumina nur schwer praktikabel. (Wavelength-Scanning Digital Interference Holography:
L. Yu, M.K. Kim, V;a.riable tomographic scanning with wavelength scanning digital
interference holography, Optics Communications 260 (2006) 462-468 und M.K. Kim,
Principles and techniques of digital holographic Microscopy, SPIE Reviews 018005-1 Vol. 1,
2010).

In der Arbeit von Blazkiewicz et al. Experimental Demonstration of Signal-to-Noise-Ratio
Improvement of Fourier-Domain Optical Coherence Tomography (1. P. Blazkiewicz, M.
Gourlay, J. R. Tucker, A. D. Rakic, and A. V. Zvyagin, "Signal-to-noise ratio study of full-
field fourier-domain optical coherence tomography," Appl. Opt. 44, 7722-7729 (2005).) wird
vorgeschlagen, ein Fourier-Domain (FD-)OCT-System mit Fourier-Holographie zu

kombinieren, wobei die Tiefeninformation parallel auf allen Kamerapixeln fiir alle
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Messpunkte der Probe erfasst wird. Ziel der Arbeit ist, das Abrastern der Probe mit dem OCT-
Messstrahl zu vermeiden. Die Probe wird dabei flachig beleuchtet und das gestreute Licht
wird mit einer Linse ins Unendliche abgebildet und auf die Kamera gebracht, d. h. die
Kamera wird im Beugungsfernfeld der Objektstrukturen angeordnet. Fiir mehrere
Wellenldngen einer durchstimmbaren Laserlichtquelle wird ein Fourier-Hologramm erzeugt,
und die Gesamtheit aller Hologramme stellt praktisch die 3D-Fouriertransformierte der
Probenstruktur dar. Allerdings ist der optische Aufbau nur in der Lage, die Tiefenumgebung
einer gewahlten Fokusebene in der Probe ins Fernfeld abzubilden, und damit ergibt sich auch
nur fiir diese Ebene eine scharfe Rekonstruktion. Dieses System ist daher nicht in der Lage,
alle Ebenen der Probe scharf zu rekonstruieren, ohne dass hierfiir eine Neuausrichtung der
Messapparatur erforderlich wire. Mit Erhhung der transversalen Auflosung wird der Bereich
der Probe, der scharf abgebildet werden kann, drastisch kleiner, da bei abbildenden Systemen
einen fundamentalen Zusammenhang zwischen Schirfentiefe und transversaler Auflgsung
existiert. Damit steigt die Zahl der notwendigen Messungen mit verschobener Fokuslage

sogar quadratisch mit der gewiinschten transversalen Auflésung.

Die Patentschrift US 7,602,501 B2 befasst sich ausfiihrlich mit der Auswertung
wellenldngenabhéngiger, zweidimensionaler Interferogramme zur Berechnung des
dreidimensionalen Streuvermégens einer Probe, wobei auf bewegte Teile im Messaufbau
(z.B. fiir Phasenmodulation oder Refokussierung) verzichtet werden kann. Die Druckschrift
lehrt, die Messdaten als Ergebnis eines Modells der Lichtstreuung in der Probe zu formulieren
und dieses Modell sodann zu invertieren, um ein dreidimensionales Streumodell der Probe zu
erhalten. Die Invertierung eines a priori nicht eindeutig invertierbaren Integralkerns, stellt ein
»ill-posed problem* dar, welches im Allgemeinen nur mit Regulafis‘ierungsmaBnahmen gelost
werden kann. Auch die US 7,602,501 B2 verwendet eine Fokusebene in der Probe, die auf
eine elektronische Kamera abgebildet wird, wie dies in der OCT iiblich ist. Sie erzielt durch
die Auswertung hohere Auflésung der Streustrukturen auch deutlich auflerhalb dieser
Fokusebene, so dass ein Verschieben der Fokusebene zum Scannen des gesamten

Probenvolumens nicht mehr nétig ist.

In der US 7,602,501 B2 wird nicht erkannt, dass es giinstiger sein kann, auf eine abbildende
Optik vollstindig zu verzichten. Dieser Verzicht gestattet insbesondere die Anwendung von

Methoden der Digitalen Holographie, mit denen es vermeidbar wird, die Berechnung der
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Probenstreustirke als Invertierung eines Streumodells auszufithren. Vielmehr kann man dann
eine — numerisch simulierte — Messung der Streustirken in beliebigen Probentiefen

vomehmen.

Der Konferenzbeitrag von Shabanov et al., “Broadband 3-D Digital Holography for Depth
Structure Visualization” zur Konferenz Digital Holography and Three-Dimensional Imaging
(DH), Miami, USA, April 2010, prasentieren ein Verfahren zur 3D-Visualisierung der
Tiefenstruktur streuender biologischer Proben mit hoher raumlicher Auflosung (10-15 pm)
ohne Abtastung in longitudinaler oder transversaler Richtung. Dieses Verfahren basiert auf
einer holographischen, digitalen Aufzeichnung von am Objekt gestreuter Lichtwellen fiir eine
diskrete Menge von Spektralkomponenten und einer digitalen Wiederherstellung des 3D-Bild

a-posteriori.

Der Messaufbau von Shabanov et al. verwendet neben einer Digitalkamera und einer
durchstimmbaren Laserlichtquelle auch einen Phasenmodulator zur Variation der
Referenzarmlinge. Fiir eine Anzahl N benutzter Laserlichtwellenldngen werden jeweils drei
Bilder mit verschiedenen Referenzlichtphasen aufgezeichnet, d.h. es werden 3 * N Bilder zur

nachtriglichen Auswertung erfasst und gespeichert.

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur 3D-Bildgebung streuender Proben
vorzuschlagen, bei dem eine gleichmiBig hohe dreidimensionale Auflosung auch iiber einen
groflen Tiefenbereich der Probe bei zugleich minimaler Belastung der Probe durch die

Bestrahlung erreicht wird.

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren nach Anspruch 1. Die Unteranspriiche geben

vorteilhafte Ausgestaltungen an.

Das Ziel der Erfindung ist die Ermittlung des dreisimensionalen Streuvermégens S(x,y,z) der
Probe. Ist dieses numerisch — in einer akzeptablen Auflésung, d.h. Stiitzstellendichte —
bekannt, dann kann mit an sich bekannten Methoden jede beliebige Darstellung
dreidimensionaler Datenarrays zur Bildgebung herangezogen werden, z.B. die Berechnung
beliebiger zweidimensionaler Schnitte. Nachfolgend wird beschrieben, wie sich S(x,y,z) fiir

die gesamte Probe — gemeint ist hier der Probenbereich, fiir den das aus der Probe zuriick



10

15

20

25

30

WO 2012/143113 PCT/EP2012/001639
6

gestreute Licht iiberhaupt auf den Detektor gelangen kann — mit nur einer Messung und mit

nur einem numerischen Auswerteschritt bestimmen l4fit.

