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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Verschiedene Beispiele der Erfindung betreffen im Allgemeinen die strukturierte Beleuchtung eines
Probenobjekts bei der Bilderfassung. Verschiedene Beispiele der Erfindung betreffen insbesondere das
Bestimmen von bevorzugten Beleuchtungsgeometrien der strukturierten Beleuchtung.

HINTERGRUND

[0002] In der optischen Bildgebung von Probenobjekten kann es haufig erstrebenswert sein, ein sogenann-
tes Phasenkontrastbild des Probenobjekts zu erzeugen. In einem Phasenkontrastbild ist zumindest ein Teil
des Bildkontrasts durch eine Phasenverschiebung des Lichts durch das abgebildete Probenobjekt bedingt.
Damit kdnnen insbesondere solche Probenobjekte mit vergleichsweise hohem Kontrast abgebildet werden,
die keine oder nur eine geringe Schwachung der Amplitude bewirken, jedoch eine signifikante Phasenver-
schiebung; solche Probenobjekte werden oftmals auch als Phasenobjekte (engl. phase object) bezeichnet.
Typischerweise kdnnen biologische Proben als Probenobjekt in einem Mikroskop eine vergleichsweise gro-
Rere Phasenanderung als Amplitudenanderung des elektromagnetischen Felds bewirken.

[0003] Es sind verschiedene Techniken zur Phasenkontrast-Bildgebung, etwa die Dunkelfeldbeleuchtung,
die schiefe Beleuchtung, der differenzielle Interferenzkontrast (DIC) oder auch der Zernike-Phasenkontrast.

[0004] Solche vorgenannten Techniken weisen diverse Nachteile oder Einschréankungen auf. Oftmals kann
es erforderlich sein, zusatzliche optische Elemente zwischen Probe und Detektor im Bereich der sogenann-
ten Detektionsoptik bereitzustellen, um die Phasenkontrast-Bildgebung zu ermdglichen. Daraus kénnen kon-
struktive Einschrankungen resultieren.

[0005] Es sind auch Techniken bekannt, bei denen mittels strukturierter Beleuchtung ein Phasenkontrast
erzielt werden kann. Siehe beispielsweise DE 10 2014 112 242 A1 oder US 9 507138 B2 oder L. Tian und L.
Waller: ,Quantitative differential phase contrast imaging in an LED array microscope®, Optics Express 23
(2015), 11394-11403.

[0006] US 2006/0184043 A1 betrifft die Verwendung strukturierter Beleuchtung zum Aussfihren von Fluo-
reszenz-basierter Molekularbildgebung. Tiefenbildgebung kann durch Filtern eines Spektrums einer struktu-
rierten Beleuchtung im Frequenzraum erreicht werden.

[0007] US 2003/0184757 A1 offenbart die Beleuchtung mit einem Lichtmuster zur Sichtbarmachung von
Merkmalen unterhalb einer Oberflache eines triben Mediums oder von Gewebe. Die Tiefensensitivitat kann
durch Anderung einer Ortsraumfrequenz der Beleuchtung optimiert werden.

[0008] DE 10 2015 218 917 A1 offenbart die Simulation eines Phasenbilds aus der vorgegebenen Struktur
einer Maske, dem sogenannten Maskendesign.

[0009] Jedoch weisen auch solche vorgenannten Techniken bestimmte Einschrankungen auf. Beispiels-
weise kann der mittels fix definierten Beleuchtungsgeometrien erzielbare Phasenkontrast vergleichsweise
limitiert sein.

KURZE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0010] Deshalb besteht ein Bedarf flr verbesserte Techniken zur Bildgebung eines Probenobjekts mittels
strukturierter Beleuchtung. Insbesondere besteht ein Bedarf flr solche Techniken, die zumindest einige der
vorgenannten Einschrankungen und Nachteile lindern oder beheben.

[0011] Diese Aufgabe wird von den Merkmalen der unabhangigen Patentanspriche 1 und 9 gel6st. Die
Merkmale der abhéngigen Patentanspriiche definieren Ausfihrungsformen.

[0012] Ein Verfahren umfasst das Bestimmen einer Objektiibertragungsfunktion (manchmal auch als
Objekttransmissionsfunktion bezeichnet; engl. object transfer function) fiir ein Probenobjekt. Dabei wird die
Objektibertragungsfunktion basierend auf einer Referenzmessung bestimmt. Das Verfahren umfasst auch
das Durchfiihren einer Optimierung zum Auffinden einer optimierten Beleuchtungsgeometrie basierend auf
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der Objektibertragungsfunktion sowie ferner basierend auf einer Optikiibertragungsfunktion fiir eine Optik.
Das Verfahren umfasst auch das Ansteuern mindestens eines Beleuchtungsmoduls zum Beleuchten eines
Probenobjekts mit der optimierten Beleuchtungsgeometrie und mittels der Optik. Das Verfahren kénnte optio-
nal das Ansteuern mindestens eines Detektors zum Erfassen eines Bilds des Probenobjekts mittels der Optik
umfassen, wobei das Bild mit der optimierten Beleuchtungsgeometrie assoziiert ist.

[0013] Mittels des Durchfiihrens der Optimierung zum Auffinden der optimierten Beleuchtungsgeometrie ist
es mdglich, einen groflen Suchraum auch fir Beleuchtungsmodule mit vielen Freiheitsgraden - beispiels-
weise mit vielen verstellbaren Beleuchtungselementen - effizient zu durchsuchen. Beispielsweise kann die
Optimierung rein rechnergestiitzt durchgefihrt werden. d. h. ohne die Notwendigkeit auch Messdaten wah-
rend dem Durchfiihren der Optimierung zu beriicksichtigen. Dies ermdglicht es, die Optimierung besonders
ziigig durchzufiihren. Dann kann die optimierte Beleuchtungsgeometrie einen besonders gro3en Phasenkon-
trast oder die Erflllung eines anderweitig definierten Optimierungskriteriums in dem mit der optimierten
Beleuchtungsgeometrie assoziierten Bild flir das Probenobjekt bewirken. Dabei kann es entbehrlich sein,
weitere Nachbearbeitungsschritte des mit der optimierten Beleuchtungsgeometrie erfassten Bilds durchzu-
fihren, wie beispielsweise Kombination mit weiteren Bildern die mit einer anderen Beleuchtungsgeometrie
assoziiert waren. Daher kann es insbesondere moglich sein, das Probenobjekt durch ein Okular zu betrach-
ten und bereits den Phasenkontrast abzubilden, beispielsweise ohne weitere digitale Nachbearbeitung.

[0014] Die oben dargelegten Merkmale sowie Merkmale, die nachfolgend beschrieben werden, kénnen nicht
nur in den entsprechenden explizit dargelegten Kombinationen verwendet werden, sondern auch in weiteren
Kombinationen oder isoliert, ohne den Schutzumfang der vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Figurenliste

Fig. 1 illustriert schematisch ein optisches System mit einem Beleuchtungsmodul, das zur strukturierten
Beleuchtung eines von einem Probenhalter fixierten Probenobjekts gemal verschiedenen Beispielen
eingerichtet ist.

Fig. 2 illustriert schematisch das Beleuchtungsmodul in grofierem Detail, wobei das Beleuchtungsmodul
gemal verschiedenen Beispielen eine Matrix von einstellbaren Beleuchtungselementen umfasst.

Fig. 3 illustriert schematisch eine beispielhafte Beleuchtungsgeometrie fir das Beleuchtungsmodul
gemal Fig. 2.

Fig. 4 illustriert schematisch Aspekte in Bezug auf das Durchfiihren eine Optimierung zum Auffinden
einer optimierten Beleuchtungsgeometrie.

Fig. 5 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens.
Fig. 6 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens.
Fig. 7 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens.

Fig. 8 illustriert schematisch eine beispielhafte Beleuchtungsgeometrie, die gemafl verschiedener Bei-
spiele basierend auf einer gewichteten Uberlagerung verschiedener Anteile einer Polynom-Reihenent-
wicklung bestimmt wird.

