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(57) Abstract: The present invention relates to a method for viewing a specimen using a microscope which comprises an objective
lens and an image sensor for converting an image formed on the image sensor by the objective lens. A field of view of the microscope
can be varied by selecting a section of the image sensor. In one step of the method, an initial image (01) of at least a partial section
of the specimen is captured with the microscope, for which a first field of view is selected on the microscope. The initial image (01)
is analysed to determine at least two ditfering fields of view forming a partial area image, wherein a partial area of the initial image
(01) is formed by each of the fields of view forming a partial area image. Images (03) of the partial areas of the specimen are captured
for each of the determined fields of view forming a partial area image. The invention further relates to a microscope for viewing a

specimen using a microscope.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Mikroskopieren einer Probe mit einem Mikroskop,
welches ein Objektiv und einen Bildsensor zum Wandeln eines von dem Objektiv auf den Bildsensor abgebildeten Bildes umfasst. Ein
Sichtfeld des Mikroskops ist durch Auswahl eines Abschnittes des Bildsensors verdnderbar. Bei einem Schritt des Verfahrens wird ein
initiales Bild (01) zumindest eines Teilbereiches der Probe mit dem Mikroskop aufgenommen, wofiir ein erstes Sichtteld am Mikroskop
gewidhlt wird. Das initiale Bild (01) wird analysiert, um zumindest zwei sich unterscheidende teilbereichsabbildende Sichtfelder zu
ermitteln, wobei durch jedes der teilbereichsabbildenden Sichtfelder ein Teilbereich des initialen Bildes (01) abgebildet wird. Es werden
Bilder (03) der Teilbereiche der Probe fiir jedes der ermittelten teilbereichsabbildenden Sichtfelder aufgenommen. Im Weiteren betrifft
die Erfindung ein Mikroskop zum Mikroskopieren einer Probe.
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Mikroskop und Verfahren zum Mikroskopieren einer Probe

Die vorliegende Erfindung betrifft zundchst ein Verfahren zum
Mikroskopieren einer Probe mit einem Mikroskop, welches ein
Objektiv und einen Bildsensor zum Wandeln eines von dem
Objektiv unmittelbar oder mittelbar auf den Bildsensor
abgebildeten Bildes umfasst. Im Weiteren betrifft die

Erfindung ein Mikroskop zum Mikroskopieren einer Probe.

Die DE 197 33 193 Al zeigt ein Mikroskop mit adaptiver Optik.
Bei diesem Mikroskop ist zwischen einem Objektiv und einer
Tubuslinse ein transmittierender Wellenfrontmodulator
angeordnet. Das Mikroskop kann fir eine konfokale Mikroskopie,
flir eine lasergestliitzte Mikroskopie, flir eine konventionelle
Mikroskopie oder flir eine analytische Mikroskopie verwendet

werden.

Aus der US 7,345,816 B2 ist ein optisches Mikroskop bekannt,
welches einen Spiegel mit einer steuerbar veranderlichen
reflektierenden Oberflache umfasst. Durch eine Verdnderung der
Oberfldche des Spiegels kdnnen Bilder aus unterschiedlichen

fokalen Positionen aufgenommen werden.

Die US 7,269,344 B2 zeigt eine optische Vorrichtung mit einem
abbildenden optischen System, welches verformbare Spiegel und
eine digitale Zoom-Funktion besitzt. Hierdurch soll die
elektronische VergrdBerung bei hoher Bildscharfe veréadnderbar

sein.

Das Produkt ,3D Microscope"™ des Herstellers SD Optics dient

der schnellen Erzeugung von makroskopischen und
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mikroskopischen Bildern, welche eine erweiterte Scharfentiefe
(EDoF - Extended Depth of Field) besitzen. Zur Realisierung
der EDoF-Funktionalitat dient ein als MALS-Modul bezeichnetes
Spiegel-Array-Linsensystem. MALS steht fiir Mirror Array Lens
System. Details dieses Systems sind beispielsweise in der

WO 2005/119331 Al oder WO 2007/134264 A2 offenbart. Das
Produkt umfasst u. a. eine LED-Ringbeleuchtung, eine
Koaxialbeleuchtung, eine Durchlichtbeleuchtung, einen
Kreuztisch, Objektive mit 5-, 10-, 20- und 50-facher
Vergrolerung und eine schnelle automatische Fokussierung. Die
Fokussierung kann mit einer Frequenz von bis zu 10 kHz

verandert werden.

DE 698 38 297 T2 zeigt ein Verfahren zum Erfassen und
Wiederherstellen von vergroBerten Probebildern durch ein
rechnergesteuertes Mikroskop. Bei der Aufnahme eines ersten
Satzes digitalisierter Bilder von einer Probe werden
Objekttischbewegungen und Bildgrohlen so gesteuert, dass ein
erster Satz zusammenhdngender Bildscheiben erzeugt werden
kann, um eine vergroRerte Gesamtansicht der Probe zu
ermdglichen. Die Gesamtansicht der Probe wird angezeigt, damit
ein Benutzer ein ihn interessierendes Gebiet interaktiv
auswahlen kann. Entsprechend wird das Gebiet mit einer hoheren
optischen Aufldsung gescannt und ein zweiter Satz

digitalisierter Bilder erzeugt.

Aus der US 2006/0140462 Al ist ein Verfahren zur konfokalen
Aufnahme bekannt, bei welchem ein ortlich gezieltes Auslesen

von CMOS-Bildsensoren in interessierenden Regionen erfolgt.

Die EP 1 918 751 Al lehrt ein Mikroskop, welches die Aufnahme
dreidimensionaler Bilder und hochaufldsender Bilder mit

verschiedenen Fokuspositionen erméglichen soll.
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Die DE 10 2013 208 415 Al zeigt ein Verfahren zur 3D-
hochauflésenden Lokalisierungsmikroskopie, die eine Probe in
einer Tiefenrichtung und quer dazu hochaufldsend abbilden
soll. In der Probe werden wiederholt Fluoreszenzemitter zur
Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt. Mit zwei Detektoren
wird ein Einzelbild in Form von simultanen Einzelbildpaaren
desselben Fluoreszenzzustandes der Probe aus zweil
verschiedenen Fokusebenen, die in Tiefenrichtung um einen

Abstand beabstandet sind, aufgenommen.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht ausgehend vom
Stand der Technik darin, das Mikrokopieren einer Probe

flexibel und schnell vornehmen zu koénnen.

Die genannte Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren gemdl dem
beigefiigten Anspruch 1 sowie durch ein Mikroskop gemdB dem

beigefligten nebengeordneten Anspruch 13.

Das erfindungsgemaBe Verfahren dient zum Mikroskopieren einer
Probe mit einem Mikroskop, insbesondere mit einem digitalen
Mikroskop. In dem digitalen Mikroskop erfolgt bevorzugt eine
elektronische Bildwandlung, wobei das aufgenommene Bild in
Form von digitalen Daten weiterverarbeitet und zur Anzeige auf
einer elektronischen Bildwiedergabeeinrichtung gebracht wird.
Das Mikroskop umfasst ein Objektiv und einen Bildsensor zum
Wandeln eines von dem Objektiv auf den Bildsensor unmittelbar

oder mittelbar abgebildeten Bildes.

Ein bildsensorseitiges Sichtfeld des Mikroskops ist durch
Auswahl eines Abschnittes des Bildsensors variierbar. Folglich
wird zum Erzielen eines bestimmten Sichtfeldes des Mikroskops

ein bestimmter Abschnitt des Bildsensors ausgewahlt und
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ausgelesen. Fir ein kleines Sichtfeld wird nur ein kleiner
Abschnitt bendtigt. Flir ein maximales Sichtfeld umfasst der
Abschnitt den gesamten Bildsensor. Der Abschnitt ist durch
diejenigen Pixel des Bildsensors definiert, die sich innerhalb
des Abschnittes befinden, wobei einige oder alle Pixel
gruppiert sein kdnnen. Der Abschnitt ist also durch einen Ort
und eine Flache definiert. Das Sichtfeld wird englisch auch
als Field-of-View bezeichnet und ist insbesondere durch einen
bildsensorseitigen Offnungswinkel des Mikroskops
charakterisiert. Das Sichtfeld des Mikroskops ist veréanderbar,
sodass der bildsensorseitige Offnungswinkel verdnderbar, d. h.
einstellbar ist. Das Objektiv flir sich kann ein festes

Sichtfeld aufweisen.

Das bildsensorseitige Sichtfeld ist durch eine zumindest
zweidimensionale Ausdehnung definiert, wobei auch eine
dreidimensionale Ausdehnung definiert sein kann, sodass nicht
lediglich das Sichtfeld, sondern auch ein Sichtvolumen am

Mikroskop variierbar ist.