Die Erfindung kombiniert die Digitale Holographie mit der Fourier Domain (FD-)OCT in
neuartiger Weise. Zuerst werden wellenlédngenabhéngige Hologramme der Probe mit einer
elektronischen Kamera aufgezeichnet. Das Referenzlicht wird in an sich bekannter Weise
dazu benutzt, die elektrischen Wellenfelder des in der Probe gestreuten Lichts in der
Kameraebene zu berechnen und in einer axial verschobenen Rekonstruktionsebene zu
rekonstruieren. Diese Rekonstruktionsebene kann insbesondere im Innern der Probe liegen.
Der Erfindungsgedanke besteht darin, das rekonstruierte Wellenfeld in der
Rekonstruktionsebene erneut mit einem Referenzlichtstrahl — im Rechner — zu iiberlagern, um
ein zweidimensionales, nach Art der OCT auswertbares, numerisches Interferogramm zu
erhalten. Die pixelweise OCT-Auswertung des Interferogramms liefert Tiefeninformation aus
einer Schicht der Probe in der Umgebung der Rekonstruktionsebene. Gewissermalen wird
das Verschieben der OCT-Kamera in eine beliebige Ebene, insbesondere ins Probeninnere,

numerisch simuliert.

Da die Rekonstruktionsebene frei wihlbar ist, kann mit der Erfindung jede Probentiefe
analysiert werden, und es ergibt sich ein dreidimensionales Bild des gesamten
Probenvolumens. Die erforderlichen Messdaten werden in einer Messung vor der
numerischen Analyse aufgezeichnet und stellen nur eine minimale Belastung der Probe durch

Licht dar.

Besonders vorteilhaft an der Erfindung ist, dass die numerische Auswertung tatséchlich nicht
Schicht fiir Schicht erfolgen muss, sondern vielmehr die Berechnung der dreidimensionalen
Streustirke S(x,y,z) effektiv in einem Rechenschritt erfolgen kann, der eine

Fouriertransformation auf nicht-dquidistanten Stiitzstellen umfaft.

Die Erfindung wird nachfolgend niher erléutert:

Die Probe wird mit einer durchstimmbaren Laserlichtquelle beleuchtet. Ein mglichst grofer
Anteil des von der Probe zuriick gestreuten Lichtes soll von einer elektronischen Kamera,
einem 2D-Lichtdetektor-Array, erfasst werden kénnen. Deshalb wird die Kamera méglichst

nahe an der Probe angeordnet, so dass die Kriimmung der Lichtwellenfronten nicht mehr
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vernachlissigt werden kann. Es wird erfindungsgemaf also das “Fresnel-Beugungsbild” oder
auch das “Beugungsnahfeld” der Probe aufgezeichnet. Die Kamera soll dabei Licht erfassen
koénnen, das maximal unter einem Winkel amax gegeniiber der optischen Achse austritt. @max
bestimmt die numerische Apertur NA = n - sin @max der Anordnung, wobei n der

Brechungsindex des Mediums ist.

Aus der Laserlichtquelle wird durch Strahlteilung ein Referenzlichtstrahl entnommen und auf
die Kameraebene gefiihrt. Die Beleuchtung mit Referenzlicht erfolgt im Allgemeinen derart,
dass eine vorbestimmte Anzahl von Kamerapixeln vom Referenzlicht méglichst gleichméBig

beleuchtet wird.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Kameraebene ebenso durch eine Ebene ersetzt werden
kann, in der ein optisches Abbild des 2D-Lichtdetektor-Arrays vorliegt. Die abbildende Optik
fiihrt dann das in der Ebene des Abbildes eintreffende Licht weiter auf den physikalischen
Detektor. Der Einfachheit halber wird im Folgenden von der Kameraebene in dem Sinne die
Rede sein, dass dort per Definition eine physikalische Messung von Lichtintensitaten erfolgt,
gleichgiiltig, ob sich das 2D-Lichtdetektor-Array oder nur sein Abbild in eben dieser

Kameraebene befindet.

Beim erfindungsgemiBen Verfahren wird die Probe flachig beleuchtet. Das aus der Probe
zuriick gestreute Licht wird direkt auf die Kameraebene gefiihrt. Es existiert kein Fokus des
Probenlichtstrahls in der Probe, wie dies etwa beim konfokalen OCT ansonsten iiblich ist.
Insbesondere wird keine Ebene der Probe durch das Probenlicht scharf auf die Kameraebene

abgebildet.

Fiir die Detektion von Hologrammen in der Kameraebene ist der Winkel zwischen Proben-
und Referenzlichtstrahlen wichtig. Der Winkel zwischen den lokalen Tangenten auf der
Referenz- und Probenwellenfront bestimmt die lokale rdumliche Modulationsfrequenz des
Hologramms. Treffen Referenz- und Probenlicht der Wellenldnge X unter einem Winkel  auf
den Sensor, so ist die lokale rdumliche Frequenz gegeben durch / %sing Diese
Modulationsfrequenz muss von der Kamera ohne Artefakte abgetastet werden konnen. Daher
begrenzen das Auflgsungsvermégen und die Pixelzahl digitaler Kameras den maximalen
Winkel zwischen Proben- und Referenzstrahlung und damit auch das Bildfeld und die

verwendbare NA.
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Um auf méglichst vielen Pixeln des 2D-Lichtdetektor-Arrays moglichst kleine Winkel
zwischen Referenz- und Probenwellenfront zu gewihrleisten, wird der durch Lichtstreuung
den Probenstrahl aufweitende Effekt der Probe vorzugsweise durch eine Aufweitung des
Referenzstrahls nachvollzogen. Es bietet sich an, ein strahlaufweitendes Element z. B. einen
sphérischen Spiegel im Referenzarm anzuordnen. Der Referenzstrahl wird vorzugsweise
sphirisch aufgeweitet, so dass auf dem Detektor kugelf6rmige Wellenfronten auftreffen. In
diesem Sinne ist der Referenzstrahl somit divergent und besitzt einen — virtuellen — Fokus im
Bereich der Probe, d. h. in einem Abstand zur Kameraebene, der dem Abstand der Probe zur
Kameraebene etwa entspricht. Dieser virtuelle Fokus des Referenzlichts soll als

Referenzfokus bezeichnet werden.

Die geringsten lokalen Winkel — also die geringsten Modulationsfrequenzen im Hologramm —
entstiinden, wenn der Referenzfokus mittig im Messvolumen ldge. Dies wire allerdings fiir
die Rekonstruktion der Lichtwellenfelder ungiinstig, da man dann ein Fourier-Hologramm
erhielte und keine scharfe Abbildung aller Ebenen eines Volumens erreichen wiirde, wenn das

Volumen deutlich tiefer als die Rayleigh-Linge {r = */7NA? jst,

Fourier-Hologramme lassen sich zudem im Allgemeinen in der praktischen Messung nicht
vollstindig von ihrem konstanten Hintergrund (DC-Anteil) befreien. Bleibt nach dem
Umrechnen der gemessenen Hologramme in elektrische Feldstarken der DC-Anteil erhalten,
so ist dieser nach der Multiplikation mit der (konjugierten) Referenzwelle proportional zur
Referenzwelle — einer Punktquelle, die ihren Ursprung im Messvolumen hat. Propagiert man
das Feld in das Messvolumen an den Oft des Referenzfokus, so rekonstruiert man vor allem
diese Punktquelle, was dann zu einem dominanten hellen Spot in den Daten fiihrt, der das

rekonstruierte Volumen tiberdeckt.