Fig. 9 ist ein Flussdiagramm eines nicht erfindungsgeméafien Verfahrens.

Fig. 10 ist ein Flussdiagramm eines nicht erfindungsgemafen Verfahrens.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG VON AUSFUHRUNGSFORMEN

[0015] Die oben beschriebenen Eigenschaften, Merkmale und Vorteile dieser Erfindung sowie die Art und
Weise, wie diese erreicht werden, werden klarer und deutlicher verstandlich im Zusammenhang mit der fol-
genden Beschreibung der Ausfiihrungsbeispiele, die im Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erldu-
tert werden.

[0016] Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung anhand bevorzugter Ausfihrungsformen unter Bezug-
nahme auf die Zeichnungen naher erlautert. In den Figuren bezeichnen gleiche Bezugszeichen gleiche oder
ahnliche Elemente. Die Figuren sind schematische Reprasentationen verschiedener Ausfihrungsformen der
Erfindung. In den Figuren dargestellte Elemente sind nicht notwendigerweise malRstabsgetreu dargestellit.
Vielmehr sind die verschiedenen in den Figuren dargestellten Elemente derart wiedergegebene, dass ihre
Funktion und genereller Zweck dem Fachmann verstandlich wird. In den Figuren dargestellte Verbindungen
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und Kopplungen zwischen funktionellen Einheiten und Elementen kénnen auch als indirekte Verbindung oder
Kopplung implementiert werden. Eine Verbindung oder Kopplung kann drahtgebunden oder drahtlos imple-
mentier sein. Funktionale Einheiten kénnen als Hardware, Software oder eine Kombination aus Hardware
und Software implementiert werden.

[0017] Nachfolgend werden Techniken zur Phasenkontrast-Bildgebung beschrieben. Der Einfluss der
Beleuchtungsgeometrie auf die Bildentstehung und Kontrastverfahren im Lichtmikroskop wurde schon 1866
von Ernst Abbe formuliert. Basierend auf den Gesetzen der partiell-koharenten Abbildung werden hierin
beschriebene Techniken beschrieben, fir ein Hellfeld-Mikroskop unsichtbare Phasenobjekte, wie Zellen und
Fasern, durch digitale Kontrastverfahren kontrastreich abzubilden.

[0018] Weit verbreitete Verfahren, wie das Zernike Phasenkontrast Verfahren oder Differentieller Interferenz
Kontrast (DIK), erlauben es, unter Verwendung spezifischer Optiken die Objektphase abzubilden. Die hierin
beschriebenen Techniken ermdglichen es, ohne modifizierte Linsen auszukommen und Phasenobjekte direkt
beim Blick durch das Okular in Echtzeit sichtbar zu machen. Dazu wird eine besonders geeignete Beleuch-
tungsgeometrie zur Beleuchtung des Probenobjekts verwendet.

[0019] Verschiedene hierin beschriebene Beispiele beruhen auf der Erkenntnis, dass bei typischen Anwen-
dungen, wie beispielsweise der Mikroskopie, eine a-priori Information Uber das Probenobjekt oftmals nicht
verfugbar ist. Dies ist der Fall, weil oftmals die Bildgebung von unbekannten Probenobjekten angestrebt
wird. Dies bedeutet, dass beispielsweise im Gegensatz zu Techniken der Lithographie keine a-priori Informa-
tion Uber das Probenobjekt (im Fall der Lithographie die wohlbekannte Maske) vorliegt. Die verschiedenen
hierin beschriebenen Beispiele ermdglichen es dennoch, eine geeignete Beleuchtungsgeometrie flir das Pro-
benobjekt aufzufinden.

[0020] In manchen Beispielen wird dabei basierend auf einer Referenzmessung eine Objektibertragungs-
funktion fir das Probenobjekt bestimmt. Die Objektiibertragungsfunktion kann beispielsweise den Einfluss
des Probenobjekts auf von einem Beleuchtungsmodul einfallendes Licht beschreiben. Der Einfluss der Optik
zur Abbildung wird durch eine Optikiibertragungsfunktion beschrieben.

[0021] Dabei sind unterschiedliche Techniken zum Bestimmen der Objektibertragungsfunktion und/oder der
Optiktbertragungsfunktion. Ein beliebiges Probenobjekt, reprasentiert durch eine zweidimensionale Objekt-
Ubertragungsfunktion t(x, y), l&sst sich mittels Fourierzerlegung in seine unterschiedlichen Ortsfrequenzen
aufteilen. Somit ist jedes Probenobijekt als eine Uberlagerung unendlich vieler harmonischer Gitter modellier-
bar. Die Objektiibertragungsfunktion t(x, y) kann hierbei komplexe Werte annehmen und folgt generell der
Form

t(x,y)="Ag (x,y)-ei¢(x’y) = Ag -cos(¢(x,y))+ Ay -i sin(p(x,y)).

wobei Ay der Amplitude und ® der komplexen Phase des Objekts entspricht. Ay gibt hierbei die Dampfung
der Amplitude des einfallenden Lichtfelds an. Die Phase hingegen beziffert die relative Phasenverzégerung
des passierenden Wellenfelds. In einem Beispiel kdnnte die Objektiibertragungsfunktion zusammen mit der
Optikubertragungsfunktion basierend auf einem Modell nach Abbe erfolgen. Eine solche Technik, oft auch
als ,Summe der Lichtquellen“ bezeichnet, abstrahiert eine gegebene Lichtquelle als Summe unendlich vieler
Punktlichtquellen. Jeder Punkt der Lichtquelle - fiir sich koharent, zueinander jedoch inkoharent - erzeugt
nach inverser Fouriertransformation eine ebene Welle unter einem entsprechenden Winkel. Der erzeugte
Phasenoffset der Welle durch auRerachsiale Beleuchtung verschiebt das Objektspektrum, ersichtlich aus der
Multiplikation der einfallenden Welle mit der komplexen Objektiibertragungsfunktion. Im Frequenzbereich
I8sst sich die Feldverteilung des Lichts im Bild als Produkt aus der Fouriertransformation der Optikiibertra-
gungsfunktion und dem sogenannten Objektspektrum darstellen. Auch das Objektspektrum entspricht der
Objektiibertragungsfunktion. Ein einzelner Quellpunkt beleuchtet das Probenobjekt koharent mit einer ebe-
nen Welle und erzeugt im Bild eine Feldstarke. Durch Aufsummieren aller Quellpunkte lber die Flache der
effektiven Lichtquelle und anschlieRender Grenzwertbetrachtung geht die Intensitat aus dem Betragsquadrat
der Uberlagerung verschobener, mit einer Punktspreizfunktion der Optikiibertragungsfunktion gefalteter
Objektspektren, hervor.

[0022] Ein weiteres Beispiel betrifft die Bestimmung der Objektlibertragungsfunktion basierend auf einer
Technik gemal Hopkins, siehe H.H. Hopkins ,,On the Diffraction Theory of Optical Images®, Proceedings of
the Royal Society A: Mathematical, Physical Engineering Sciences 217 (1953) 408-432. Ausgehend von
Abbes Methode zur Bestimmung der Objektiibertragungsfunktion, bei der eine ausgedehnte Lichtquelle
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einer Summe vieler zueinander inkoharenter Punktlichtquellen gleichkommt, entspricht die Berechnung eines
teilkoharenten Abbildungssystems nach Hopkins einer vereinfachten und genaherten Variante. Hier erfolgt
zunachst die Integration Uber die Quellenflache und anschlieRend erst die Aufsummierung der Beugungsord-
nungen. Das hat den Vorteil, dass das optische System aus der Berechnung separiert ist. Die bilineare Natur
der Abbildung im teilkohdrenten Fall duRert sich durch die Uberlagerung eines Objekt-Punktepaares oder
dem Spektrum der Objektlibertragungsfunktion. Daraus kann die Transmissions-Kreuzkoeffizientenmatrix
(TCC; engl. transmissioncrosscoefficient matrix) bestimmt werden, die manchmal auch als partiell-koharente
Objektiibertragungsfunktion bezeichnet wird.