In einem Schritt des erfindungsgemdBen Verfahrens wird ein
initiales Bild zumindest eines Teilbereiches der Probe mit dem
Mikroskop aufgenommen. Das Rild umfasst zumindest den
genannten Teilbereich, einen Hauptbereich der Probe oder die
gesamte Probe. Zur Aufnahme des initialen Bildes wird am
Mikroskop ein erstes bildsensorseitiges Sichtfeld gewahlt.

D. h. ein erster Abschnitt des Bildsensors wird ausgewahlt und
ausgelesen. Das erste Sichtfeld kann auch innerhalb eines
ersten Sichtvolumens gegeben sein, welches ausgewdhlt wird.
Das initiale Bild kann zweidimensional oder dreidimensional

sein.
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Dreidimensionale Bilder umfassen fiir jeden Punkt im Raum
Informationen Uber das darzustellende Objekt. Beispielsweise
kébnnen in einem orthogonalen Koordinatensystem mit X-, Y- und
Z-Achse fir jeden Punkt im Raum Intensitatswerte und oder

Farbwerte angegeben werden.

Es gibt auch Bilder, in denen beispielsweise fiir jedes Paar
von X- und Y-Koordinaten nur ein Z-Wert bekannt ist. Dies ist
beispielsweise der Fall, wenn nur die Form der Oberfléche
eines dreidimensionalen Kdrpers bekannt ist. Es kdnnen auch zu
den X- und Y-Koordinaten eines Punktes als ,dritte Dimension™“
Intensitdtswerte gewahlt werden. Diese und weitere Falle, die
die Darstellung von Rildern mit einer dreidimensionalen
Illusion ermdglichen, werden auch als pseudo-dreidimensionale

oder als 2,5-dimensional Bilder bzw. Darstellungen bezeichnet.

Im Folgenden werden Bilder die eine dreidimensionale
Darstellung oder die die Darstellung von Bildern mit einer
dreidimensionalen Illusion ermdglichen gemeinsam als

dreidimensionale Bilder bezeichnet.

In einem weiteren Schritt des erfindungsgemédlen Verfahrens
wird das initiale Bild analysiert, um mindestens zwei sich
unterscheidende teilbereichsabbildende bildsensorseitige
Sichtfelder zum Aufnehmen von mikroskopischen Bildern von
zumindest mehreren Teilbereichen der Probe zu ermitteln. Das
Analysieren kann manuell oder automatisch erfolgen. Durch das
Analysieren werden die teilbereichsabbildenden Sichtfelder
ermittelt, sodass mehrere Abschnitte des Bildsensors ermittelt
werden, die geeignet sind, die mikroskopischen Bilder der
mehreren Teilbereiche der Probe aufzunehmen. Durch jedes der
teilbereichsabbildenden Sichtfelder wird ein Teilbereich des

initialen Bildes abgebildet. Bevorzugt wird flir jeden der
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Teilbereiche jeweils ein teilbereichsabbildendes Sichtfeld
bestimmt, sodass jeder der Teilbereiche mit einem individuell
geeigneten teilbereichsabbildenden Sichtfeld effizient
mikroskopiert werden kann. Die teilbereichsabbildenden
Sichtfelder unterscheiden sich in ihrer Position bezogen auf
den Bildsensor in einer x- und/oder y-Richtung. Die
teilbereichsabbildenden Sichtfelder unterscheiden sich
bevorzugt auch in ihrer GroBe und/oder Aufldsung. Die
teilbereichsabbildenden Sichtfelder kénnen auch jeweils
innerhalb von teilbereichsabbildenden Sichtvolumina gegeben
sein, welche ausgewahlt werden. Entsprechend sind die
zugehdrigen mikroskopischen Rilder nicht lediglich
zweidimensional, sondern konnen auch dreidimensional sein. Die
teilbereichsabbildenden Sichtfelder bzw. Sichtvolumina
unterscheiden sich bevorzugt auch in ihrer Position in der zur
x-Richtung und y-Richtung senkrechten z-Richtung. Die
teilbereichsabbildenden Sichtfelder bzw. Sichtvolumina
unterscheiden sich bevorzugt auch in ihrer GréBe in der z-

Richtung und/oder Aufldsung in der z-Richtung.

In einem weiteren Schritt des erfindungsgemédlen Verfahrens
werden die mikroskopischen Bilder der mehreren Teilbereiche
der Probe mit dem Mikroskop aufgenommen, wofiir jeweils das
zuvor bestimmte teilbereichsabbildende Sichtfeld am Mikroskop
gewahlt wird, d. h. dass der jeweils zuvor bestimmte Abschnitt

des Bildsensors ausgewahlt und ausgelesen wird.

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemédlen Verfahrens
besteht darin, dass durch das Bestimmen der
teilbereichsabbildenden Sichtfelder die Teilbereiche angepasst
mikroskopiert werden kénnen, sodass das Mikroskopieren der
gesamten Probe schnell erfolgen kann, ohne Beeintrdchtigungen

der Qualitat der mikroskopischen Bilder in Kauf nehmen zu
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miissen. Insbesondere kénnen die Teilbereiche der Probe je nach
Detailreichtum der einzelnen Teilbereiche mit angepassten
teilbereichsabbildenden Sichtfeldern und Aufldsungen
mikroskopiert werden. Insofern die Teilbereiche
dreidimensional aufgenommen werden, so wird bei den
teilbereichsabbildenden Sichtfeldern bevorzugt auch jeweils

die Aufldsung in der dritten Dimension angepasst.

Das erfindungsgemalBe Verfahren kann zur schnellen Aufnahme
zwel- und/oder dreidimensionaler mikroskopischer Bilder von
groBen Proben verwendet werden. Somit wird das Verfahren
bevorzugt zur Inline-Prifung in der Elektronikindustrie, in
der Partikelanalyse, von nicht-metallischen Einschliissen, in
der generativen Fertigung, in der Pharmaindustrie und bei der

Herstellung medizinischer Gerate angewendet.

Das initiale Bild und die Rilder der Teilbereiche werden
bevorzugt mit dem genau einen Objektiv aufgenommen, sodass das
Objektiv wahrend der Durchfithrung des erfindungsgemidBen
Verfahrens nicht gewechselt wird. Alternativ kann das initiale
Bild mit einem anderen Objektiv oder mit einer anderen
optischen Bildaufnahmeeinrichtung des Mikroskops aufgenommen
werden. Die Bildaufnahmeeinrichtung kann beispielsweise durch
eine Ubersichtskamera oder durch eine Kamera fiir zwei- oder

dreidimensionale Bilder gebildet sein.

Bei einer ersten bevorzugten Ausfiihrungsform des
erfindungsgemalen Verfahrens wird das initiale Bild als ein
Uberblicksbild der Probe aufgenommen. Das Uberblicksbild zeigt
bevorzugt zumindest einen Hauptbereich der Probe, der
bevorzugt zumindest die Halfte der Probe umfasst. Das
Uberblicksbild zeigt besonders bevorzugt die gesamte Probe.

Zum Aufnehmen des Uberblicksbildes wird das erste Sichtfeld
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als ein uUberblickabbildendes Sichtfeld gewahlt, welches groRer
als alle teilbereichsabbildenden Sichtfelder ist. Das
Uberblickabbildende Sichtfeld weist einen grofen
probenseitigen Offnungswinkel auf. Die mikroskopischen Bilder
der Teilbereiche werden falls notwendig mit einer feineren
Aufldsung als das initiale Uberblicksbild aufgenommen. Die
feinere Auflosung kann in der x-, y- und/oder z-Richtung
ausgebildet sein. Bei der Aufnahme des Uberblicksbildes mit
der groberen Aufldsung werden nicht alle Pixel des Bildsensors
im ausgewahlten Abschnitt ausgelesen, sondern beispielsweise
nur jedes dritte Pixel, oder die Pixel werden gruppiert. Auch
kann beispielweise die Aufldsung in der z-Richtung durch
groBere Schritte in die z-Richtung verringert werden, sodass
die Aufnahme des Uberblicksbildes schneller erfolgt.
Alternativ kann das initiale Bild mit einer anderen optischen
Bildaufnahmeeinrichtung, wie beispielsweise eine

Ubersichtskamera, aufgenommen werden.