Vorzugsweise wird daher der Referenzfokus so festgelegt, dass er méglichst nahe am
Messvolumen, jedoch aulerhalb des Messvolumens liegt. Bei bekanntem Abstand des
abzubildenden Probenvolumens zur Kameraebene ist das den Referenzstrahl aufweitende
Element angemessen einzurichten, beispielsweise durch Vorgabe von Abstand und/oder

Kriimmungsradius des sphérischen Spiegels.

Die Kamera zeichnet wihrend des Durchstimmens der Laserlichtquelle, welches



10

15

20

25

30

WO 2012/143113 PCT/EP2012/001639
9

vorzugsweise zwischen zwei Intervallgrenzen der Wellenlidngen monoton auf- oder
absteigend erfolgt, eine Mehrzahl von Hologrammen auf. Es werden N Hologramme fiir ¥
bekannte Wellenldngen aufgezeichnet. Dabei ist N > 100 und mindestens doppelt so grol wie
die Zahl der Tiefenstiitzstellen in der Probe, zu denen man Streustirken bestimmen mdochte.
Besonders bevorzugt ist sogar N > 1000. Mit heute verfligbaren Laserquellen und
Hochgeschwindigkeitskameras kann bei einer Auflésung von 1024 x 1024 Pixeln und einer
Framerate von 500 fps im derzeit existenten Messaufbau die vollstindige Messung einer

Probe in 2,1 Sekunden erfolgen.

Eine kiirzere Messzeit, vorzugsweise unter 1 Sekunde, besonders bevorzugt unter 200 ms, ist
giinstig, wenn von einer Eigenbewegung der Probe (z.B. lebendes Gewebe) ausgegangen
werden muss, weil Dopplerverschiebungen des Laserlichts das Verfahren besonders
stéranfillig gegeniiber Bewegungen macht. Dies ist bei medizinischen Anwendungen, etwa
bei der Untersuchung des Auges, der Fall. Schriankt man die Anforderungen hinsichtlich
Auflgsung und/oder Probenvolumen ein, lassen sich solche Messzeiten bereits heute

erreichen.

Prinzipiell landet jedes im Winkelbereich der NA aus der Probe zurilick gestreute Photon auf
der Flichenkamera und kann beziiglich seiner Laufrichtung und Lauflénge in der Probe
ausgewertet werden. Fiir ballistische (einfach gestreute) Photonen kann so der exakte

Ursprung der Streuung besttmmt werden.

In Analogie zur Digitalen Holographie werden die erfassten Hologramme in Kenntnis der
jeweils vorliegenden Referenzwelle fiir jede Wellenldngen A~ in komplexe Lichtwellenfelder
En(z,y,kn =27/2.) n =1,..., N mit z und ¥ als Pixelkoordinaten der Kamera umgerechnet,
wobei zusitzliche Terme, die aus dem DC-Anteil und der konjugierten Welle entstehen,
zunichst vernachlissigbar sind. Konkret wird die in der Kameraebene detektierte, auf den
Pixeln registrierte Lichtintensitit — das Hologramm — durch die vorbekannte Referenzwelle
dividiert. Das so bestimmte Wellenfeld des gestreuten Probenlichts 148t sich dann in an sich
bekannter Weise axial numerisch propagieren (hier mit der Angular Spectrum Methode wie,

dargelegt im Stand der Technik s. 0.).

Die Grundidee der Erfindung ist nun, die Laufzeitverteilung der propagierten Wellenfelder in

der Rekonstruktionsebene in Bezug auf das Referenzlicht fiir alle k, auszuwerten, um
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zusitzliche Tiefeninformation tiber die Umgebung der Rekonstruktionsebene zu erhalten.
Man kann dies als eine Art simulierte OCT-Messung in der Rekonstruktionsebene — ggf. im
Innern der Probe — ansehen, wobei hier aber keine physikalischen Uberlagerung oder
Intensititsdetektion mehr stattfindet. Vielmehr erfolgen alle weiteren Schritte ausschlieBlich

im Rechner.

Die Laufzeiten sind bereits im Prinzip in den berechneten Phasendaten vorhanden, werden
jedoch durch die zuvor ausgefiihrten Rechenschritte sozusagen “verwischt”, Thre
Wiederherstellung gelingt jedoch ohne Weiteres durch eine Anpassung der Phasen aller
Raumfrequenzspektren E, (kx.ky.kn) der propagierten Lichtwellenfelder. Als tranéversale
Raumfrequenzspektren werden im Folgenden die zweidimensionalen F ouriertransformierten
der Lichtwellenfelder entlang der Achsen, die die Rekonstruktionsebene bzw. Kameraebene

aufspannen, bezeichnet.

Bei der urspriinglichen Messung der Hologramme représentieren die Phasendifferenzen
korrekt die Laufzeitunterschiede zwischen Referenz- und Probenlicht. Wird aus den
gemessenen Intensititen nun durch Multiplikation mit der konjugierten Referenzwelle das
elektrische Wellenfeld in der Kameraebene berechnet, so spiegeln die erhaltenen
Phasendifferenzen die Laufzeitunterschiede zwischen Probe und Kamera wider,
vorausgesetzt, das Referenzwellenfeld wird phasenkorrekt berechnet, d.h. insbesondere mit
einer tiber alle Wellenzahlen konstanten Phase in der Referenzebene. Um eine phasenneutrale
Multiplikation mit der Referenzwelle zu gewihrleisten, muss man mit einer zusétzlichen

Phase multiplizieren, die die eingefiihrte Laufzeit kompensiert.

Fiir eine ebene Welle benutzt man daher beispielsweise einen konstanten Phasenfaktor statt
einer ebenen Welle mit einer Laufzeit entsprechend ihrer zuriickgelegten Distanz z, d.h.
exp(ikz) wird durch exp(io) ersetzt, wobei ¢ eine beliebige von k unabhingige Konstante

darstellt.

Ein weiteres Beispiel ist eine sphirische Welle R(x,y;k) mit beliebiger Laufzeit in der

Kameraebene.

3) R(x.v:k) = exp (z’kJRz +x* + _\-")



10

15

20

25

30

WO 2012/143113 PCT/EP2012/001639
11

Man kompensiert diese durch Einfiigen eines zusitzlichen Phasenfaktors, so dass R(x,y;k) fiir
ein beliebiges Koordinatenpaar (x,y) nicht mehr von der Wellenzahl k abhéingt, d. h. man er-

setzt beispielsweise R(x,y;k) durch R’(x,y;k)
) R'(x,y:ik) = exp (ikfR* + X% + )7 ~ ikR)

Fiir das Koordinatenpaar (x,y)=(0,0) ist R’ dann unabhéngig von der Wellenzahl k.