[0023] Der TCC entspricht in etwa der Ubertragungsfunktion der partiell kohérenten Abbildung und enthalt
die Eigenschaften des optischen Systems sowie der Beleuchtungsgeometrie. Die Frequenzen, die die Optik
Ubertragen, beschréanken sich auf das Gebiet, in dem der TCC Werte ungleich 0 annimmt. Ein System mit
hohem Koharenzfaktor bzw. Koharenzparameter hat demzufolge ein grofieres Gebiet mit TCC # 0 und ist in
der Lage, hohere Ortsfrequenzen abzubilden. Im TCC steckt typischerweise die gesamte Information des
optischen Systems und die TCC bericksichtigt oftmals auch komplexwertige Pupillen wie z. B. beim Zernike--
Phasenkontrast oder ausgel6st durch Aberrationen. Die TCC kann eine Trennung der Optikibertragungs-
funktion von der Objektibertragungsfunktion erméglichen. Typischerweise ist die TCC als 4D-Matrix definiert,
wobei jeder Wert der 4D-Matrix einem Ortsfrequenz-Paar des Objektspektrums der separaten Objektibertra-
gungsfunktion zuzuordnen ist. Dieser Wert entspricht der Dampfung eines jeden Frequenzpaares. Durch Auf-
summieren der sich daraus ergebenden Intensitaten und anschliefendes inverses Fouriertransformieren
ergibt sich ein simuliertes Bild.

[0024] Die TCC ermdglicht es, ein bestehendes optisches System in Form einer 4D-Matrix im Rechner abzu-
legen und beim Wechseln des Probenobjekts lediglich eine Multiplikation aus dem Objektspektrum bzw. der
simulierten Objektiibertragungsfunktion und der TCC durchzufiihren, anstatt, wie bei der Abbe-Methode,
jeden Quellpunktmittels FFT einzeln zu propagieren. Dies ermdglicht es, die Optimierung besonders rechen-
effizient durchzufihren.

[0025] In anderen Worten kann ein simuliertes Bild also aus der Filterung des Objektspektrums der Objekt-
Ubertragungsfunktion mit der vierdimensionalen Filterfunktion des TCC bestimmt werden, wobei die Berech-
nung des TCC zunachst unabhangig vom Probenobjekt mdglich ist. Dadurch sind oftmals auch Frequenzen
bericksichtigt, die spater von einem Probenobjekt eventuell gar nicht ausgeldst werden. Aus diesem Grund
kann es manchmal erstrebenswert sein, den TCC weiter zu bearbeiten, indem das optische System in eine
endliche Anzahl von einzelnen koharenten Teilsystemen zerlegt wird. Dies wird oftmals auch als Summe
Uber koharente System bezeichnet. Dabei kann der vierdimensionale TCC durch eine Singularwertzerlegung
in ihre Eigenwerte und Eigenfunktionen zerlegt werden. Jede Eigenfunktion wiederum entspricht einem
Quellpunkt der Lichtquelle und erzeugt ein eigene koharente Ubertragungsfunktion (engl. Kernel), deren
Gewichtung an der letztendlichen Bildentstehung aus der Multiplikation mit dem zugehérigen Eigenwert her-
vorgeht. Typischerweise klingen die Eigenwerte aufgrund der energiekompensierenden Eigenschaft der Sin-
gularwertzerlegung (engl. singular value decomposition) rapide ab. Das fiihrt dazu, dass eine akkurate
Bestimmung eines simulierten Bilds bereits aus der Uberlagerung weniger koharenter Systeme erfolgen
kann. Zum Beispiel reicht bei einem Koharenzfaktor S < 0.5 bereits der erste Kernel aus und flihrt zu einem
Fehler von < 10 % bei der Bildentstehung. Die Eigenwerte und Eigenfunktionen bleiben bei gegebener opti-
scher Anordnung, auch bei Variation des Objekts, konstant und sind daher ebenfalls im Vorfeld berechenbar.
Dadurch kann beispielsweise eine zweidimensionale Transmissions-Kreuzkoeffizientenmatrix als Naherung
bzw. Vereinfachung der vierdimensionalen Transmissions-Kreuzkoeffizientenmatrix bestimmt werden. Es
werden nur einige der Eigenfunktionen, in welche die vierdimensionalen Transmissions-Kreuzkoeffizienten-
matrix eine Linearzerlegung erfahrt, fir die tatsachliche Simulation des optischen Systems verwendet.

[0026] Basierend auf solchen Techniken ist es also mdglich, die Objektibertragungsfunktion und die Optik-
Ubertragungsfunktion zu bestimmen und beispielsweise anschlieBend basierend auf einer geeigneten
Beleuchtungsgeometrie ein oder mehrere simulierte Bilder zu erzeugen. In manchen Beispielen kann dann
eine Optimierung zum Auffinden einer optimierten Beleuchtungsgeometrie durchgefiihrt werden, basierend
auf der Objektibertragungsfunktion und ferner basierend auf der Optikiibertragungsfunktion. Dabei kénnen
beispielsweise basierend auf der Optiklibertragungsfunktion und der Objektlibertragungsfunktion iterativ
mehrere simulierte Bilder des Probenobjekts hinsichtlich eines Optimierungskriteriums iberprift werden. Die
simulierten Bilder kdnnen dabei mit unterschiedlichen simulierten Test-Beleuchtungsgeometrien assoziiert
sein.
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[0027] In anderen nicht erfindungsgemafien Varianten ist es jedoch nicht erforderlich, eine Optimierung zum
Auffinden der optimierten Beleuchtungsgeometrie durchzufiihren. Beispielsweise ware es mdglich, das Pro-
benobjekt mit einem KNN basierend auf einem zuvor erfassten Referenzbild zu klassifizieren. Dann kann es
mdglich sein, die Beleuchtungsgeometrie basierend auf dem Klassifizieren zu bestimmen. Ein KNN erlernt
typischerweise den Zusammenhang zwischen dem Probenobjekt und einer geeigneten Beleuchtungsgeo-
metrie. Dazu kann ein Datensatz, haufig auch als Trainings-Datensatz, verwendet werden, der eine vordefi-
nierte Liste von Referenz-Probenobjekten und zugehérigen bevorzugten Referenz-Beleuchtungsgeometrien
zur Verfigung stellt.

[0028] Eine beispielhafte Implementierung von neuronalen Netzwerken umfasst ein mehrschichtiges Falt-
ungsnetzwerk (Engl., convolutional neural network, CNN). Siehe z.B. Krizhevsky, Alex, llya Sutskever, and
Geoffrey E. Hinton. ,Imagenet classification with deep convolutional neural networks.“ Advances in neural
information processing systems. 2012 oder Lawrence, Steve, et al. ,Face recognition: A convolutional neural-
network approach.“ IEEE transactions on neural networks 8.1 (1997): 98-113 oder Simard, Patrice Y., David
Steinkraus, and John C. Platt. ,Best Practices for Convolutional Neural Networks Applied to Visual Document
Analysis.“ ICDAR. Vol. 3. 2003. Dabei werden in sogenannten Faltungsschichten Faltungen zwischen dreidi-
mensionalen Kerneln und dreidimensionalen sensitiven Bereichen (engl. receptive field) einer Eingangsmat-
rix (engl. input feature map) bestimmt. Unterschiedliche Kernel kbnnen dabei wiederholt auf unterschiedliche
sensitive Bereiche der Eingangsmatrix angewendet werden, wodurch eine Translationsinvarianz in Bezug auf
die zu erkennenden Muster bzw. Merkmale des Probenobjekts bereitgestellt wird.

[0029] In weiteren nicht erfindungsgemalfien Varianten kann auch eine manuelle Klassifikation des Probe-
nobjekts erfolgen, wobei anschlieRend auf eine Datenbank zum Ermitteln der Beleuchtungsgeometrien in
Abhangigkeit von diesem Klassifizieren erfolgen kann. Solche Techniken kénnen insbesondere im taglichen
Gebrauch bei wiederkehrenden Typen von Probenobjekten erstrebenswert sein.