Bei der ersten bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemalen Verfahrens werden beim Analysieren des
initialen Uberblicksbild bevorzugt die einzelnen im initialen
Uberblicksbild abgebildeten Teilbereiche analysiert, um
jeweils eine zum Mikroskopieren des jeweiligen Teilbereiches
notwendige Aufldsung in zumindest zwei oder in drei
Dimensionen zu bestimmen. Hierzu werden die im Uberblicksbild
abgebildeten Teilbereiche bevorzugt hinsichtlich ihres
Detailreichtums analysiert. Je detailreicher der Jjeweilige
Teilbereich ist, desto hoher ist die notwendige Aufldsung zum
Aufnehmen des mikroskopischen Bildes dieses Teilbereiches. Das
Auswahlen der einzelnen teilbereichsabbildenden Sichtfelder
erfolgt entsprechend der zuvor bestimmten jeweiligen
notwendigen Aufldsung. Je niedriger die notwendige Aufldsung

ist, desto groRer kann das jeweilige teilbereichsabbildende
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Sichtfeld bzw. Sichtvolumen gewadhlt werden, um das jeweilige
Bild effizient aufzunehmen, woflir insbesondere nicht alle
Pixel des Bildsensors im ausgewahlten Abschnitt ausgelesen
werden oder Jjeweils mehrere Pixel im ausgewdhlten Abschnitt
zusammengefasst ausgelesen werden oder eine Unterabtastung der

Pixel im ausgewahlten Abschnitt erfolgt.

Bei der ersten bevorzugten Ausfihrungsform des Verfahrens wird
dieses bevorzugt rekursiv durchgefiihrt. Hierfiir wird zumindest
eines der mikroskopischen Bilder der Teilbereiche analysiert,
um mindestens ein subteilbereichsabbildendes Sichtfeld zum
Aufnehmen von mikroskopischen Bildern von zumindest mehreren
Subteilbereichen der Probe zu bestimmen. Die
subteilbereichsabbildenden Sichtfelder sind bevorzugt kleiner
als das jeweilige teilbereichsabbildende Sichtfeld. Es werden
mikroskopische Bilder der mehreren Subteilbereiche der Probe
mit dem Mikroskop aufgenommen, wofir jeweils das zuvor
bestimmte subteilbereichsabbildende Sichtfeld am Mikroskop
gewahlt wird. Die mikroskopischen Bilder der Subteilbereiche
werden mit einer feineren Aufldsung in einer oder mehreren
Dimensionen als der Jjeweilige Teilbereich aufgenommen. Es
erfolgt bevorzugt eine rekursive Fortsetzung flr

Subsubteilbereiche usw.

Bei einer zweiten bevorzugten Ausfihrungsform wird das
initiale Bild als ein mikroskopisches Bild eines ersten der
Teilbereiche der Probe aufgenommen. Hierfiir wird das erste
Sichtfeld als ein teilbereichsabbildendes Sichtfeld gewahlt.
Die teilbereichsabbildenden Sichtfelder zum Aufnehmen der
mikroskopischen Bilder der weiteren Teilbereiche der Probe
werden somit ausgehend von der Analyse des Bildes des ersten
Teilbereiches der Probe gewdhlt. Erganzend kann jeweils eine

Analyse der einzelnen mikroskopischen Bilder der weiteren
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Teilbereiche erfolgen, um die einzelnen
teilbereichsabbildenden Sichtfelder zum Aufnehmen der
mikroskopischen Bilder der jeweils folgenden weiteren
Teilbereiche der Probe zu wahlen. Es konnen mikroskopische
Bilder fir samtliche Teilbereiche der Probe aufgenommen werden
oder es kdénnen mikroskopische Bilder fir nur einige der

Teilbereiche der Probe aufgenommen werden.

Nachfolgend werden weitere bevorzugte Merkmale fiir die oben
beschriebene erste und zweite bevorzugte Ausfithrungsform

angegeben.

Das initiale Bild und/oder zumindest mehrere der Bilder der
Teilbereiche werden bevorzugt mit einer erweiterten
Scharfentiefe aufgenommen. Die erweiterte Scharfentiefe wird
auch als Extended Depth of Field bezeichnet. Das Jjeweilige
Bild mit der erweiterten Schdrfentiefe kann zwei- oder
dreidimensional sein. Zur Aufnahme des initialen Rildes bzw.
des mikroskopischen Bildes mit der erweiterten Scharfentiefe
werden bevorzugt mehrere Einzelbilder mit unterschiedlichen
z-Positionen aufgenommen. Die Einzelbilder werden anschlielend
zu dem initialen Bild bzw. zu dem mikroskopischen Bild

uberblendet.

Das initiale Bild und/oder zumindest mehrere der
mikroskopischen Bilder werden bevorzugt zusatzlich mit einer
Tiefeninformation aufgenommen, sodass es sich bevorzugt um

dreidimensionale Bilder handelt.

Zum Aufnehmen des initialen Bildes bzw. der mikroskopischen
Bilder mit einer erweiterten Scharfentiefe bzw. zusdtzlich mit
einer Tiefeninformation wird bevorzugt ein Aktuator an einem

aktiven optischen Element des Mikroskops gestellt. Der
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mechanische Aktuator kann beispielsweise dazu ausgebildet
sein, das aktive optische Element, welches durch eine flexible
Linse, eine durch mechanische Schwingungen steuerbare Linse,
eine flissige Linse oder eine diffraktive Linse zur Messung
einer Tiefeninformation der Probe gebildet sein kann, zu
verformen bzw. zu verschieben. Bevorzugt ist der Aktuator
durch ein Mikrosystem zum mechanischen Bewegen von
Mikrospiegeln und/oder Mikrolinsen gebildet. Bei dem Aktuator
handelt es sich bevorzugt um einen Fokusaktuator und/oder um
einen Aberrationsaktuator. Der Aktuator wird bevorzugt mit
einer Frequenz von mindestens 1 kHz und weiter bevorzugt von

mindestens 10 kHz betrieben.

In einer vorteilhaften Ausfiihrungsform ist der optische
Aktuator als ein Mikrosystem mit mechanisch beweglichen
Mikrospiegeln zur Aufnahme einer erweiterten Scharfentiefe
ausgebildet. In dieser Ausfiihrungsform kann beispielsweise das
oben beschriebene ,MALS-Modul®™ der Firma SD Optics Inc. als
optischer Aktuator Verwendung finden. Ein MALS-Modul kann
beispielsweise als Fresnel-Linse ausgebildet sein, wie dies
beispielsweise in der WO 2005/119331 Al beschrieben ist. Diese
Fresnel-Linse wird aus einer Vielzahl von Mikrospiegeln
gebildet. Durch eine Veranderung der Lage der Mikrospiegel
kann auf sehr schnelle Weise die Brennweite der Fresnel-Linse
verandert werden. Diese schnelle Veranderung der Brennweite
erlaubt eine sehr schnelle Einstellung der abzubildenden
Fokusebene. So wird es ermdglicht, in kurzer Zeit eine
Vielzahl von Aufnahmen in benachbarten Fokusebenen
aufzunehmen. Eine derartige Folge von Bildern, welche in
unterschiedlichen Fokusebenen aufgenommen wurden, wird auch
als Fokus-Stapel bezeichnet. Aus einem Fokus-Stapel kann ein

Bild mit erweiterter Schiarfentiefe ermittelt werden.
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Die mikroskopischen Bilder der Teilbereiche sind auch als
Kacheln zu bezeichnen. Das erfindungsgemédle Verfahren ist
somit zur Mikroskopie groler Proben wie beispielsweise eine
Leiterplatte geeignet. Die aufgenommenen mikroskopischen
Bilder der Teilbereiche werden bevorzugt zu einem Gesamtbild

der Probe zusammengefiigt.

Bevorzugt wird jeweils ein teilbereichsabbildendes Sichtfeld
flir jeden der Teilbereiche bestimmt und zur Aufnahme des
entsprechenden BRildes verwendet. Somit wird fir Jjeden der
Teilbereiche ein angepasstes teilbereichsabbildendes Sichtfeld

mit angepasster Aufldsung bestimmt und verwendet.