Bei der Propagation einer Welle muss eine dhnliche Kompensation vorgenommen werden.
Die Propagation des transversalen Raumfrequenzspektrums f(ky,ky,z=0;k) in eine andere E-

bene geschieht mittels

(5 Ukerkyzik) = exp (iz k2 — k2 — k2) f(kz, ky, 0; k)

Um bei diesem Schritt keine Laufzeitverschiebung einzufithren, muss der Propagationskern
ebenfalls fiir irgendeine feste transversale Raumfrequenz (ky,ky) unabhéngig von der Wellen-

zahl k sein. Man passt den Propagator beispielsweise so an:

6 Jheknzk) e (iz\ [k — k2 — k2 — izk) F(ks, ky, 03 K),

Bei dieser bevorzugten Wahl der Phasenanpassung erfahren die Komponenten der transversa-

len Raumfrequenzspektren zu (ky,k,)=(0,0) keine von k abhéngige Phasenverschiebung.

Als eine allgemeine Regel wird jedes transversale Raumfrequenzspektrum der
Lichtwellenfelder nach Propagation in die Rekonstruktionsebene mit einem Phasenfaktor
abhéngig von k, multipliziert, so dass die Komponenten E,, (kxo,ky0,kn) aller N
Raumfrequenzspektren in der Rekonstruktionsebene fiir eine vorbestimmte transversale
Raumfrequenz (kxo, kyo) denselben Wert annehmen. Die Wahl von kyo und kyy ist an sich
beliebig, bevorzugt wird man aber kyo = kyo = 0 wihlen, da der erforderliche Phasenfaktor

dann die einfachste Gestalt hat.
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Aus den gemessenen Hologrammen kann hiernach eine dreidimensionale
Streustirkenverteilung in der Umgebung der Rekonstruktionsebene berechnet werden nach

der Formel

k—z

N S(z,y,2) = F3! [J’{Be"ik’°eik’(k’k"k")z°f2D [E(z,y; k)]] ,
wobei E(z,, k) das berechnete Wellenfeld in der Kameraebene, 20 die gewiinschte
Rekonstruktionsebene, F2p die zweidimensionale Fouriertransformation entlang = und ¥ und

F die eindimensionale Fouriertransformation von k nach z bezeichnet.

Das gemiB (7) rekonstruierte Volumen wird aber nur in der Tiefenumgebung um z = z in
transversaler Richtung scharf abgebildet. Die Streustédrke der Probe wird somit zunéchst nur
fiir eine relativ diinne Schicht der Probe bei zo so genau bestimmt, dass man von einer
Bildgebung der Probe sprechen kann. Die Dicke der besagten Schicht ist ndherungsweise
durch die Rayleigh-Linge, d. h. durch die numerische Apertur (NA) des Messaufbaus,
gegeben. Mit steigender NA nimmt die Rayleigh-Lénge jedoch ab. Andererseits gilt in
Analogie zur Digitalen Holographie: Je grofier die NA ist, desto hoher ist die transversale

Auflésung.

Demgegeniiber ist die axiale Auflosung — innerhalb der Begrenzung der Schichtdicke durch
die Rayleigh-Linge — wie bei der FD-OCT durch die Bandbreite der Lichtquelle bestimmt
und insofern von der NA unabhingig. Hier ist es insbesondere moglich, die axiale und die
transversale Auflésung durch die Festlegung der Bandbreite des durchstimmbaren Lasers und
die apparative Vdrgabe der numerischen Apertur unabhﬁngig voneinander einzurichten.
Besonders vorteilhaft ist es, beide Auflosungen etwa gleich grof} einzurichten, wie man dies

bei einer 3D-Bildgebung erwarten darf.

Der Vorteil der Erfindung ist nach dem zuvor Gesagten darin zu sehen, dass die Schwiéche der
Digitalen Holographie im Umgang mit hintereinander liegenden Streustrukturen durch eine
eindimensionale spektrale Auswertung von simulierten Interferogrammen kompensiert und so
iiberwunden wird. Da die Interferogramme nur simuliert werden und die Wahl der

Rekonstruktionsebene frei ist, kann die Simulation in beliebigen anderen Probentiefen

wiederholt werden. Aus der Sicht der OCT wird damit die Rayleigh-Léngen-Begrenzung
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aufgehoben.

Hierin ist der wesentliche Gewinn des erfindungsgemiBen Verfahrens zu sehen: eine einzige
optische Messung, bei der mehrere zweidimensionale Hologramme fiir ein
Wellenldngenintervall aufgezeichnet werden, ist zugleich eine mit vorgegebener NA parallel
an allen Messorten in einem vorbestimmten Probenoberfléchenbereich durchgefiihrte FD-
OCT-Messung iiber einen Messtiefenbereich in der Probe, der einem Vielfachen der Rayleigh-

Linge entspricht.

Die Anwendbarkeit der OCT-Interpretation der Messdaten iiber viele Rayleigh-Lingen
hinweg ergibt sich aus der Propagierbarkeit der Wellenfelder, die sich aus den
zweidimensional parallel aufgezeichneten Spektren rekonstruieren lassen. Das Referenzlicht
erfiillt dabei zwei Funktionen zugleich: es dient der holographischen Rekonstruktion der
Wellenfelder und der Laufzeitmessung des Lichts nach Art der OCT. Um aber die Laufzeiten
in den Phasen der aus den Hologrammen berechneten und hiernach propagierten
Lichtwellenfelder zur Auswertung der Tiefeninformation in der Umgebung der
Rekonstruktionsebene verwenden zu konnen, ist eine Phasenanpassung der transversalen
Raumfrequenzspektren erforderlich, welche die zwischen dem propagierten Wellenfeld und

dem Referenzlicht entstehenden Laufzeitunterschiede kompensiert.

Die Messtiefe wird effektiv nur noch physikalisch begrenzt, wenn eben nicht mehr
ausreichend auswertbares Licht aus der Probe auf den Detektor gelangt. Die Erfindung
ermdglicht insoweit das optimale OCT-System, das mit einer — relativ schnellen — Messung
alle iiberhaupt mittels OCT-Messung erreichbaren Tiefen eines vorgegebenen
Probenvolumens gleichzeitig erfasst und durch numerische Auswertung einer 3D-Bildgebung
zufiihrt. Die Rejustierung der Messvorrichtung und irgendwelche weiteren Messungen sind

nicht mehr nétig.

Um dies vollstindig ausnutzen zu kénnen, muss man in der weiter oben stehenden
Betrachtung einer Schicht die beliebig gewihlte Koordinate z = zo durch eine andere Wahl
ersetzen. Zum Beispiel ist es moglich, ohne dass es irgendeiner zusitzlichen Messung bedarf,
dass der Datensatz En(z, ¥, kn = 27/3,), n = 1,..., N nicht nach zo, sondern nach zo + Az

propagiert wird, wobei
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Ao
Az =
(8) T aNA?

mit o als Mittenwellenléinge des vorbestimmten Wellenlidngenintervalls der durchstimmbaren
Laserlichtquelle eine geeignete Wahl ist, da die zuvor berechnete Streustirkenverteilung in
der Umgebung von z = z0 + Az unscharf und fiir die 3D-Bildgebung ungeeignet war. Erneut
erfolgen dann die Propagation der Wellenfelder und die eindimensionale
Fouriertransformation entlang k, und man erhilt in analoger Weise wieder das Abbild einer
Schicht, diesmal jedoch in einer anderen Tiefe der Probe. Dieses “schichtweise” Vorgehen
kann fortgesetzt werden, bis alle messbaren Schichten der Probe analysiert und die Ergebnisse

zu einem Volumendatensatz zusammengefiigt worden sind.