[0030] Fig. 1 illustriert ein beispielhaftes optisches System 100. Beispielsweise kénnte das optische System
100 gemal dem Beispiel der Fig. 1 ein Lichtmikroskop implementieren beispielsweise in Durchlichtgeomet-
rie. Mittels des optischen Systems 100 kann es mdglich sein, kleine Strukturen eines von einem Probenhalter
113 fixierten Probenobjekts vergrofert darzustellen. Beispielsweise konnte das optische System 100 ein
Weitfeldmikroskop implementieren, bei welchem eine Probe vollflachig beleuchtet wird. Derart kann zum Bei-
spiel eine zu untersuchende Zellkolonie als Probenobjekt mittels Blick durch ein Okular der Optik 112 des
optischen Systems 100 pathologisch charakterisiert werden, ohne die aufgenommen Daten zunachst von
einem Rechner auswerten oder rekonstruieren zu lassen. In anderen Beispielen konnte das optische System
100 auch ein Laser-Scanning-Mikroskop implementieren, bei welchem das Probenobjekt punktweise abge-
rastert wird und in einem spateren Prozess zu einem zweidimensionalen Bild zusammengefiigt wird.

[0031] Das optische System 100 umfasst auch ein Beleuchtungsmodul 111. Das Beleuchtungsmodul 111 ist
eingerichtet, um das Probenobjekt, das auf dem Probenhalter 113 fixiert ist, zu beleuchten. Beispielsweise
kénnte diese Beleuchtung mittels der Kéhler'schen Beleuchtung implementiert werden. Dabei wird eine Kon-
densorlinse und eine Kondensor-Aperturblende verwendet. Dies fiihrt zu einer besonders homogenen Inten-
sitatsverteilung des zur Beleuchtung verwendeten Lichts in der Ebene des Probenobjekts.

[0032] In dem Beispiel der Fig. 1 ist das Beleuchtungsmodul 111 eingerichtet, um eine strukturierte Beleuch-
tung zu ermdglichen. Dies bedeutet, dass mittels des Beleuchtungsmoduls 111 unterschiedliche Beleuch-
tungsgeometrien des zur Beleuchtung des Probenobjekts verwendeten Lichts implementiert werden kénnen.
Dabei sind in den verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen unterschiedliche Techniken méglich, um
die unterschiedlichen Beleuchtungsgeometrien bereitzustellen. Beispielsweise kénnte das Beleuchtungsmo-
dul 111 mehrere einstellbare Beleuchtungselemente umfassen, die eingerichtet sind, um lokal Licht zu modi-
fizieren oder auszusenden. Eine Steuerung 115 kann das Beleuchtungsmodul 111 bzw. die einstellbaren Ele-
mente zum Implementieren einer bestimmten Beleuchtungsgeometrie ansteuern. Beispielsweise kdnnten die
Steuerung 115 als Mikroprozessor oder Mikrocontroller implementiert sein. Alternativ oder zusatzlich kénnte
die Steuerung 115 beispielsweise einen FPGA oder ASIC umfassen.

[0033] Fig. 2 illustriert Aspekte in Bezug auf das Beleuchtungsmodul 111. In Fig. 2 ist dargestellt, dass das
Beleuchtungsmodul 111 eine Vielzahl von einstellbaren Beleuchtungslementen 121 in einer Matrixstruktur
aufweist. Anstatt einer Matrixstruktur ware es in anderen Beispielen auch mdglich, andere geometrische
Anordnungen der einstellbaren Elemente zu verwenden, beispielsweise ringférmig, halbkreisférmig etc.
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[0034] In einem Beispiel kdnnten die einstellbaren Beleuchtungselemente 121 als Lichtquellen, beispiels-
weise als Leuchtdioden, implementiert sein. Dann wéare es zum Beispiel mdglich, dass unterschiedliche
Leuchtdioden mit unterschiedlicher Lichtstarke Licht zur Beleuchtung des Probenobjekts emittieren. Dadurch
kann eine Beleuchtungsgeometrie implementiert werden. In einer weiteren Implementierung kénnte das
Beleuchtungsmodul 111 als rdumlicher Lichtmodulator (Engl., spatial light modulator, SLM) implementiert
sein. Der SLM kann ortsaufgeldst einen Eingriff in eine Kondensorpupille nehmen, was eine direkte Auswir-
kung auf die Bildgebung - zum Beispiel formalisiert mittels der TCC abgebildet - haben kann. Dabei kann der
SLM mehrere einstellbare Elemente 121, zum Beispiel Mikrospiegel oder Flussigkristalle, aufweisen. Zum
Beispiel kann der SLM eine digitale Mikrospiegelvorrichtung implementieren (Engl., digital micromirror device,
DMD). Dabei ist ein mikromechanisch verkippbarer Spiegel in Abhangigkeit des von auf’en anliegenden
elektrostatischen Felds zwischen dem Spiegel und dem Tragermaterial in zwei Stellungen positionierbar.
Jedes einstellbare Element 121 als Pixel kann etwa eine Grof3e von 11,8-16 um und Schaltfrequenzen von
ca. 5 kHz aufweisen. Diese Mikrospiegel lenken das einfallende Strahlblindel entweder auf einen Absorber
oder in die Richtung der spateren Anwendung. Flussigkristalle wiederum kénnen die Phase und/oder die
Amplitude der einfallenden Wellenfront beeinflussen. Die einstellbaren Beleuchtungselemente 121 kdnnen
als Flussigkristallzellen implementiert sein, die zwischen zwei transparenten Elektroden angeordnet sind.
Beim Anlegen einer dulleren Spannung bzw. eines dufleren elektrischen Felds wird die Ausrichtung dieser
Kristalle verandert. Die doppelbrechende Eigenschaft des Flussigkristalls bewirkt eine rdumliche Variation
des Brechungsindexes bzw. eine Veranderung der Polarisation der elektromagnetischen Welle.

[0035] Solche oder andere SMDs kénnen in der Kondensoraperturebene des Beleuchtungsmoduls 111
angeordnet sein. Es ist beispielsweise moglich, die Kondensoraperturblende durch einen pixelierten SLM zu
ersetzen. Durch Variation der Transmission einzelner Pixel sind neben beliebigen Beleuchtungsgeometrien
auch symmetrische oder kontinuierliche Beleuchtungsgeometrien wie eine ringférmige Blende oder schiefe
Beleuchtung méglich. Weiterhin kann ein SLM auch in Form eines DMD in einer zu der Kondensorapertur
konjugierten Ebene verwendet wird. Aktive LED-Matrizen kdnne hierzu ebenfalls Verwendung finden. Um
die korrekte Funktionsweise zu gewahrleisten, ist es oftmals erstrebenswert, dass eine Linearitat zwischen
der Lichtquelle, dem SLM und der Kamera besteht. Das Ansteuerverhalten eines LCD kann mit einer Gam-
makorrektur kalibriert werden. Das SLM kann in Transmissionsmodus verwendet werden, wobei z.B. eine
LED oder eine Halogenlampe die eigentliche Lichtquelle darstellt.

[0036] Fig. 3 illustriert Aspekte in Bezug auf eine beispielhafte Beleuchtungsgeometrie 300. In Fig. 3 ist die
bereitgestellte Lichtstarke 301 fir die verschiedenen einstellbaren Elemente 121 des Beleuchtungsmoduls
111 entlang der Achse X-X' aus Fig. 2 dargestellt. Wahrend in Fig. 3 eine kontinuierlich variierte Lichtstarke
dargestellt ist, ware es in anderen Beispielen auch mdéglich, dass das Beleuchtungsmodul Beleuchtungsele-
mente 121 mit An-Aus-Funktionalitat bereitstellt.