Besonders bevorzugt werden neben dem Sichtfeld weitere
Parameter des Mikroskops zur Aufnahme der mikroskopischen
Bilder der Teilbereiche der Probe angepasst. Die weiteren
Parameter des Mikroskops werden im Ergebnis der Analyse des
initialen Bildes bestimmt und beim Aufnehmen der
mikroskopischen Bilder der Teilbereiche am Mikroskop gewdhlt.
Die weiteren Parameter des Mikroskops umfassen bevorzugt eine
zwel- oder dreidimensionale Aufldsung des jeweils
aufzunehmenden mikroskopischen Bildes, ein Sichtvolumen zum
Aufnehmen des jeweils aufzunehmenden dreidimensionalen
mikroskopischen Bildes, einen Kontrast zum Aufnehmen des
jeweils aufzunehmenden mikroskopischen Bildes, Parameter zur
Aberrationssteuerung, die Option einer erweiterten
Schédrfentiefe, die Option einer Tiefeninformation und/oder
Parameter zum Stellen des Aktuators des aktiven optischen
Elementes. Entsprechend erfolgt das Analysieren des initialen
Bildes, um weiterhin eine zwei- oder dreidimensionale
Auflosung der aufzunehmenden mikroskopischen Bilder zu
bestimmen, ein Sichtvolumen zum Aufnehmen der

dreidimensionalen mikroskopischen Bilder zu bestimmen, einen
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Kontrast zum Aufnehmen der mikroskopischen Bilder zu
bestimmen, Parameter zur Aberrationssteuerung zu bestimmen,
Parameter zum Stellen des Aktuators des aktiven optischen
Elementes zu bestimmen und/oder um zu entscheiden, ob die
mikroskopischen Bilder jeweils mit einer erweiterten
Schédrfentiefe und/oder mit einer Tiefeninformation aufgenommen
werden. AnschlieRend werden die mikroskopischen RBRilder der
mehreren Teilbereiche jeweils mit der zuvor bestimmten zwei-
oder dreidimensionalen Aufldsung, mit dem zuvor bestimmten
Sichtvolumen, mit dem zuvor bestimmten Kontrast, mit den zuvor
bestimmen Parametern zur Aberrationssteuerung mit den zuvor
bestimmen Parametern zum Stellen des Aktuators, mit einer
erweiterten Scharfentiefe und/oder mit einer Tiefeninformation

aufgenommen.

Die teilbereichsabbildenden Sichtfelder weisen bevorzugt
jeweils einen probenseitigen Offnungswinkel von héchstens 140°
auf. Das iiberblickabbildende Sichtfeld weist bevorzugt einen
probenseitigen Offnungswinkel von mindestens 1° und weiter

bevorzugt mindestens 5° auf.

Die teilbereichsabbildenden Sichtfelder weisen bezogen auf die
Probe eine Kantenlange oder einen Durchmesser von bevorzugt
hdéchstens 5 mm, weiter bevorzugt hdéchstens 2 mm auf. Das
Uberblickabbildende Sichtfeld weist bezogen auf die Probe eine
Kantenlange oder einen Durchmesser von bevorzugt mehr als 5 mm

auf.

Die mikroskopischen Bilder der Teilbereiche werden bevorzugt
Jewells mit einer Aufldsung von mindestens 500 Linienpaaren/mm
aufgenommen. Die mikroskopischen Bilder der Teilbereiche
werden bevorzugt jeweils mit einer Aufldsung von mindestens

0,3 um bezogen auf die Probe aufgenommen. Das initiale
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Uberblicksbild wird bevorzugt mit einer Aufldsung von
héchstens 400 Linienpaaren/mm aufgenommen. Das initiale
Uberblicksbild wird bevorzugt mit einer Aufldsung von
hdéchstens 2 pm bezogen auf die Probe aufgenommen. Das initiale
Uberblicksbild wird weiter bevorzugt mit einer Aufldsung von

hdéchstens 10 um bezogen auf die Probe aufgenommen.

Die Probe wird wahrend der Aufnahme des initialen Bildes und
wahrend der Aufnahme der mikroskopischen Bilder bevorzugt
beleuchtet, woflir bevorzugt sichtbares Licht, UV-Strahlung

und/oder IR-Strahlung verwendet wird.

Das erfindungsgemalBe Mikroskop ist bevorzugt digital und
umfasst zunachst ein Objektiv zum vergroBerten optischen
Abbilden einer Probe in einer Bildebene. Durch das Objektiv
ist ein Bild mit einer optischen Aufldsung in der Bildebene
darstellbar. Die optische Aufldsung ist durch die
physikalischen Vorgange und die Eigenschaften des Objektivs
bestimmt. Das Objektiv umfasst optische Komponenten zum
vergroBerten optischen Abbilden der Probe in der Bildebene.
Die optischen Komponenten sind insbesondere durch optische
Linsen und ggf. auch durch eine oder mehrere Spiegel, Blenden

und Filter gebildet.

Das Mikroskop umfasst weiterhin einen Bildsensor zum Wandeln
des von dem Objektiv unmittelbar oder mittelbar auf den
Bildsensor abgebildeten Rildes in ein elektrisches Signal. Ein
bildsensorseitiges Sichtfeld des Mikroskops ist durch Auswahl

eines Abschnittes des Bildsensors variilerbar.

Das Mikroskop umfasst weiterhin eine elektronische
Steuereinheit zum Steuern des Bildsensors. Die Steuereinheit

dient bevorzugt weiterhin zum Steuern einer die Bilddaten des
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Bildsensors verarbeitenden Bildverarbeitungseinheit. Die
Steuereinheit ist zur Ausfihrung des erfindungsgemalen
Verfahrens konfiguriert. Die Steuereinheit ist bevorzugt zur
Ausfiihrung bevorzugter Ausfiihrungsformen des erfindungsgemialien
Verfahrens konfiguriert. Im Ubrigen weist das Mikroskop
bevorzugt auch Merkmale auf, die im Zusammenhang mit dem
erfindungsgemdlen Verfahren und dessen bevorzugten
Ausfiihrungsformen angegeben sind. Auch das erfindungsgemédle
Verfahren weist bevorzugt Merkmale auf, die im Zusammenhang
mit dem erfindungsgemalien Mikroskop und dessen bevorzugten

Ausfiihrungsformen angegeben sind.

Bevorzugt weist das Objektiv einen maximalen
VergrolRerungsfaktor von hochstens 40 auf. Insofern das
Objektiv einen festen Vergrolerungsfaktor aufweist, so stellt
dieser auch den maximalen VergroBRerungsfaktor dar. Bei
bevorzugten Ausfihrungsformen des Mikroskops ist der maximale
VergroRerungsfaktor hdéchstens 30. Bei weiteren bevorzugten
Ausfihrungsformen des Mikroskops ist der maximale
VergroRerungsfaktor hdchstens 20. Bei weiteren bevorzugten
Ausfihrungsformen des Mikroskops ist der maximale
VergroRerungsfaktor hdéchstens 10. Bei weiteren bevorzugten
Ausfihrungsformen des Mikroskops ist der maximale

VergrolRerungsfaktor hdéchstens 5.

Das Objektiv weist eine numerische Apertur auf, die bevorzugt
mindestens 0,01 betragt. Die numerische Apertur betragt weiter

bevorzugt mindestens 0, 1.

Die maximale Bildaufldsung des Bildsensors ist bevorzugt durch
einen Pixelabstand definiert. Der Pixelabstand ist der Abstand
zweler unmittelbar benachbarter Pixel. Der Pixelabstand ist

der Quotient aus der Ausdehnung des Bildsensors in einer
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seiner Erstreckungsrichtungen durch die Anzahl der Pixel in
dieser Erstreckungsrichtung. Der Pixelabstand ist
beispielsweise der Quotient aus der Breite des Bildsensors
durch die Anzahl der Pixel in einer Zeile der Matrix. Der
Pixelabstand ist beispielsweise der Quotient aus der Hohe des
Bildsensors durch die Anzahl der Pixel in einer Spalte der

Matrix.

Bei bevorzugten Ausfiithrungsformen des Mikroskops betragt der
Pixelabstand des Bildsensors hdéchstens 6 pum. Bei weiteren
bevorzugten Ausfihrungsformen des Mikroskops betragt der
Pixelabstand des Bildsensors héchstens 4 um. Der Pixelabstand
des Bildsensors betragt besonders bevorzugt 2,0 um, 1,8 um,

1,6 pm, 1,4 pm, 1,2 pm, 1,0 pm, 0,8 pm oder 0,6 pm.

Die Anzahl der Pixel in einer Spalte des matrixfdrmigen
Bildsensors betradgt bevorzugt mindestens 1.000, wahrend
gleichzeitig die Anzahl der Pixel in einer Zeile des

matrixférmigen Bildsensors ebenfalls mindestens 1.000 betragt.

Bei bevorzugten Ausfihrungsformen des Mikroskops betragt die
Anzahl der Pixel des Bildsensors mindestens 5 Millionen. Bei
weiteren bevorzugten Ausfihrungsformen des Mikroskops betragt
die Anzahl der Pixel des Bildsensors mindestens 8 Millionen.
Bei weiteren bevorzugten Ausfihrungsformen des Mikroskops
betragt die Anzahl der Pixel des Bildsensors mindestens 20
Millionen. Bei weiteren bevorzugten Ausfiithrungsformen des
Mikroskops betragt die Anzahl der Pixel des Bildsensors
mindestens 50 Millionen. Bei weiteren bevorzugten
Ausfihrungsformen des Mikroskops betrdagt die Anzahl der Pixel

des Bildsensors mindestens 100 Millionen.
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Das erfindungsgemaBe Mikroskop umfasst bevorzugt einen
Aktuator eines aktiven optischen Elementes, mit welchem
insbesondere die Fokussierung verstellbar ist. Bevorzugt ist
der Aktuator des aktiven optischen Elementes durch ein
Mikrosystem zum mechanischen Bewegen von Mikrospiegeln
und/oder Mikrolinsen gebildet. Die Steuereinheit ist bevorzugt

auch zum Steuern des Aktuators ausgebildet.