Nachdem erklirt worden ist, wie sich die Streustirkenverteilung S(z, ¥, 2) fiir die gesamte
Probe mit einer durch apparative Vorgaben in axialer und transversaler Richtung wéhlbaren

Auflésung bestimmen lésst, ist die Aufgabe der Erfindung im Prinzip gelost.

Allerdings ist insbesondere die transversale Auflgsung nach dem bisher Gesagten nicht in
allen Tiefen der Probe gleich gut, wenn die Dicken Az der berechneten Schichten zu grof3
gewihlt sind. Die beste transversale Auflésung erhilt man stets unmittelbar in der
Rekonstruktionsebene, wihrend dariiber oder darunter Unschérfen infolge

auseinanderlaufender Lichtstrahlen auftreten.

Dies ist jedoch kein Mangel des Messverfahrens, sondern ein Artefakt der numerischen
Auswertung. Wiirde man die Streustirke fiir infinitesimal diinne Schichten berechnen, d. h.
lieBe man die Schichtdicken Az beliebig klein werden (Az — 0), so ergébe sich die Streustirke
S(z,y. ) fiir jede Tiefe z einzeln durch die Formel

S(z,y,z) = _7:2—1 [f—D]'e_ik(z+zref)eik=(k:k=1kv)(z+zref)f2D [E(z,v; Ic)]] \

k— 2!

®

z'=z

Die Rekonstruktionsdistanz zo aus (7) wird hierbei aufgeteilt in eine Distanz zu einer ersten
Rekonstruktionsebene, zrer, und eine Distanz zwischen dieser ersten Rekonstruktionsebene

und einer zweiten im Innern der Probe bei der Koordinate z, d. h. zo = z + zrer. (Erklédrung s. u.)

Die numerische Auswertung der Formel (9) fiir jede feste Wahl der Koordinate z wiirde leider

einen ernormen Rechenaufwand bedeuten. Dieser wire vergleichbar mit den Arbeiten von
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Kim et al., bei denen eine rein holographische Rekonstruktion erfolgt. Der Vorteil der hier

eingebundenen OCT-Auswertung wire verloren.

Es ist jedoch besonders vorteilhaft, dass man in (9) die Reihenfolge der beiden zuletzt
auszufiihrenden Fouriertransformationen vertauschen und somit die eindimensionale

Integration iber die axiale Richtung numerisch zuerst ausfiihren kann. Aus (9) wird dann:

S (z, Y, z) = ]-'2_01 [f2_kl—+z [e—ik(z'+z.—er)e+ik= (k,kz,ky)(z'-l-z,d)];-?D [E(I, v; k)]]]

— ];~2—D1 [L d (Qk) ei2kle—ik(l+zref)eik:(Z+Zref)f2D [E(.’E,y; k)]]

—1 i(k,+k)z i(k: —k)zeer .
(10 25 UR dke (e Fap [E(z, ; k)])] .

Die Vertauschung der Fouriertransformationen impliziert eine Unterbrechung der Propagation
in der ersten Rekonstruktionsebene. Die weitere Propagation wird zwar auch ausgefiihrt, aber
sie erfolgt jetzt gleichzeitig im Zuge der eindimensionalen Fouriertransformation entlang der
optischen Achse des Probenlichts mit der Berechnung der tiefenabhéngigen Streustéirken der
gesamten Probentiefe. Dies macht die numerische Ausfiihrung der eindimensionalen
Fouriertransformation zwar etwas komplizierter, aber das damit berechenbare Ergebnis liefert
eine so genannte “vollstindige Rekonstruktion™ der Probe fiir alle Messtiefen mit
gleichbleibender Auflosung, ohne dass noch ein schichtweises Rekonstruieren erforderlich
wire. Bevorzugt wihlt man fiir die vollstindige Rekonstruktion die erste

Rekonstruktionsebene in einem speziellen Abstand zur Kameraebene.

Fiir jedes OCT-Bild gibt es ein Messfenster, d. h. einen axialen Bereich in z (wenige Millime-
ter), der dargestellt werden kann. Dieser Bereich ist abhédngig von der Breite des Wellenlén-
genintervalls und von der Sample-Rate der OCT-Kamera. Bei N erfassten Wellenldangen kon-
nen N/2+1 Tiefenstiitzstellen diskriminiert werden. Das zugehorige Tiefenintervall wird 1. a.
begrenzt durch wenigstens eine Nyquist-Ebene. Die Nyquist-Ebene weist den maximalen
Laufzeitunterschied des gestreuten Lichts zum Referenzlicht auf, der in Bezug auf das mess-
technische Sampling noch erfasst werden kann, und ist somit eine Ebene in der Probe, aus
dem Streuereignisse gerade noch eindeutig einer Tiefe zugeordnet werden konnen. Die zweite

Begrenzung des Tiefenintervalls ist gewohnlich die Referenz-Ebene, aus der gestreutes und
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zum 2D-Lichtdetektor-Array zuriick gefiihrtes Licht keinen Laufzeitunterschied zum Refe-

renzlicht aufweist.

Es ist sehr vorteilhaft fiir die Ausfiihrung der Integration gemaf3 Gleichung (10), die erste Re-
konstruktionsebene als Nullebene der z-Achse einzurichten und dabei alle Streustrukturen der
Probe auf derselben Seite der z-Achse zu wissen. Deshalb empfiehlt es sich, die zuvor ge-
nannte Referenz-Ebene, deren Lage relativ zur Probe am besten apparativ kontrolliert werden
kann, als erste Rekonstruktionsebene zu wihlen. Besonders bevorzugt ordnet man die Refe-
renz-Ebene knapp auferhalb der Probe an, etwa durch die Einrichtung der apparativen Refe-
renzarmlinge, wie es auch in der FD-OCT gingig ist. Es wire im Prinzip auch méglich, die
Nyquist-Ebene als erste Rekonstruktionsebene zu wihlen, jedoch ist deren Lage schwierig zu

definieren.

Zur Berechnung des Streuvermégens S(z, ¥, z) muss die Integraltransformation
Je dk €*¥9% £(k) fir eine Funktion f(k) durchgefithrt werden. Die numerische Berechnung des

Integrals fiir den Datensatz f(kn), n =0,..., N — 1148t sich schreiben als

N-1
T M (e lnabe ) (),
1 "

Die explizite Berechnung einer Fourier-Summe kann mittels einer Fast-Fourier-Transform
(FFT) ausgefiihrt werden, doch effiziente Algorithmen hierfiir setzen voraus, dass ein
dquidistanter Satz von k-Stiitzstellen vorliegt. Genau dies trifft aber in (11) nicht zu. Man
substituiert daher k, = k, + k, mit kZ2 = k,,2 — k- kyz, wobei k; selbst von k, abhingt und
zusitzlich noch von den Pixelkoordinaten (x,y).»Schreibt man .kn als Funktion der
unabhingigen Variablen xy, so findet man