[0037] In Fig. 3 ist ersichtlich, dass bei der dargestellten Beleuchtungsgeometrie 300 die unterschiedlichen
einstellbaren Beleuchtungselemente 121 des Beleuchtungsmoduls 111 unterschiedliche Lichtstarken 301
bereitstellen. Durch gezieltes Ausblenden von Intensitaten in der effektiven Lichtquelle oder durch anderwei-
tige Implementierung der Beleuchtungsgeometrien kdnnen in den verschiedenen hierin beschriebenen Bei-
spielen bestimmte Details des Probenobjekts bzw. bestimmte Objekt-Frequenzen/- Informationen verstarkt
oder abgeschwacht werden. In den verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen kann eine geeignete
Beleuchtungsgeometrie aufgefunden werden, die dazu fiihrt, dass Frequenzen, die anderenfalls durch
destruktive Interferenz beispielsweise den Phasenkonstrast in einem Bild des Probenobjekts zerstéren wiir-
den, vermieden bzw. unterdriickt werden. Derart kann ein besonders gutes Bildergebnis fiir das Bild des Pro-
benobjekts erhalten werden, beispielsweise im Vergleich zu einer herkémmlichen Hellfeldbeleuchtung.
Neben einer besonderen Betonung des Phasenkontrasts kénnten auch andere Gutekriterien beachtet wer-
den.

[0038] In den verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen kann es mdglich sein, die Einstellung fiir jedes
einstellbares Beleuchtungselement zu optimieren. Diese bedeutet, dass nicht-monotone bzw. beliebige Ein-
stellungen der Beleuchtungselemente zur Implementierung einer geeigneten Beleuchtungsgeometrie ver-
wendet werden kénnen. Dies kann insbesondere gegenliber Techniken, die z.B. fixe halbkreisférmige
Beleuchtungsgeometrien etc. verwenden eine flexiblere Optimierung des Bildergebnisses ermdglichen. Bei-
spielsweise ist in Fig. 3 ersichtlich, dass die Beleuchtungsgeometrie 300 einer nicht-montonen Variation von
Beleuchtungselement 121 zu Beleuchtungselement 121 entspricht.

[0039] Fig. 4 illustriert Aspekte in Bezug auf das Bestimmen einer optimierten Beleuchtungsgeometrie 300
mittels einer Optimierung 250. In dem Beispiel der Fig. 4 erfolgt das Auffinden der optimierten Beleuchtungs-
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geometrie 300 automatisch unter Zuhilfenahme von entsprechenden rechnergestutzen Algorithmen. Dabei ist
es in den verschiedenen hierin beschriebenen Techniken nicht erforderlich, dass a-priori Information tber
das Probenobjekt vorhanden ist. Eine Objektiibertragungsfunktion 201 wird vielmehr basierend auf einer
Referenzmessung bestimmt. Zusammen mit einer Optikibertragungsfunktion 202 ist es dann moglich, die
Optimierung 250 zum Auffinden der optimierten Beleuchtungsgeometrie 300 durchzufiihren.

[0040] Dazu ist es beispielsweise mdglich, dass die Optimierung 250 iterativ mehrere basierend auf der
Objektubertragungsfunktion 201 und ferner basierend auf der Optikibertragungsfunktion 202 simulierte Bil-
der 211-214 des Probenobjekts bestimmt. Dann kann hinsichtlich eines Optimierungskriteriums uberprift
werden, ob eines der simulierten Bilder 211-214 ein Optimierungskriterium erfillt. Beispielsweise ware es
mdglich, dass unterschiedliche simulierte Bilder 211-214 mit unterschiedlichen Test-Beleuchtungsgeometrien
assoziiert sind.

[0041] Die verwendete Optikiibertragungsfunktion 202 kann dabei vorbestimmt sein und beispielsweise in
einem nicht flichtigen Speicher hinterlegt sein. Beispielsweise kénnte die Optikiibertragungsfunktion 202
eine vierdimensionale TCC oder eine dominante Eigenvektoren der vierdimensionalen TCC entsprechende
zweidimensionale TCC umfassen.

[0042] Dabei kénnen unterschiedliche Optikiibertragungsfunktionen 202 mit unterschiedlichen Beleuch-
tungsgeometrien 300 assoziiert sein. Dies bedeutet, dass ein Satz von Optikiibertragungsfunktionen 202 vor-
gesehen sein kann, der den unterschiedlichen Test-Beleuchtungsgeometrien 300 entspricht. Es ware in
anderen Beispielen auch mdglich, dass die jeweilige Optikiibertragungsfunktion 202 basierend auf der aktuell
fur das entsprechende simulierte Bild 211-214 verwendeten Test-Beleuchtungsgeometrie bestimmt wird.

[0043] Aus Fig. 4 ist ersichtlich, dass Parameter, mit denen die Bildaufnahme geschieht, wie z.B. NA des
Objektivs und Kondensors - d. h. im Allgemeinen der Optik 112 - a-priori bekannt sein kdnnen. Ein digitales
Modell des optischen Systems kann im Computer erzeugt werden, wobei dieses Modell lediglich einmal
berechnet werden kann und dann z. B. als TCC auch bei wechselnden Probenobjekten bzw. Objektiibertra-
gungsfunktionen wiederverwendet werden kann.

[0044] Fig. 5 illustriert ein beispielhaftes Verfahren. Zunachst wird in 1001 eine Objektlbertragungsfunktion
fir ein Probenobjekt bestimmt. Dies kann basierend auf einer Referenzmessung erfolgen. Beispielsweise
kann der vierdimensionale TCC oder der zweidimensionale TCC bestimmt werden.

[0045] Anschlie3end wird in 1002 eine Optimierung durchgefiihrt. Dies geschieht basierend auf der in 1001
bestimmten Objektibertragungsfunktion sowie einer Optiklibertragungsfunktion. Die Optikiibertragungsfunk-
tion kann vordefiniert in einem Speicher hinterlegt sein. Z.B. kdnnen unterschiedliche Optiklbertragungsfunk-
tionen flr unterschiedliche Test-Beleuchtungsgeometrien, die im Rahmen der Optimierung bertcksichtigt
werden, im Speicher hinterlegt sein.

[0046] Dann wird in 1003 das Beleuchtungsmodul und ein Detektor zum Erfassen eines Bilds des Probenob-
jekts angesteuert. Dabei wird eine Beleuchtungsgeometrie verwendet, die basierend auf der Optimierung aus
1002 aufgefunden wurde. Es ist grundsétzlich optional, das Bild des Probenobjekts mittels des Detektors zu
erfassen. Alternativ ware es beispielsweise mdglich, dass lediglich die Beleuchtung des Probenobjekts mit
der aufgefundenen Beleuchtungsgeometrie und mittels eines geeigneten Beleuchtungsmodul erfolgt, sodass
eine Betrachtung durch einen Benutzer, beispielsweise durch ein Okular, ohne Digitalisierung erfolgt.

[0047] Beispielsweise kdnnte das Verfahren gemaR Fig. 5 durch eine Steuerung 115 des optischen Systems
100 (vgl. Fig. 1) ausgefiihrt werden.

[0048] Fig. 6 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens. In 1011 wird eine Referenzmessung
durchgefiihrt, um die Objektiibertragungsfunktion zu bestimmen. In den unterschiedlichen hierin beschriebe-
nen Beispielen kdnnen unterschiedlichste Techniken zum Bestimmen der Objektlibertragungsfunktion ver-
wendet werden. Entsprechend kann auch die bendtigte Referenzmessung variieren. Um eine Grundlage fir
die Optimierung der Beleuchtungsgeometrie zu haben, ist oftmals eine ungefahre Information tber die Ampli-
tude und die Phase des Probenobjekts noétig. Dies bedeutet, dass die Objektiibertragungsfunktion bestimmt
wird. Mittels eines Intensitatsbilds kann die Objekt-Amplitude bestimmt werden.

[0049] Es existieren verschiedene Phasen-Rekonstruktions-Algorithmen, wie beispielsweise die Gleichung
des Transports der Intensitat (TIE), welcher durch einen iterativen Prozess aus einem Aufnahmestapel mit
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unterschiedlichen Fokuslagen entlang der Z-Achse die Phase rekonstruiert. Andere Verfahren erreichen das
Uber eine Aufnahme eines Inteferogramms und anschlieRender Auswertung. Durch Einflussnahme auf die
Beleuchtungsgeometrie ist es moglich, zum Beispiel durch einen iterativen Phasen-Rekonstruktions-Algorith-
mus, z. B. Gerchberg-Saxton, aus mehreren Aufnahmen mit unterschiedlichen Beleuchtungswinkeln als
Grundlage die Phase zu rekonstruieren.