Weitere Einzelheiten und Weiterbildungen der Erfindung ergeben
sich aus der nachfolgenden RBReschreibung bevorzugter
Ausfihrungsformen der Erfindung, unter Bezugnahme auf die

Zeichnung. Es zeigen:

Fig. 1: die Aufnahme eines Uberblicksbildes und
mikroskopischer Bilder von Teilbereichen gemal einer
bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgeméalen

Verfahrens;

Fig. 2: eine erste bevorzugte Ausfihrungsform eines
erfindungsgemdlien digitalen Mikroskops mit drei

Optionen zur Messung einer Tiefeninformation;

Fig. 3: eine zweite bevorzugte Ausfiithrungsform des
erfindungsgemdlien digitalen Mikroskops mit drei

Optionen zur Beleuchtung;

Fig. 4: eine dritte und eine viere bevorzugte Ausfithrungsform

des erfindungsgemédfBen digitalen Mikroskops; und

Fig. b5: einen Ablaufplan einer bevorzugten Ausfihrungsform

des erfindungsgeméalBen Verfahrens.
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Fig. 1 veranschaulicht die Aufnahme eines Uberblicksbildes 01
einer Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) und mehrerer
mikroskopischer Bilder 03 von Teilbereichen der Probe 02 gemal
einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemialBen

Verfahrens.

Das Uberblicksbild 01 weist eine geringe Aufldsung von 250
Linienpaaren/mm auf und wurde mit einem groRen Sichtfeld
aufgenommen, welches bezogen auf die Probe 02 gleich

3,6 mm 3,6 mm grol ist. Die Aufldésung in die z-Richtung
betriagt 100 pm. Da das Uberblicksbild 01 die gesamte Probe 02
(gezeigt in Fig. 2) abbildet, erforderte seine Aufnahme einen
langeren Zeitraum, sodass es mit einer geringen
Geschwindigkeit von 10 Bildern/s aufgenommen wurde. Da das
Uberblicksbild 01 in der gezeigten Ausfithrungsform keine
Tiefeninformation besitzt, kann es als zweidimensional

charakterisiert werden.

Ein erstes mikroskopisches Bild 04 der mehreren
mikroskopischen Bilder 03 bildet einen grolen Teilbereich der
Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) ab. Dieser Teilbereich der Probe
02 ist im bereits im Uberblicksbild 01 abgebildet. Da der
Teilbereich groB ist, wurde das erste mikroskopische Bild 04
mit einem groBen Sichtfeld aufgenommen, welches bezogen auf
die Probe 02 gleich 2,4 mm 2,4 mm groll ist. Das erste
mikroskopische Bild 04 wurde mit einer hohen Aufldsung wvon
1.000 Linienpaaren je mm aufgenommen, sodass kleine Details
wiedergegeben werden. Die Aufldsung in die z-Richtung betragt
4,5 uym. Da der Teilbereich groB ist, erforderte die Aufnahme
des ersten mikroskopischen Bildes 04 einen langeren Zeitraum,
sodass es mit einer geringen Geschwindigkeit von 10 Bildern/s

aufgenommen wurde. Da das erste mikroskopische Bild 04 in der
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gezeigten Ausfihrungsform keine Tiefeninformation besitzt,

kann es als zweidimensional charakterisiert werden.

Ein zweites mikroskopisches BRild 06 der mehreren
mikroskopischen Bilder 03 bildet einen kleinen Teilbereich der
Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) ab. Dieser Teilbereich der Probe
02 ist bereits im Uberblicksbild 01 abgebildet. Da der
Teilbereich klein ist, wurde das zweite mikroskopische Bild 06
mit einem kleinen Sichtfeld aufgenommen, welches bezogen auf
die Probe 02 gleich 0,6 mm - 0,6 mm groB ist. Das zweite
mikroskopische Bild 06 wurde mit einer hohen Aufldsung wvon
1.000 Linienpaaren je mm aufgenommen, sodass kleine Details
wiedergegeben werden. Die Aufldsung in die z-Richtung betragt
4,5 um. Da der Teilbereich klein ist, erforderte die Aufnahme
des zweiten mikroskopischen Bildes 06 einen kleinen Zeitraum,
sodass es mit einer hohen Geschwindigkeit von beispielsweise
30 Bildern/s aufgenommen wurde. Da das zweite mikroskopische
Bild 06 in der gezeigten Ausfihrungsform keine
Tiefeninformation besitzt, kann es als zweidimensional

charakterisiert werden.

Ein drittes mikroskopisches Bild 07 der mehreren
mikroskopischen Bilder 03 bildet einen kleinen Teilbereich der
Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) dreidimensional ab. Dieser
Teilbereich der Probe 02 ist bereits im Uberblicksbild 01
abgebildet. Da der Teilbereich klein ist, wurde das dritte
mikroskopische Bild 07 mit einem kleinen Sichtfeld und einem
kleinen Sichtvolumen aufgenommen, welches bezogen auf die
Probe 02 gleich 0,6 mm 0,6 mm - 0,45 mm groB ist. Das dritte
mikroskopische Bild 07 wurde mit einer hohen Aufldsung wvon
1.000 Linienpaaren je mm aufgenommen, sodass kleine Details
wiedergegeben werden. Die Aufldsung in die z-Richtung betragt

4,5 pym. Es erfolgte keine VergréBerung des Sichtfeldes in die
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z-Richtung. Da der Teilbereich klein ist, erforderte die
Aufnahme des dritten mikroskopischen Rildes 07 einen kleinen
Zeitraum, sodass es mit einer hohen Geschwindigkeit von mehr
als 1 Volumen/s aufgenommen wurde. Da das dritte
mikroskopische Bild 07 in der gezeigten Ausfihrungsform eine
Tiefeninformation besitzt, kann es als dreidimensional

charakterisiert werden.

Ein viertes mikroskopisches BRild 08 der mehreren
mikroskopischen Bilder 03 bildet zwei kleine Teilbereiche der
Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) dreidimensional und mosaikartig
ab. Diese Teilbereiche der Probe 02 sind bereits im
Uberblicksbild 01 abgebildet. Die zwei kleinen Teilbereiche
wurden mit gréBeren Sichtfeldern aufgenommen, welche bezogen
auf die Probe 02 gleich 0,6 mm ‘0,6 mm - 0,45 mm bzw. gleich
0,6 mm 0,6 mm - 0,6 mm groB sind. Das vierte mikroskopische
Bild 08 wurde mit einer hohen Aufldsung von jeweils 1.000
Linienpaaren je mm fir beide Teilbereiche aufgenommen, sodass
kleine Details wiedergegeben werden. Die Aufldsung in die
z-Richtung betragt jeweils 4,5 um fir die beiden kleinen
Teilbereiche, wobei die Aufldsung in die z-Richtung auch
zwischen den kleinen Teilbereichen variieren kann. Wahrend fir
den ersten kleinen Teilbereich keine VergrdBerung des
Sichtfeldes in die z-Richtung erfolgt, wird fir den zweiten
kleinen Teilbereich eine VergroRerung des Sichtfeldes in die
z-Richtung vorgenommen. Da mehrere Teilbereiche abgebildet
werden, erforderte die Aufnahme des vierten mikroskopischen
Bildes 08 einen grdBeren Zeitraum, sodass es mit einer kleinen
Geschwindigkeit von jeweils weniger als 1 Volumen/s fiur die
beiden kleinen Teilbereiche aufgenommen wird. Da das vierte
mikroskopische Bild 08 in der gezeigten Ausfihrungsform eine
Tiefeninformation besitzt, kann es als dreidimensional

charakterisiert werden.
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Ein finftes mikroskopisches BRild 09 der mehreren
mikroskopischen Bilder 03 bildet einen mittelgrolien
Teilbereich der Probe 02 (gezeigt in Fig. 2) dreidimensional
ab. Dieser Teilbereich der Probe 02 ist bereits im
Uberblicksbild 01 abgebildet. Da der Teilbereich mittelgroB
ist, wurde das finfte mikroskopische Bild 09 mit einem
groBeren Sichtfeld aufgenommen, welches bezogen auf die Probe
02 gleich 1,2 mm -1,2 mm -1 mm groRl ist. Das flinfte
mikroskopische Bild 09 wird mit einer geringen Aufldsung von
500 Linienpaaren je mm aufgenommen, sodass diese Aufnahme nur
einen kleinen Zeitraum erdordert, was zu einer hohen
Geschwindigkeit der Aufnahme von mehr als 1 Volumen/s fiihrt.
Die Aufldsung in die z-Richtung betragt 45 um. Es erfolgt eine
VergroRerung des Sichtfeldes in die z-Richtung. Da das flinfte
mikroskopische Bild 09 in der gezeigten Ausfiihrungsform eine
Tiefeninformation besitzt, kann es als dreidimensional

charakterisiert werden.