(12) k= (0 + ki’ + Ky ) / (2 Kn),

und die Summe (11) ist dann schnell zu berechnen, wenn man die Funktion f(ky(x,)) auf einen
Satz von nicht-dquidistanten Stiitzstellen k’, mit der Eigenschaft (12) fiir einen dquidistanten
Satz von k, interpoliert. Die Integrationsaufgabe wird praktisch in eine Interpolationsaufgabe
iiberfiihrt. Eine geeignete Interpolation kann auf verschiedene Arten durchgefiihrt werden, die
dem Fachmann geldufig sind, z.B. lineare Interpolation, Spline-Interpolation, Fourier-

Interpolation, Sinc-Interpolation.
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Die Integrationsaufgabe der Gleichung (10) wird durch Diskretisierung zu einer
Summationsaufgabe gemaf (11), welche wiederum eine Fouriertransformation auf nicht-
dquidistanten Stiitzstellen verlangt. Ein Algorithmus, der eine nicht-dquidistante
Fouriertransformation durchfiithren kann, soll kurz als NFFT bezeichnet werden. Eine
Maeéglichkeit der NFFT besteht wie dargelegt in einer FFT, die sich einer Interpolation der zu
transformierenden Funktion auf die nicht-dquidistanten Stiitzstellen anschliet. Andere NFFT-
Algorithmen, die woméglich auf Dateninterpolationt verzichten kdnnen, sind ebenso

geeignet.

Durch die NFFT erfolgt eine numerische Berechnung von Streustérken auf grundsatzlich
dquidistante Tiefenstiitzstellen, die auch als Rekonstruktionstiefen bezeichnet sein sollen. In
einigen Fillen kann es vorkommen, dass sich der Abstand zwischen zwei
Rekonstruktionstiefen z,, und z,,+; um einen bekannten Faktor verdndert. Dies kann z. B. beim
Einsatz von numerischen Vergréflerungen, die die axiale Rekonstruktionsdistanz verédndern,
oder bei der Rekonstruktion von Streuungen in Medien mit Brechungsindex » passieren. In
diesem Fall konnen zur Abhilfe die k,-Achsen (zur Verdeutlichung: jeder Pixel (x,y) besitzt
eine eigene k,-Achse) mit dem Kehrwert des besagten Faktors skaliert werden, um die
rdumliche Langeninderung numerisch zu kompensieren. Praktisch sind dann etwa die

Interpolationen auf einem skalierten Stiitzstellensatz vorzunehmen.

Falls der Brechungsindex der Probe sogar iiber die Messtiefe variiert, dann variieren auch die
Abstéinde der Rekonstruktionstiefen tiber die Messtiefe. Dies kann dann nur noch iiber eine
Fouriertransformation mit nicht-dquidistanten Stiitzstellen im Wellenzahl- und auch im
Tiefenbereich (kurz: NNFFT) kompensiert werden, um weiterhin eine scharfe Abbildung in

allen Messtiefen zu gewihrleisten.

Zusammenfassend stellt sich die erfindungsgemifBe Auswertung wie folgt dar:

1. Der aufgenommene Datensatz (Kamerabilder) /»(z,, k) wird durch Kenntnis der
Referenzwelle in komplexe Wellenfelder En(z, v, k) zuriickgerechnet. Andere Terme
(Rauschen, DC-Anteil, konjugiertes Feld) werden eliminiert oder vernachléssigt.

2. Man berechnet die zweidimensionale Fourier-Transformation (d. h. die Ebene-Wellen-

Zerlegung bzw. das Angular Spectrum) E(kz, by, kn) der einzelnen Wellenfelder

En(z,y, kn)-
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3. Die so enstandenen Datensidtze werden zur Referenzebene propagiert indem alle
Datenpunkte E(kz,ky, kn) mit eitk: (kn ke sky)=ka)zee multipliziert werden. Dieser Schritt
umfaflt neben der Propagation auch die Phasenkorrektur zur Wahrung der
Laufzeitunterschiede zwischen Proben- und Referenzlicht, den Faktor exp (-ikpZre).

4. Auf den so erhaltenen Daten £ (kz, ky, ¥n) wird eine NFFT mit den durch
kz(kn, ks, ky) + kn gegebenen Stiitzstellen durchgefiihrt. Man erhilt das Angular-
Spectrum fiir alle Tiefen, d. h. E(kz. ky, zm),

S. Die so berechneten Daten £(kz, ky, 2m) werden zuriick in den Raumbereich transformiert

(inverse zweidimensionale Fourier-Transformation entlang der k= und ¥v Achsen).

Das zunéchst zu unterstellende Problem der Beitrdge von Mehrfachstreuungen, die in der
OCT durch konfokale Abbildungen unterdriickt werden, hat sich in der Praxis als nicht
tiefgreifend erwiesen. Zwar treten diese Mehrfachstreuungen auf, aber sie fiihren erst bei

hohen Messtiefen in der Probe zur deutlichen Degradierung der gewonnenen Strukturdaten.

Mit den Mitteln der Erfindung ist es ohne Weiteres moglich, durch die Aufnahme eines
einzigen Satzes von Hologrammen im vorbestimmten Wellenlédngenintervall — in wenigen
Sekunden oder gar in Bruchteilen einer Sekunde — gute dreidimensionale
Strukturinformationen iiber einen Tiefenbereich von mehr als zehn Rayleigh-Léngen zu

gewinnen.

Um dies zu illustrieren, werden nun noch Abbildungen von Messergebnissen vorgestellt:

Fig. 1 zeigt invertiert dargestellte Tomogramme einer synthetischen Streuprobe (P.D.
Wooliams, R.A. Ferguson, C. Hart, A. Grimwood, P.H. Tomlins, App. Optics, Vol. 49, No. 11,
2014-2021, 2010) bestehend aus Polyurethan Harz in dem sphérische rote Eisenoxid Nano-
partikel eingebettet wurden, welche einen Durchmesser zwischen 300 — 800 nm aufweisen.
Fig.1 a) zeigt das Ergebnis einer Messung der Streuprobe mit einem konfokal scannenden
OCT mit einer NA von ca. 0,06. Im Bereich des konfokalen Fokus, sind die einzelnen Streuer
kiar zu sehen. Auflerhalb nehmen die Auflésung und auch die Intensitdt der Streuer ab. Eine
Messung nach dem erfindungsgemiflen Verfahren mit einer NA von ca. 0,07 und unter Re-
konstruktion einer einzelne Probenschicht ist in Fig. 1 b) zu sehen. In der Rekonstruktionsdis-
tanz ist die Auflésung der Streuprobe beugungsbegrenzt und nimmt auflerhalb erwartungsge-

méB ab. Die Intensitit ist im Gegensatz zu Fig. 1 a) nicht durch ein konfokales Gating be-
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grenzt. Die Messung in Fig. 1 c) ist identisch zu der Messung aus b), allerdings wird diesmal
der gesamte Tiefenbereich iiber eine NFFT-Auswertung rekonstruiert. Es ist erkennbar, dass
die Auflosung iiber mehrere Rayleigh-Lingen beugungsbegrenzt ist. Weder Intensitit noch
Auflésung zeigen Variationen iiber die Tiefenachse (in allen Bildern von oben nach unten

verlaufend) der Probe.