[0050] Es ist also mdglich, dass die Referenzmessung durch Ansteuern des Beleuchtungsmoduls 111 zum
Beleuchten des Probenobjekts aus unterschiedlichen initialen Beleuchtungsgeometrien - wie insbesondere
wohldefinierten Beleuchtungsrichtungen - und durch Ansteuern des Detektors zum Erfassen mehrerer initia-
ler Bilder des Probenobjekts, die mit unterschiedlichen initialen Beleuchtungsgeometrien assoziiert sind,
durchgefiihrt wird. Dann kann ein Phasenkonstrast-gewichtetes Referenzbild des Probenobjekts basierend
auf den mehreren initialen Bildern des Probenobjekts bestimmt werden. Dabei kann das Referenzbild in man-
chen Beispielen eine qualitative Information tiber die Objektphase beinhalten. Dies kann sich beispielsweise
gut zur Segmentierung, Kontrastgebung und Observierung von Zellen eignen. In anderen Beispielen ist es
jedoch auch mdéglich, das Phasenkontrast-gewichtete Referenzbild mit einer quantitativ auswertbaren Infor-
mation Uber die Objektphase zu bestimmen. Daraus kdnnen die Brechungsindizes innerhalb der Probe
bestimmt werden.

[0051] Eine Technik des Phasenkontrast-gewichteten Referenzbilds betrifft den iterativen Fouriertransforma-
tions-Algorithmus. Beim iterativen Fouriertransformations-Algorithmus sind die Eingangswerte Intensitats-
messung bei einer bestimmten Z-Position fir die, die zunachst unbekannte Phase gefunden werden soll,
sowie eine weitere Messung bei einer weiteren Z-Position. Das komplexe Lichtfeld E;,; = Ag - eli¢") bildet
sich aus der Amplitude bzw. der Wurzel gemessenen Intensitéatsverteilung Ay = /I, und einer Startphase e
(ion) welche haufig mit zufalligen Werten gewahlt ist. Durch die Propagation in den Frequenzraum mittels
Fouriertransformation wird das Spektrum erzeugt, bei dem die Amplitude extrahiert und durch die Amplitude
des Spektrums aus der zweiten Messung A, = \/E ersetzt wird.

[0052] Dieses Feld wird mit einer inversen Transformation in die vorherige Ebene propagiert, wo eine
erneute Ersetzung der Amplitude durch die in der Ebene gemessene Intensitat stattfindet. Dieser Prozess
kann innerhalb einer Schleife mit geeignetem Abbruchkriterium ablaufen, wobei die rekonstruierte Phase suk-
zessive gegen ihren wahren Wert konvergiert.

[0053] Ein &hnliches Schema verfolgt der Fourier-Ptychographie-Algorithmus, bei dem die Z-Position kon-
stant bleibt und die Beleuchtungswinkel einer Variation unterliegen. Die Grundidee des Algorithmus ist es,
die Subspektren - welches ausgeldst durch die schiefe Beleuchtung im Frequenzraum verschoben werden -
an ihrer entsprechenden wahren Stelle eines Hauptspektrums zu platzieren. Ahnlich wie bei der Variante,
die Phase iterativ zu rekonstruieren, konvergiert hier durch zyklisches Ersetzen der Spektren mit den gemes-
senen Werten die Phase.

[0054] Nachfolgend wird der Ablauf einer beispielhafte Fourier-Ptychographie-Analyse beschrieben:

(I) Erzeugen eines Hauptspektrums: Als Basis dient ein mittels Fouriertransformation erzeugtes hochauf-
I6sendes Spektrum der Amplitude und Initialphase aus einer interpolierten, z. B. Faktor x2, Intensitats-

messung Eq = [y .e'9HR 7. B. aus zentraler Beleuchtung.

(Il) Extrahieren des Subspektrums K, Aus dem hochauflésenden Spektrum wird der Anteil herausge-
schnitten, welcher dem Frequenzbereich der i-ten Intensitdtsmessung entspricht. Hierbei entspricht der
Radius ry der KTF des Objektivs und das Zentrum der Sub-Apertur k(Vx,Vy) = M

(Ill) Ersetzen des Subspektrums durch Messung: Nach inverser Fouriertransformation des extrahierten
Spektrums wird die Amplitude durch die Wurzel der i-ten Intensitdtsmessung E; = //M ersetzt, wobei
die Phase @ r unberlhrt bleibt, Das folgt zu E; = E; , - e"¢'*,

(IV) Platzieren der aktualisierten Feldverteilung im hochauflésenden Spektrum: Die komplexe Feldstarke

Ei,, wird mittels FFT2 zurtick in den Frequenzraum propagiert und nach Filterung mit der KTF an die ent-
sprechende Stelle im hochauflésenden Spektrum verschoben (das geschieht fiir alle 1...n Aufnahmen).

(V) Konvergenz der Phase: Ublicherweise sind die Schritte (I1)-(IV) etwa zwei bis drei Mal durchzufiih-
ren, bis die Phase konvergiert.
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[0055] Eine vergleichsweise einfache Technik, um das Phasenkontrast-gewichtete Referenzbild zu bestim-
men, basiert auf einer Kombination der initialen Bilder des Probenobjekts. Entsprechende Techniken sind
beispielsweise in DE 10 2014 112 242 A1 beschrieben.

[0056] Ein anderes Verfahren, eine quantitative Auswertung der Phase zu ermdglichen, ist es, den Zusam-
menhang zwischen Phase und Intensitatsbild auszunutzen. Derart ist es moglich, eine Objektiibertragungs-
funktion aufzustellen. Durch eine Entfaltung der Rohdaten - mit entsprechender Regularisierung - ist es so
moglich, die Phase quantitativ zu messen. Durch die Inkoharenz der Quelle liegt die Grenzfrequenz weiterhin
beim Doppelten eines vergleichbaren koharenten Aufbaus. Siehe L. Tian und L. Waller: ,Quantitative diffe-
rential phase contrast imaging in an LED array microscope®, Optics Express 23 (2015), 11394-11403.

[0057] Aus obenstehenden Beispielen ist ersichtlich, dass in den verschiedenen Implementierungen unter-
schiedliche Techniken zum Bestimmen der Objektiibertragungsfunktion gewahlt werden kénnen. Wenn die
Objektubertragungsfunktion bestimmt wurde, ist es mdglich, mit dem Durchfiihren der Optimierung fortzufah-
ren. Dabei kann beispielsweise ein Startpunkt der Optimierung und/oder eine Randbedingung der Optimie-
rung basierend auf dem Referenzbild oder dem Objektiibertragungsfunktion gesetzt werden.

[0058] Fig. 7 ist ein Flussdiagramm eines beispielhaften Verfahrens.

[0059] Dabei wird in 1021 eine initiale Beleuchtungsgeometrie gewahlt. Dies kann dem Setzen eines Start-
punkts fiir die nachfolgend durchgefiihrte Optimierung entsprechen. Beispielsweise ware es moglich, die ini-
tiale Beleuchtungsgeometrie ausgehend von bekannten Zusammenhangen zwischen der zuvor bestimmten
Objektiibertragungsfunktion und tendenziell geeigneten initialen Beleuchtungsgeometrien zu wahlen. Bei-
spielsweise konnte in 1021 ein KNN zum Klassifizieren der Objektiibertragungsfunktion und dem Wahlen der
initialen Beleuchtungsgeometrie basierend auf diesem Klassifizieren angewendet werden.

[0060] Dann wird in 1022 die aktuelle Beleuchtungsgeometrie - die in der ersten lteration der initialen
Beleuchtungsgeometrie aus 1021 entspricht - gemafl dem gewahlten Optimierungsalgorithmus variiert.