Die verschiedenen Charakteristika der Aufnahmen des
Uberblicksbildes 01, des ersten mikroskopischen Bildes 04, des
zweiten mikroskopischen Bildes 06, des dritten mikroskopischen
Bildes 07, des vierten mikroskopischen Bildes 08 und des
finften mikroskopischen Bildes 09 sind vergleichend in Tabelle

1 dargestellt.



WO 2018/134129 2 PCT/EP2018/050730
Bild 2D Be- Auf- Ge- Sichtfeld | Auf- | Ver-
/ | schrei- | 16sung | schwin- 16- | gro.
3D bung digkeit sung | in z
in z
Uber- 2D | Einzel, | 250 |10 Bil-| 3,6 -3,6 | 100 -
blicks- groRer 1p/mm der/s mm? m
bild 01 Bereich
erstes 2D | Einzel 1.000 |10 Bil- 2,4 -2,4 4,5 -
mikrosko- 1p/mm der/s mm? m
pisches
Rild 04
zweltes 2D | Einzel | 1.000 30 Bil- 0,6 0,6 4,5 -
mikrosko- 1p/mm der/s mm? m
pisches
Bild 06
drittes 3D | Einzel | 1.000 > 1 Vo-|0,6 0,6 4,5 | Nein
mikrosko- lp/mm | lumen/s 0,45 m
pisches mm?
Rild 07
viertes 3D | zusam- | 1.000 <1 Vo-|0,6 0,6 4,5 | Nein
mikrosko- menge- lp/mm | lumen/s 0,45 mm? m
pisches Setztes 500 [< 1 vo- | 0.6 -0.6 4,5 | Ja
Bild 08 Mosaik lp/mm | lumen/s 0.6 mm? m
fuinftes 3D | Einzel 500 > 1 Vo-1|1,2 1,2 45 Ja
mikrosko- lp/mm | lumen/s 1 mm?3 m
pisches
Bild 09
Tabelle 1.

Zur Aufnahme der Uberblicksbildes 01 und der mikroskopischen

Bilder 03 erfolgt erfindungsgemall eine geeignete Auswahl eines

kleinen maximalen VergroBerungsfaktors von hochstens 40,

eines
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groRen maximalen Sichtfeldes, einer schnellen mechanischen
Fokussierung, einer Bildwandlung mit einem kleinen
Pixelabstand und einer grolen Anzahl an Pixeln, einer
schnellen Ubertragung der durch die Bildwandlung erhaltenen
Daten und der zu mikroskopierenden Teilbereiche zur Erhdhung

der Geschwindigkeit der Bildwandlung.

Gemdl einem ersten erfindungsgemédlen Beispiel werden ein
kleiner maximaler VergroBerungsfaktor von héchstens 40 und
eine groBe numerische Apertur gewahlt, um ein groBes maximales
Sichtfeld und eine feine optische Aufldsung zu erhalten, um
insbesondere zweidimensionale mikroskopische Bilder 03

aufzunehmen.

Gemal einem zweiten erfindungsgemalien Beispiel werden ein
kleiner maximaler VergroBerungsfaktor von héchstens 40 und
eine groBe numerische Apertur gewahlt, um ein groBes maximales
Sichtfeld zu erhalten und um die notwendigen Veranderungen der
VergroRerung infolge der groBen und schnellen Variation der
Fokussierung zu minimieren, wenn dreidimensionale

mikroskopische Bilder 03 aufzunehmen sind.

Gemal einem dritten erfindungsgemdlien Beispiel wird fiir die
Bildwandlung ein kleiner Pixelabstand gewahlt, der klein genug
ist, dass es bei der gewahlten numerischen Apertur und der
gewahlten VergroéBerung nicht zu einer Unterabtastung kommt.
Fiir die Bildwandlung wird eine grole Pixelanzahl verwendet,
sodass das Sichtfeld groR ist. Die erfindungsgemal erzielbare
schnelle Bildwandlung wird mit einer variierenden Fokussierung
synchronisiert. Es kdnnen zweidimensionale mikroskopische
Bilder 03 durch eine Bildwandlung mit einer Pixelanzahl wvon

42 Millionen und einer Zeilenzahl von 1080 mit einer

Bildwiederholrate von mehr als 60 Hz erhalten werden. Es
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kénnen dreidimensionale mikroskopische Bilder 03 durch eine
Fokusvariation von > 10 kHz bei einer Geschwindigkeit wvon

1 Volumen/s von einem rdumlichen Teilbereich der Grobe

10 mm 10 mm 10 mm erhalten werden, wobei die raumliche
Aufldésung in x-, y- und z-Richtung 5 pm, 5 pm und 170 pm
betragt. Fir einen rdaumlichen Teilbereich der GroBRe

6 mm -5 mm -7 mm betragt die rdumliche Aufldsung in x-, y- und
z-Richtung 0,8 um, 0,9 pm und 170 pm. Fir einen raumlichen
Teilbereich der GroRe 180 um - 130 pm - 36 um betragt die
raumliche Aufldsung in x-, y- und z-Richtung 0,1 um, 0,1 pm

und 0, 9 pm.

Fig. 2 zeigt eine erste bevorzugte Ausfiithrungsform eines
erfindungsgemalen digitalen Mikroskops mit drei alternativ
einsetzbaren Optionen 11, 12, 13 zur Messung einer
Tiefeninformation. Je nach Ausgestaltung des Mikroskops wird
eine der Optionen 11, 12 oder 13 in den Strahlengang
eingebracht. In der Darstellung in Fig. 2 ist Option 11 in den
Strahlengang eingebracht. Diese Option 11 kann durch eine der
Optionen 12 oder 13 ersetzt werden. Mit dem digitalen
Mikroskop kann die Probe 02 mikroskopiert werden. Das digitale
Mikroskop umfasst eine Durchlichtbeleuchtung 14, eine
Ringbeleuchtung 16 und eine Koaxialbeleuchtung 17, die
alternativ oder gemeinsam zum Beleuchten der Probe 02 dienen.
Die jeweilige Option 11; 12; 13 kann durch eine erste
Grobfokussierung 18 verschoben werden. Alternativ oder
erganzend dazu kann die Probe 02 durch eine zweite
Grobfokussierung 19 verschoben werden. Das digitale Mikroskop
umfasst weiterhin ein Objektiv 20 und einen Bildsensor 21,
welcher bei den drei Optionen 11, 12, 13 unterschiedlich

angeordnet ist.
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Die drei Optionen 11, 12, 13 unterscheiden sich insbesondere
in der Realisierung der Messung einer Tiefeninformation der

Probe 02.

Bei der ersten Option 11 dient ein Mikrosystem 22 mit
beweglichen Mikrospiegeln zur Messung einer Tiefeninformation
der Probe 02, wobei das Mikrosystem 22 mit den beweglichen
Mikrospiegeln iber einen Strahlteiler 23 rlckreflektierend
angeordnet ist. Das Mikrosystem 22 dient zudem zur schnellen
Feinfokussierung einschliellich einer Korrektur der
Aberration. Bei der zweiten Option 12 ist das Mikrosystem 22
mit den beweglichen Mikrospiegeln in einem Winkel von 45°
reflektierend angeordnet. Auch hier dient das Mikrosystem 22
zudem zur schnellen Feinfokussierung einschlieRlich einer
Korrektur der Aberration. Bei der dritten Option 13 dient ein
aktives optisches Element 24, wie beigspielsweise eine durch
mechanische Schwingungen steuerbare Linse, eine flissige Linse
oder eine diffraktive Linse zur Messung einer
Tiefeninformation der Probe 02. Das aktive optische Element 24
dient zudem zur schnellen Feinfokussierung einschlieBlich
einer Korrektur der Aberration. Vor dem Bildsensor 21 ist
optional jeweils eine Linse 26 angeordnet. Jede der drei
Optionen 11, 12, 13 ermdglicht eine dreidimensionale und eine
zweldimensionale mikroskopische Aufnahme der Probe 02. Durch
das oben beschriebene erfindungsgemidfBe Verfahren kann die
Geschwindigkeit der Messung um einen Faktor zwischen 2 und 100

erhoht werden.