Fig.2 zeigt invertiert dargestellte Tomogramme einer schriggestellten Weintraube. Es wurde
jeweils eine Aufnahme eines erfindungsgemif ausgebildeten Messsystems mit einer NA von
0,07 (a) mit einem konfokalen OCT System mit einer NA von 0,06 (b) verglichen. Die Re-
konstruktionsdistanz wird variiert, und es sind en face Bilder fiir zwei Schnitte mit einer Re-
konstruktionsdistanz von 1.5 mm, bzw. 2.5 mm gezeigt. Der Fokus des konfokalen OCT ist
bei 1 mm Tiefe fest vorgegeben. Der Intensitétsverlust auBerhalb der Rayleigh-Linge beim
konfokalen OCT ist deutlich zu sehen. Im Gegensatz dazu sind in den Abbildung der Fig. 2 a)
streuende Strukturen deutlich iiber die Rayleigh-Linge hinaus zu erkennen. In den en face
Bildern kann man die Auswirkung durch unterschiedliche Rekonstruktionsdistanzen beobach-

ten. Alle eingezeichneten Skalen sind 1 mm.

In Fig. 3 sind drei senkrechte Schnitte durch eine in vivo gemessene menschliche Fingerspitze
dargestellt (invertierte Darstellung). Die Messung erfolgte mit dem hier beschriebenen Ver-
fahren zur Bestimmung der gesamten Streustidrkenverteilung binnen weniger Sekunden. Bei
der Auswertung wurde eine Rekonstruktionsebene in die Ebene der Schweidriisen gelegt.
Die horizontalen Linien im Bild sind Artefakte die durch Reflexionen an einer Glassplatte vor
dem Sensor der Kamera entstehen. Die gestrichelten Linien zeigen die jeweilige Lage der

anderen Schnitte.

Die Erfindung kann im Prinzip mit einer beliebigen Vorrichtung zur Digitalen Holographie
und einer durchstimmbaren Lichtquelle durchgefiihrt werden. Eine hohe
Durchstimmgeschwindigkeit der Lichtquelle und eine sehr hohe Aufnahmegeschwindigkeit
der elektronischen Kamera sind sehr empfehlenswert, insbesondere bei der in-vivo

Anwendung.

Ergénzend soll noch auf die Moglichkeiten zur Kompensation von Bewegungsartefakten in

der Numerik eingegangen werden.
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Fir in-vivo Aufnahmen ist bei den momentanen Geschwindigkeiten der digitalen Kameras ein
Problem, dass sich das Objekt hdufig wihrend der Aufnahme bewegt, was zu Artefakten in
den Tomogrammen fiihrt. Hierbei sind Bewegungen in z-Richtung, d. h. entlang der optischen
Achse am problematischsten, da sich zusitzlich zu der eigentlich physischen Bewegungen
durch den Dopplereffekt Verschiebungen des rekonstruierten Objektes ergeben. Die 2-
Bewegungen haben zudem die Eigenschaft, die Laufzeit des Lichtes fiir unterschiedliche
Wellenzahlen zu verdndern, was in den Aufnahmen zu Effekten fiihrt, die nicht von

Dispersion zu unterscheiden sind.

Bewegungen lassen sich durch eine Zeit-Frequenz-Analyse des tiber die Wellenzahl k
gemessenen Signals bestimmen, da eine zeitlich variierende Bewegungeﬁ iiber die Doppler-
Verschiebung das Signal fiir alle sich gleich bewegende Volumenanteile charakteristisch
verdandert. Hierzu bietet sich beispielsweise eine “Short-Time” Fourier-Transformation
(STFT) an mit der man globale Bewegungen des Objektes nachvollzichen kann: Man fenstert
einen bestimmten Wellenzahlbereich, der einem Zeitintervall entspricht, welches kiirzer als
die gesamte Aufnahmezeit ist. Dies wird i. a. die Auflésung nach der Rekonstruktion
verringern, allerdings ist das Objekt jetzt nicht mehr so stark durch Bewegungsartefakte
gekennzeichnet da die Fensterung eine kiirzere Aufnahmezeit selektiert hat. Fiihrt man dies
fir mehrere zentrale Wellenzahlen und damit Messzeitpunkte aus, so kann man in den einzeln
rekonstruierten Tomogrammen die Bewegungen erkennen und bestimmen. Prinzipiell kann
man diese Information mit allen Transformationen extrahieren, welche eine Zeit-Frequenz-
Darstellung des Signals erlauben (STFT, Wavelet-Transformation, Gabor-Transformation,
etc.). Fiir die Extraktion der Bewegung aus der Zeit-Frequenz- Darstellung kann man

beispielsweise eine Kreuzkorrelation der Kurzzeitbilder durchfiihren.

[st die Bewegung bekannt, so lésst sie sich der Effekt der Bewegung durch Multiplikation mit
zu den Bewegungen gehdrenden inversen Phasen im Fourierraum des Tomogrammes wieder
riickgéingig machen. Dabei ist zu beachten, dass eine Phasendnderung um exp(i¢(k)) durch die

STFT eine Verschiebung der Einzelbilder um 9x#(k) verursacht:
(13)
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_ ko+Dk
STFTy, [f(k)-exp(i¢(k))] = /k L, F(k) exp (i (kz + $(k)))

ko+Ak
- / dk f(k) exp [i (kz + $lko) + kO (k) ke + O(k2)]
ko—Ak
~ exp (id(ko)) - f (2 + Bud(k)limry)
Folglich muss die aus der Kreuzkorrelation bestimmte Verschiebung der Kurzzeitbilder

integriert werden um eine geeignete Phasenkompensation zu finden.

Es kann sich unterschiedliche Gruppengeschwindigkeitsdispersion in Proben- und Referenz-
arm zeigen, wenn man einen asymmetrischen Aufbau von Proben- und Referenzarm wihlt,
wie z.B. bei einem Mach-Zehnder-Interferometer. Dies fiihrt zu einer Verringerung von Auf-
I6sung und Signalstirke. Mathematisch zeigen sich die Dispersionsunterschiede in einer zu-
sdtzlichen von der Wellenzahl bzw. Wellenldnge abhingigen Phase, d. h. das Spektrum S(A)
ist gegeben durch

(14) S(\) = 2Re/dz f(2) exp (ik(A)z + ip(A)) + ...,

wobei #(A) durch die Dispersion bestimmt ist. Die Phase kann kompensiert werden, indem
man die Daten vor der Fouriertransformation entlang k bzw. entlang ¥ mit einer geeigneten
von der Wellenlénge abhéngigen Phasenfunktion multipliziert wird, d.h. mit exp(—ig(})),
Auf Grund der identischen Auswirkung von Dispersion und Bewegung des Objektes in axia-
ler Richtung wihrend der Messung, kann diese Phasenfunktion mit dem gleichen Algorithmus
wie bei der Bewegungskorrektur bestimmt werden. Da die Gruppengeschwindigkeitsdispersi-
on in der Regel konstant ist, muss die Bestimmung der Phasenfunktion nicht fiir jede Mes-

sung wiederholt werden .