[0061] In den verschiedenen hierin beschriebenen Beispielen kénnen unterschiedliche Optimierungsalgorith-
men verwendet werden. Beispielsweise kénnte ein Partikel-Schwarm-Algorithmus angewendet werden. Der
Partikel-Schwarm-Algorithmus erfordert keine Differentation einer das Optimierungskriterium beschreibende
Zielfunktion.

[0062] Beim Partikel-Schwarm-Algorithmus erfolgt die Modulation der Bewegung eines einzelnen Partikels,
was der Variante eines einstellbaren innerhalb eines Schwarmsegments des Beleuchtungsmoduls entspricht,
aus bis zu drei Geschwindigkeitskomponenten:

() der eigene Geschwindigkeitskomponente (Betrag und Richtung) aus vorheriger Bewegung (bzw. Ini-
tialgeschwindigkeit);

(1) der Geschwindigkeitskomponente des Schwarms, also dem Mittel aller Teilchen; und/oder

(1) der zufélligen Komponente, was der Entscheidung des Lebewesens entspricht.

[0063] Dabei entspricht jedes Partikel x im n-dimensionalen Lésungsraum - reprasentiert durch die Quellen--
Koeffizienten xi (1) ... Xk (n) - einer méglichen Lésung des inversen Problems, wobei k dem aktuellen Itera-
tionsschritt entspricht.

[0064] Ein guter Initialwert fir die sogenannte Population stellt eine zuféllige Streuung oder eine aus der ini-
tialen Bestimmung der Objektibertragungsfunktion hervorgehende Verteilung der Koeffizienten x, (1) ... x4
(n) im Raum dar. Bei jeder lteration k erfahren alle Partikel des Schwarms eine Neupositionierung, die sich
aus dem Geschwindigkeitsvektor und der vorhergegangenen Position ergibt.

[0065] Die einzelnen Partikel bewegen sich in Abhangigkeit aller anderen, also immer in Richtung eines
Optimums, was jedoch kein globales Minimum bzw. Maximum sein muss. Dadurch, dass die Schrittweite,
anders als bei einer Grid-Search-Methode, in jedem Iterationsschritt variiert, ist der Algorithmus auch in der
Lage, ein Optimum zwischen zwei Knoten aufzuspiren, was ein Vorteil sein kann.

[0066] Ein weiterer beispielhafter Optimierungsalgorithmus ist der sogenannte Raster-Such-Algorithmus

(Engl., grid-search algorithm). Der Raster-Such-Algorithmus, der Klasse der direkten Such-Algorithmen, ver-
teilt im ersten Schritt die Initialparameter entweder anhand eines festgelegten Musters, z. B. dquidistantes
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Gitter, zuféllig oder nach eigenem Initialmuster im Lésungsraum. Mit jedem lIterationsschritt wird um einen
durch die Parameter x4 (1) ...x4 (i) gebildeten Knoten k ein Netz mit gewisser Ausdehnung im Lédsungsraum
gespannt. Jeder Eckpunkt bzw. Knoten k; stellt eine neue mégliche Lésung, reprasentiert durch die Parame-
ter x; (1) ... x; (i), der das Optimierungskriterium beschreibenden Zielfunktion dar. Verbessert sich die Zielfunk-
tion bei einem dieser Knoten, bildet dieser das Zentrum fiir den nachsten lterationsschritt. Die Ausdehnung
des Netzes verringert sich, sobald der Algorithmus einem Minimum naher kommt. Die Ausdehnung der
Maschen innerhalb des Losungsraums steigt, wenn innerhalb des Iterationsschritts kein Minimum gefunden
wird, um das Suchgebiet zu erweitern.

[0067] Der von der Optimierung abzudeckende Suchraum, der durch geeignete Variation der Beleuchtungs-
geometrien in 1022 abzudecken ist, kann in verschiedenen Beispielen vergleichsweise grof’ sein. Typischer-
weise weist namlich das Beleuchtungsmodul eine Vielzahl von zu optimierenden Parametern auf, die die
Beleuchtungsgeometrie beeinflussen. Als Beispiel umfasst zum Beispiel ein Lichtmodulator in der Konden-
sorpupille NxM Bildpunkte als Beleuchtungselemente, die digital oder in Graustufen schaltbar sind. Durch
die (NxM)*x verschiedenen mdéglichen Kombinationen - wobei x der Anzahl der schaltbaren Stufen entspricht
- ergibt sich ein besonders grof3er Suchraum. Oftmals kann beispielsweise N und/oder M > 100 sein, optional
> 1000, weiter optional > 5000.

[0068] In manchen Beispielen kann es daher erstrebenswert sein, die Variation der Beleuchtungsgeometrie
in 1022 zu vereinfachen. Dazu kann in manchen Beispielen die Test-Beleuchtungsgeometrie basierend auf
einer gewichteten Uberlagerung verschiedener Anteile einer Polynom-Reihenentwicklung, wie beispielsweise
Zernike-Polynome, bestimmt werden.

[0069] In anderen Worten ist es also mdglich, die Pixelstruktur eines Lichtmodulators bzw. im Allgemeinen
die verfliigbaren Beleuchtungsgeometrien durch Parametrisierung zu vereinfachen. Zum Beispiel kénnen
dazu Zernike-Polynome verwendet werden, um die Kreispupille zu zerlegen. Die Zernike-Polynome bilden
dabei eine radiale Basis. Es wére auch moglich, einen Kreis in eine Anzahl von Kreissegmenten zu untertei-
len. Jedes Zernike-Polynom, welches einem Zernike-Koeffizienten zugeordnet ist, bzw. jedes Kreissegment
kann dann unabhangig voneinander als Test-Beleuchtungsgeometrie mittels der Optikiibertragungsfunktion
im Vorfeld simuliert und abgespeichert werden. Es kann also in anderen Worten eine Vielzahl von Optikibert-
ragungsfunktionen fir die verschiedenen Anteile der Polynom-Reihenentwicklung vorbestimmt sein. Dann
kann eine gewichtete Uberlagerung der im Vorfeld erzeugten Optikiibertragungsfunktionen als Superposition
zum Bestimmen der simulierten Bilder verwendet werden. Dies kann den Rechenaufwand erheblich reduzie-
ren. Dadurch kann ein schnelleres Durchfiihren der Optimierung erméglicht werden.

[0070] In 1023 kann mittels solcher Techniken ein simuliertes Bild bestimmt werden. Das simulierte Bild
kann aus einer Kombination der Optiklibertragungsfunktion und der Objektibertragungsfunktion bestimmt
werden.

[0071] In 1024 wird dann Uberpruft, ob das aktuelle simulierte Bild das vorgegebene Optimierungskriterium
erflllt. Die entsprechende Qualitdtsfunktion, die den gegenwartigen Status der Optimierung quantifiziert,
kann frei gewahlt werden. Steht beispielsweise der Phasenkontrast im Vordergrund, kann eine teilkohdrente
Abbildung einer komplexwertigen Objektlibertragungsfunktion simuliert werden. Bei Variation der Koeffizien-
ten verandert sich der Kontrast im simulierten Bild, insbesondere dessen Intensitat. Die Koeffizienten werden
von einem geeigneten Optimierer in der Weise verandert, dass sie eine gegebene Kostenfunktion minimie-
ren, bzw. ein gegebenes Optimierungskriterium verbessern.

[0072] Das Optimierungskriterium kann beispielsweise das Vorhandensein hdéherer Ortsfrequenzen im Bild
besser bewerten, was z. B. zu einer héheren Auflésung von Objektdetails fliihren kann. Entsprechend ware
es also méglich, dass das Optimierungskriterium einen Bildkontrast der simulierten Bilder umfasst. Der Bild-
kontrast kann insbesondere den héheren Ortsfrequenzen entsprechen. Alternativ oder zusatzlich ware es
auch mdglich, dass das Optimierungskriterium eine Objektdhnlichkeit eines Abbilds des Probenobjekts in
den simulierten Bildern mit einem Referenzprobenobjekt (engl. fidelity) umfasst.