Fig. 3 zeigt eine zweite bevorzugte Ausfihrungsform des
erfindungsgemalen digitalen Mikroskops mit drei alternativ
einsetzbaren Optionen 31, 32, 33 zur Koaxialbeleuchtung 17 der
Probe 02. In der Darstellung in Fig. 3 ist die erste Option 31

zur Koaxialbeleuchtung 17 im Einsatz. Die weiteren Optionen 32,
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33 zur Koaxialbeleuchtung 17 koénnen anstelle der ersten Option
31 in den Strahlengang des Mikroskops eingebracht werden. Das
Mikroskop umfasst wiederum das Objektiv 20 und eine der drei
in Fig. 2 schematisch dargestellten und oben erlauterten
Optionen 11, 12, 13. Eine der Optionen 11, 12, 13 wird an der
Stelle des in Fig. 3 dargestellten Quadrats derart in den
Strahlengang eingebracht, dass die o. g. beschriebene Funktion
erzielt wird. Die drei Optionen 31, 32, 33 zur
Koaxialbeleuchtung 17 umfassen jeweils eine Lichtquelle 34 und
eine optionale Linse 36, die alternativ beispielsweise eine
durch mechanische Schwingungen steuerbare Linse, eine fliissige
Linse oder eine diffraktive Linse sein kann. Die Lichtquelle
34 kann zum Aussenden von kohdrenten, inkohdrenten,
kontinuierlichen, pulsierenden oder stroboskopartigen Licht
ausgebildet sein. Bei der zweiten Option 32 zur
Koaxialbeleuchtung 17 ist ein Mikrosystem 37 mit mechanisch
beweglichen Mikrospiegeln iber einen Strahlteiler 38
rickreflektierend angeordnet. Bei der dritten Option 33 =zur
Koaxialbeleuchtung 17 ist das Mikrosystem 37 mit den
beweglichen Mikrospiegeln in einem Winkel von 45°
reflektierend angeordnet. Die Optionen 32; 33 ermdglichen eine
Beleuchtung mit der Mdglichkeit einer Steuerung der
Fokussierung und der Aberration. Die Steuerung der Aberration
kann beleuchtungspfad- und/oder detektions-pfadspezifisch
vorgenommen werden. Diese Steuerung kann in Abhangigkeit wvon
der Zeit oder von der z-Position dynamisch oder statisch

vorgenommen werden.

Die Optionen 31, 32, 33 kdnnen weitere optische Elemente
(nicht gezeigt), wie beispielsweise eine durch mechanische
Schwingungen steuerbare Linse, eine flissige Linse oder eine

diffraktive Linse umfassen, wodurch beispielweise eine
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Intensitédt, eine Phase und/oder eine Polarisation des zu

erzeugenden Lichtes steuerbar sind.

Die drei Optionen 31, 32, 33 zur Koaxialbeleuchtung 17 der
Probe 02 konnen alternativ auch zur Durchlichtbeleuchtung oder

zur Ringbeleuchtung ausgebildet sein.

Fig. 4 zeigt eine dritte und eine viere bevorzugte
Ausfiihrungsform des erfindungsgemédfBen digitalen Mikroskops,
welche wiederum das Objektiv 20, die Koaxialbeleuchtung 17
(gezeigt in Fig. 2) und den Bildsensor 21 umfassen, wobei der
Rildsensor 21 abnehmbar ist. Strahlformende und/oder
fokussierende Elemente 41 dienen optional dazu, einen
Lichtstrahldurchmesser an einen fokussierten Bereich

anzupassen.

Bei der links dargestellten dritten Ausfihrungsform ist ein
Mikrosystem 42 mit beweglichen Mikrospiegeln iber einen
Strahlteiler 43 rickreflektierend angeordnet, um als Aktuator
zum Verstellen der Fokussierung zu fungieren. Bei der rechts
dargestellten vierten Ausfihrungsform dient ein Fokusaktuator
44 zum Verstellen der Fokussierung. Eine weitere optionale

Linse 46 kann vor dem Bildsensor 21 angeordnet sein.

Fig.5 zeigt einen Ablaufplan einer bevorzugten Ausfiihrungsform
des erfindungsgemédBen Verfahrens. Bei dieser Ausfihrungsform
wird zu Beginn ein mikroskopisches Bild eines ersten
Teilbereiches einer Probe aufgenommen. Es handelt sich um ein
initiales Bild. Es wird bei dieser Ausfihrungsform als
zwelidimensionales Bild mit einer maximalen zweidimensionalen
Auflosung aufgenommen werden. Soll die Probe dreidimensional
aufgenommen werden, so wird anschliellend ein dreidimensionales

Bild der Probe mit geringer zweidimensionaler Aufldsung
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aufgenommen. Ausgehend davon werden weitere Teilbereiche
analysiert, um Parameter flir zweidimensionale und
dreidimensionale mikroskopische Bilder von weiteren
Teilbereichen zu bestimmen. Die Parameter umfassen das zu
wadhlende Sichtfeld/Sichtvolumen, aber auch beispielsweise
Kontrast, Parameter zum Stellen eines Aktuators eines aktiven
optischen Elementes 22, 24, 42; 44 (gezeigt in Fig. 2 und 4)
und/oder eine Option zum Aufnehmen einer erweiterten
Scharfentiefe. Die zuvor getatigte Aufnahme wird anschlielend
mit einem anderen Kontrast wiederholt. Ausgehend davon werden
die weiteren Teilbereiche erneut analysiert, um Parameter fir
zweidimensionale und dreidimensionale mikroskopische Bilder
von weiteren Teilbereichen zu bestimmen. Diese Parameter
werden mit den zuvor ermittelten Parametern hinsichtlich ihrer
Korrelation analysiert, um die Parameter endgiiltig
auszuwadhlen. Im nachsten Schritt werden Informationen iber
Subteilbereiche im jeweiligen Teilbereich ermittelt.
SchlieRlich wird ein mikroskopisches BRild eines weiteren
Teilbereiches mit den zuvor festgelegten Parametern
aufgenommen. Soll die Probe generell nur zweidimensional
aufgenommen werden, so werden mikroskopische Bilder der
weiteren Teilbereiche nach Aufnahme des initialen Bildes
aufgenommen, ohne dreidimensionale Bilder aufzunehmen und zu

analysieren.

Alternativ zu der dargestellten Ausfihrungsform kann das
initiale Bild auch ein zweidimensionales Bild mit geringer
Aufldsung und einem groBen Sichtfeld, ein dreidimensionales
Bild mit geringer Aufldsung in drei Dimensionen und einem

groBen Sichtvolumen sein.



10

15

20

25

30

WO 2018/134129

_29_

Bezugszeichenliste

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
277
28
29

Uberblic
Probe

mikrosko

ksbild

pische Rilder

erstes mikroskopisches Bild

zweltes
drittes
viertes
finftes
erste Op
zweite O
dritte O
Durchlic
Ringbele
Koaxialb

erste Gr

zweite Grobfokussierung

Objektiv

Bildsens

mikroskopisches
mikroskopisches
mikroskopisches

mikroskopisches

tion
ption
ption

htbeleuchtung

uchtung

eleuchtung

obfokussierung

or

Bild
Bild
Bild
Bild

PCT/EP2018/050730

Mikrosystem mit beweglichen Mikrospiegeln

Strahlte

iler

aktives optisches Element

Linse



10

15

WO 2018/134129 PCT/EP2018/050730

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

_30_

erste Option

zweite Option

dritte Option

Lichtquelle

Linse

Mikrosystem mit beweglichen Mikrospiegeln

Strahlteiler

strahlformende und/oder fokussierende Elemente
Mikrosystem mit mechanisch beweglichen Mikrospiegeln
Strahlteiler

Fokusaktuator

Linse



10

15

20

25

30

WO 2018/134129 PCT/EP2018/050730

_31_

Patentanspriiche

Verfahren zum Mikroskopieren einer Probe (02) mit einem
Mikroskop, welches ein Objektiv (20) und einen BRildsensor
(21) umfasst, wobei ein bildsensorseitiges Sichtfeld des
Mikroskops durch Auswahl eines Abschnittes des Bildsensors
(21) veradnderbar ist; wobei das Verfahren folgende Schritte
umfasst:

- Aufnehmen eines initialen BRildes (01) zumindest eines
Teilbereiches der Probe (02) mit dem Mikroskop, wofir
ein erstes Sichtfeld am Mikroskop gewdhlt wird;

- Ermitteln von zumindest zwei sich unterscheidenden
teilbereichsabbildenden Sichtfeldern durch Analysieren
des initialen Bildes (01), wobei durch jedes der
teilbereichsabbildenden Sichtfelder ein Teilbereich des
initialen Bildes (01) abgebildet wird; und

- Aufnehmen von Bildern (03) der Teilbereiche der Probe
(02) fir jedes der ermittelten teilbereichsabbildenden

Sichtfelder.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
durch das Analysieren des initialen Bildes (01) eine
Auflosung der aufzunehmenden mikroskopischen Bilder (03),
ein Sichtvolumen zum Aufnehmen der mikroskopischen Bilder
(03), ein Kontrast zum Aufnehmen der mikroskopischen Bilder
(03), Parameter zur Aberrationssteuerung und/oder Parameter
zum Stellen eines Aktuators eines aktiven optischen
Elementes (22, 24, 42; 44) ermittelt werden und/oder eine
Option zum Aufnehmen einer erweiterten Scharfentiefe oder
eine Option zum Aufnehmen einer Tiefeninformation

ausgewahlt wird.
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Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das erste Sichtfeld groler als das mindestens eine
teilbereichsabbildende Sichtfeld ist, wobei die
mikroskopischen Bilder (03) der Teilbereiche mit einer
feineren Aufldsung als das initiale Bild (01) aufgenommen

werden.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das
initiale Bild als ein Uberblicksbild (01) der Probe (02)

aufgenommen wird.

Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet,

dass:

- beim Analysieren des initialen Bildes (01) die einzelnen
im initialen Bild (01) abgebildeten Teilbereiche
analysiert werden, um jeweils eine zum Mikroskopieren
des jeweiligen Teilbereiches notwendige Aufldsung zu
bestimmen; und dass

- das Auswahlen der einzelnen teilbereichsabbildenden
Sichtfelder entsprechend der zuvor bestimmten jeweiligen

notwendigen Aufldsung erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch

gekennzeichnet, dass es folgende weitere Schritte umfasst:

— Analysieren von zumindest einem der mikroskopischen
Bilder (03) der Teilbereiche, um mindestens ein
subteilbereichsabbildendes Sichtfeld zum Aufnehmen wvon
mikroskopischen Bildern von zumindest mehreren
Subteilbereichen der Probe (02) zu bestimmen, wobei das
mindestens eine subteilbereichsabbildende Sichtfeld
kleiner als das teilbereichsabbildende Sichtfeld ist;

und
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— Aufnehmen von mikroskopischen Bildern (03) der mehreren
Subteilbereiche der Probe (02) flir jeweils das zuvor
bestimmte subteilbereichsabbildende Sichtfeld, wobei die
mikroskopischen Bilder (03) der Subteilbereiche mit
einer feineren Aufldsung als der jeweilige Teilbereich

aufgenommen werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das
initiale Bild als ein mikroskopisches Bild (03) eines
ersten Teilbereichs der Probe (02) aufgenommen wird, woflr
das erste Sichtfeld als ein teilbereichsabbildendes

Sichtfeld gewahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die
teilbereichsabbildenden Sichtfelder zum Aufnehmen der
mikroskopischen Bilder (03) der nach dem ersten Teilbereich
folgenden weiteren Teilbereiche der Probe (02) ausgehend
von der Analyse des Bildes des ersten Teilbereiches der
Probe (02) gewahlt werden, wobei die einzelnen
mikroskopischen Bilder (03) der weiteren Teilbereiche
jeweils analysiert werden, um die einzelnen
teilbereichsabbildenden Sichtfelder zum Aufnehmen der
mikroskopischen Bilder (03) der jeweils darauf folgenden

weiteren Teilbereiche der Probe (02) zu wahlen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass das initiale Bild und/oder zumindest
mehrere der mikroskopischen BRilder mit einer erweiterten

Scharfentiefe aufgenommen werden.
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Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass zum
Aufnehmen des initialen Bildes und/oder der mikroskopischen
Bilder mit der erweiterten Scharfentiefe jeweils mehrere

Einzelbilder mit unterschiedlichen z-Positionen aufgenommen

werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass zur schnellen Aufnahme eines
Fokusstapels ein optischer Aktuator zum Einsatz kommt,
welcher als ein Mikrosystem (22; 37; 42) mit mechanisch

beweglichen Mikrospiegeln ausgebildet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass das initiale Bild und/oder zumindest
mehrere der mikroskopischen Bilder (07, 08, 09) zusatzlich

mit einer Tiefeninformation aufgenommen werden.

Mikroskop zum Mikroskopieren einer Probe (02); umfassend:

- ein Objektiv (20) zum vergrdBerten optischen Abbilden
der Probe (02);

- einen Bildsensor (21) zum Wandeln des abgebildeten
Bildes in ein elektrisches Signal, wobei ein
bildsensorseitiges Sichtfeld des Mikroskops durch
Auswahl eines Abschnittes des Bildsensors (21)
variierbar ist; und

- eine elektronische Steuereinheit zum Steuern des
Bildsensors (21), wobei die Steuereinheit zur Ausfiithrung
eines Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 12

konfiguriert ist.

Mikroskop nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass
das Objektiv (20) einen maximalen VergroéBerungsfaktor von

hochstens 40 besitzt.
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Mikroskop nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet,
dass es einen optischen Aktuator aufweist, welcher als ein
Mikrosystem (22; 37; 42) mit mechanisch beweglichen

Mikrospiegeln zur Aufnahme einer erweiterten Scharfentiefe

ausgebildet ist.
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Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

27. Marz 2008 (2008-03-27)
Absatze [0001] - [0005],

[0008]

SOLUTIONS G [DE])

22. Januar 2009 (2009-01-22)
Absatze [0012] - [0023], [0031]
[0040] - [0043]

AL) 8. Februar 2007 (2007-02-08)
Absdatze [0014], [0015]

X DE 10 2006 042157 Al (LEICA MICROSYSTEMS
[DE]; EUROP LAB MOLEKULARBIOLOG [DE])

X DE 10 2007 033793 Al (CARL ZEISS IMAGING

X US 2007/031043 Al (PERZ CYNTHIA B [US] ET

_/__

1-8,13,
14

- [0021]

1-5,7,8,
13,14

- [0036],

1,13

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" fruhere Anmeldung oder Patent, die bzw. das jedoch erst am oder nach
dem internationalen Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefuhrt)

"O" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

5. April 2018

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

17/04/2018

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

Mollenhauer, Ralf
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

AL) 29. Juni 2006 (2006-06-29)
in der Anmeldung erwdhnt
Zusammenfassung

PCT/EP2018/050730
C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN
Kategorie* | Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X DE 698 38 297 T2 (BACUS LAB INC [US]) 1-4,7,
15. Mai 2008 (2008-05-15) 13,14
in der Anmeldung erwdhnt
Absdtze [0026] - [0032]
X,P WO 2017/215707 A2 (SENSOVATION AG [DE]) 1-10,
21. Dezember 2017 (2017-12-21) 12-14
Seite 1, Zeilen 1-13
Seite 1, Zeile 30 - Seite 15, Zeile 18
A EP 1 918 751 Al (OLYMPUS CORP [JP]) 1-15
7. Mai 2008 (2008-05-07)
in der Anmeldung erwdhnt
Absdtze [0005], [0008] - [0017]
A US 2006/140462 Al (SAGGAU PETER [US] ET 1-15

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2018/050730

Im Recherchenbericht
angefihrtes Patentdokument

Datum der
Veroffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Veroffentlichung

DE 102006042157 Al

US 2007031043 Al

DE 69838297 T2

US 2006140462 Al

27-03-2008

15-05-2008

29-06-2006

DE 102006042157
EP 2062084
JP 5593557
JP 2010503038
US 2010103253
US 2017146782
WO 2008028944
DE 102007033793
EP 2130087
US 2010194873
WO 2009010115
US 2007031043
US 2010040266
AU 6541298
AU 6677098
DE 69834564
DE 69838297
EP 1016031
EP 1021786
EP 1686533
EP 2124188
JP 4230542
JP 4237264
JP 4789989
JP 2001519944
JP 2002514319
JP 2009037250
us 6272235
us 6522774
Us 2003123717
US 2004236773
US 2005254696
WO 9839728
WO 9844446
DE 102016110988
WO 2017215707
KEINE

AU 2003285157
CA 2506300
EP 1570411
JP 2006504140
US 2006140462
WO 2004038461

27-03-2008
27-05-2009
24-09-2014
28-01-2010
29-04-2010
25-05-2017
13-03-2008

22-01-2009
09-12-2009
05-08-2010
22-01-2009

08-02-2007
18-02-2010

22-10-1998
22-09-1998
26-04-2007
15-05-2008
05-07-2000
26-07-2000
02-08-2006
25-11-2009
25-02-2009
11-03-2009
12-10-2011
23-10-2001
14-05-2002
19-02-2009
07-08-2001
18-02-2003
03-07-2003
25-11-2004
17-11-2005
11-09-1998
08-10-1998

21-12-2017
21-12-2017

13-05-2004
06-05-2004
07-09-2005
02-02-2006
29-06-2006
06-05-2004

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)
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