Experimentell kann die Bestimmung der Dispersion durch Aufnahme von zwei Spiegeln in
unterschiedlichen Tiefen erfolgen. Hieraus kann man mittels Hilbert-Transformationen die
korrekten Phasenmultiplikatoren bestimmen. Sind zwei Spiegel in den zur Referenz relativen
Tieferen ' und 2 gegeben, so sind die dazugehérigen Interferenzsignale 51(A) und S2(M) ge-
geben durch

S1(A) = 2Re /+°° dz6(z — z1) - exp(ik(N)z; +i¢(N)) = 2cos (k(A)z + d(N))

oo
“+oo

sy S = oRe /_ _d2d(z — ) - exp(ih(N) 22 + 19(N)) = 2005 (E(N)z + ()
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Vernachlassigt man zusitzliche Terme (DC Terme, Autokorrelationen, keine weiteren Signa-
le, etc.) und ist 21 > O und 22 > U 50 ist die Hilbert-Transformation dieser Signale gegeben

durch
Sl +iH [Sl()\)] = 2 exp (ik(/\)zl + ld)(/\))
(16) So +1H [S2(A)] = 2exp (ik(N)z +ig(N))

Mit Kenntnis der Spiegelpositionen ! und #2, die man aus den rekonstruierten Daten (ver-
gleichbar einem OCT A-scan) gewinnen kann, lassen sich die benétigte Phase é(A) und k(1)

aufldsen:

:1—1;5 larg (S1(A) + H[Si(V)]) — arg (S2(A) + H [S2(M)))]

60 = (—1—[z2arg(51<x>+mslu>l>—zlarg(szuwmszu)]n

17 2 — )

Hierbei muss A nicht notwendigerweise die Wellenlange darstellen, sondern ist die Variable in
der zeitlich linear gesweept wurde, d. h. A(t) = Ao + At

Fiir dieses Verfahren wird allerdings lediglich eine Spiegelaufnahme mit nur einer Tiefe be-
ndtigt, wenn entweder keine Dispersion vorhanden ist, also $(A(k)) = do + 1k mit konstan-

ten $ound 1 oder wenn linear in & gesweept wurde, also wenn k(A) = ko + k1A mit konstan-

ten Ko und k1.

Zusammenfassend soll hervorgehoben werden, dass sich Artefakte in den Laufzeitunterschie-
den zwischen Referenz- und Probenlicht durch Gruppengeschwindigkeitsdispersion oder
durch eine Translation (z.B. Eigenbewegung) der Probe ergeben kénnen, die sich durch eine
weitere Phasenmultiplikation der transversalen Raumfrequenzspektren aber kompensieren
lassen. Wichtig ist dabei, dass die Phasenfaktoren, die selbst von den k, abhingen, vor der
eindimensionalen Fouriertransformation zur Berechnung der Streustirken eingefiihrt werden

miissen.
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ANSPRUCHE

1. Verfahren zur 3D-Bildgebung einer streuenden Probe, insbesondere zur Bestimmung

der rdumlichen Streustirkenverteilung S(x,y,z) der Probe, mit den Schritten

a.

Aufteilen von Laserlicht mit innerhalb einer vorgegebenen Bandbreite
wihlbarer Wellenlinge in einen Proben- und einen Referenzlichtstrahl,
Beleuchten der Probe mit N verschiedenen Wellenldngen A,, n = 1,...,N und
Riickfiihren des in der Probe gestreuten Lichts sowie des Referenzlichts auf ein
2D-Lichtdetektor-Array,

Uberlagern des gestreuten Probenlichts mit dem Referenzlicht auf dem 2D-
Lichtdetektor-Array und Aufzeichnen je eines Hologramms fiir jede der N
Wellenldngen,

Berechnen des in der Probe gestreuten elektrischen Wellenfeldes fiir jede der N
Wellenlidngen in der Ebene des 2D-Lichtdetektor-Arrays,

Propagieren aller berechneten Wellenfelder in eine vorbestimmte
Rekonstruktionsebene, die senkrecht zur optischen Achse des
Probenlichtstrahls ausgerichtet ist,

Berechnen des transversalen Raumfrequenzspektrums En (kx,ky,kn), mit ky, =
27/A, des in der Probe gestreuten und in die Rekonstruktionsebene

propagierten elektrischen Wellenfeldes fiir jede der N Wellenldngen,

gekennzeichnet durch die weiteren Schritte:

g.

Phasenanpassung des transversalen Raumfrequenzspektrums fiir jede der N
Wellenldngen zur Kompensation der durch d) und/oder €) zwischen dem
propagierten Wellenfeld und dem Referenzlicht entstehenden
Laufzeitunterschiede,

Berechnung des tiefenabhéngigen Streustdrkespektrums S(ky,ky,z) durch
eindimensionale Fouriertransformation der Raumfrequenzspektren fiir jede
transversale Raumfrequenz (ky, ky) entlang der optischen Achse des
Probenlichtstrahls,

Berechnen der Streustédrke S(x,y,z) wenigstens in einer Schicht der Probe in der

Umgebung der Rekonstruktionsebene.
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Rekonstruktionsebene

im Innern der Probe vorbestimmt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Berechnung der
Streustédrke S(x,y,z) fiir eine Mehrzahl von entlang der optischen Achse des
Probenlichtstrahls beabstandeten Rekonstruktionsebenen bzw. Schichten der Probe
erfolgt, und diese Ergebnisse im Rechner zu einer Streustirkeverteilung fiir die

gesamte Probe zusammengefligt werden.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Rekonstruktionsebene derart vorbestimmt wird, dass in der Rekonstruktionsebene
gestreutes und zum 2D-Lichtdetektor-Array zuriick gefiihrtes Licht keinen

Laufzeitunterschied zum Referenzlicht aufweist.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Phasenanpassung dadurch erfolgt, dass jedes transversale Raumfrequenzspektrum
mit einem Phasenfaktor abhéngig von k, multipliziert wird, so dass die Komponenten
En (kxo,ky0,kn) aller N Raumfrequenzspektren in der Rekonstruktionsebene fiir eine

vorbestimmte transversale Raumfrequenz (kxo, kyo) denselben Wert annehmen.

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche gekennzeichnet durch
numerische Kompensation von Artefakten durch Probenbewegung und/oder
Gruppengeschwindigkeitsdispersion durch Multiplikation aller transversalen
Raumfrequenzspektren mit einem vom jeweiligen k, abhiingigen Phasenfaktor vor der

Durchfiihrung der eindimensionalen Fouriertransformation.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
eindimensionale Fouriertransformation als Fast Fourier Transform (FFT) tiber einen
von der jeweiligen Raumfrequenz (ky, ky) abhidngigen, nicht-dquidistanten
Stiitzstellensatz ausgefiihrt wird, wobei die Raumfrequenzspektren zuvor auf diese

Stiitzstellen interpoliert werden.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
im Referenzarm ein strahlaufweitendes Element vorgesehen ist, welches das
Referenzlicht vor dem Eintreffen auf dem 2D-Lichtdetektor-Array sphérisch
aufweitet.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Referenzlicht einen
Fokus in der Nihe des zu untersuchenden Probenbereichs au3erhalb der Probe

aufweist.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

nicht weniger als N = 100 verschiedene Wellenldngen verwendet werden.
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