[0073] Dabei dient also das Referenz-Probenobjekt als Referenz, anhand derer der optimale Phasenkontrast
erzeugt werden soll. Die Phasenmessung z.B. phi = 0 ... pi kann beispielsweise in einen Intensitats-Farbraum
mit Grauwerten von 0..255 abgebildet werden. Die Optimierung manipuliert dann solange die Lichtquelle, bis
die Differenz zwischen der gemessenen Intensitat auf dem Detektor, was dem Resultat der mit dem TCC
gefalteten bzw. gefilterten Objektiibertragungsfunktionen entspricht, und dem vom ,Phasenraum® (0...pi) in
die Intensitat abgebildete Objektphase moglichst gering ist. Gleiches ist auch fur die Amplitude zutreffend,
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indem bspw. die Amplitudenmessung in der Weise im Vorfeld manipuliert wird, dass niedrige Frequenzen
herausgeschnitten werden und das optimierte Bild mit dieser Referenz verglichen wird.

[0074] Aus dem Bereich der Interferometrie ist der sogenannte Michelson-Kontrast gegeben als

C= Imax _Imin

Imax _Imin
mit den maximalen |,.x sowie minimalen |, Intensitaten. Eine Anwendung auf das simulierte Bild ist manch-

mal schwierig, da sowohl der minimale als auch der maximale Pixel-Grauwert z. B. durch Rauschen entste-
hen kann. Daher kann der CPP-Kontrast verwendet werden, welcher sich wie folgt berechnet:

1 N-1M-1 -2
F= \/Mleé)jZO( )

[0075] Als weiteres Optimierungskriterium kann die sogenannte ,Fidelity“ oder Objektahnlichkeit verwendet
werden. Dies bezeichnet haufig das Betragsquadrat aus der Differenz zwischen dem idealen und realen Bild:

F =l = ligear ||2

lidear (X) = [t(x) |2 bzw. liges (X) = arg(t(x)) bei Phasenobjekten

F == ()~ [t (x)]

mit rekonstruierten Ubertragungsfunktion t(x) und I(x) dem aerial image.

[0076] Wird in 1024 bestimmt, dass das aktuelle Bild das Optimierungskriterium noch nicht erfiillt, wird eine
weitere Variation der Beleuchtungsgeometrie in einer erneuten lteration von 1022-1024 durchgefihrt. Ande-
renfalls wurde eine Test-Beleuchtungsgeometrie aufgefunden, die als Beleuchtungsgeometrie fir das
anschlieBende tatséchliche Beleuchten der Probe zum Erfassen eines Bilds geeignet ist.

[0077] Fig. 8 illustriert Aspekte in Bezug auf das Variieren der Test-Beleuchtungsgeometrie im Rahmen des
Durchfuhrens der Optimierung. In Fig. 8 ist dargestellt, wie die einstellbaren Lichtstarke 301 verschiedener
einstellbarer Elemente 121 des Beleuchtungsmoduls 111 - durch das Verwenden von parametrisierten Poly-
nom-Reihenentwicklungen bestimmt werden kann. Wahrend in Fig. 8 ist eine kontinuierlich variierte Licht-
starke 301 dargestellt ist, ware es in anderen Beispielen auch mdglich, dass das Beleuchtungsmodul
Beleuchtungselemente 121 mit An-Aus-Funktionalitat bereitstellt.

[0078] In Fig. 8 sind zwei Anteile 351, 352 in der beispielhaften Polynom-Reihenentwicklung dargestellt. Der
Freiheitsgrad, die beste Beleuchtungsgeometrie zu finden, bedeutet eine groRe Schar an mdglichen Parame-
tern und unterschiedlichen Kombinationen. Es kdénnen beispielsweise etwa 25.000 einstellbare Beleuch-
tungselemente 121 vorhanden sein. Daher ist es oftmals sinnvoll, die Optimierung auf eine Form zu
beschranken, die durch wenige Parameter definiert ist. Gezeigt sind die Parametrisierung durch Unterteilung
der Kondensorapertur in Zernike-Polynome 351, 352. Alternativ kdnnten auch Kreissegmente verwendet wer-
den. Dadurch reduziert sich die Anzahl der Freiheitsgrade drastisch, z. B. auf 36 Koeffizienten. Die Zernike--
Polynome ergeben sich aus einer orthogonalen Expansion in den Polarkoordinaten mit Radius 1 und sind
somit kreisféormig orthogonale Polynome.

[0079] Nach der sogenannten Noll'schen Zahlweise werden beispielsweise die TCCs der ersten 37 Koeffi-
zienten im Vorfeld berechnet und wahrend des Durchfiihrens der Optimierung Uberlagert. Die Zernike-Poly-
nome kénnen auch negative Werte annehmen, was bei der Lichtquelle nicht der Fall ist. Daher ist es sinnvoll,
den Nullpunkt der Intensitat z. B. auf Io = 0.5 zu verschieben und den Wertbereich in der Optimierung auf | =
0..1 zu begrenzen.

[0080] Um eine Grundlage fiir eine mogliche Lésung des Optimierungsproblems zu liefern, wird beispiels-
weise eine erste Beleuchtungsgeometrie basierend auf der bestimmten Objektiibertragungsfunktion gene-
riert. Aus den Uberlappbereichen der Hauptbeugungsbilder innerhalb der Pupille glattet ein GauRfilter die
scharfen Kanten des resultierenden Intensitdtsmusters, worin dann ein Zernike-Fit-Algorithmus die ent-
sprechenden Zernike-Koeffizienten sucht, welche die Oberflache bestmdglich reprasentieren. Die erhaltenen
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Koeffizienten stellen die Initialparameter fir den spateren Optimierungsalgorithmus dar. Nach Abschluss des
Durchfihrens der Optimierung kann dann die optimierte Beleuchtungsgeometrie aufgefunden werden, indem
basierend auf einer Zuordnung zwischen den im Ortsraum kontinuierlich definierten Funktionen der Poly-
nom-Reihenentwicklung als OptimierungsgréRe der Optimierung und der Vielzahl von diskreten einstellbaren
Elementen 111 des mindestens einen Beleuchtungsmoduls angewendet wird.

[0081] Zusammenfassend wurden obenstehend Techniken beschrieben, die mittels des Durchfiihrens einer
Optimierung eine optimierte Beleuchtungsgeometrie bestimmen kénnen. Dabei kann durch geeignete Wahl
des Optimierungskriteriums vorgegeben werden, welche Eigenschaft ein anschlieRend mit der aufgefunde-
nen Beleuchtungsgeometrie zu erfassendes Bild aufweisen soll. Wahrend voranstehend verschiedene Bei-
spiele in Bezug auf ein Optimierungskriterium, das in Bezug auf den Phasenkontrast definiert ist, erlautert
wurden - beispielsweise der Bildkontrast oder die Objektéhnlichkeit -, ware es in anderen Beispielen jedoch
auch mdglich, andere Optimierungskriterien zu wahlen. Dann kann ein Bild des Probenobjekts mit der aufge-
fundenen, optimierten Beleuchtungsgeometrie erfasst werden, welches die gewilinschten Eigenarten auf-
weist. Um beispielsweise den Phasenkontrast zu optimieren, wird eine komplexwertige Objektibertragungs-
funktion, die sowohl die Amplitude als auch die Phase beinhaltet, bestimmt.

[0082] Verschiedene Algorithmen sind in der Lage, ohne den optischen Aufbau, bestehend aus Weitfeldmik-
roskop mit digitaler Kondensorpupille, zu verandern, die Phase zu rekonstruieren oder zumindest in ausreich-
ender Form anzunadhern. Der Fourier-Ptychographie-Algorithmus beleuchtet das Objekt aus mehreren Rich-
tungen und lasst die unterschiedlichen Frequenzinformation in eine Art iterativen Fourier-Algorithmus (iFTA)
einfliefen. Das Resultat ist neben eines erhdohten Spatial-Bandwidth Product die rekonstruierte Phase.

[0083] Die inverse Ubertragungsfunktion des quantitativen Phasenkontrastverfahrens stellt eine robuste
Méglichkeit dar, dir Phase von diinnen Phasenobjekten, die der ersten Born'schen Naherung folgen, zu
bestimmen. Hierbei werden jeweils zwei komplementare Halbkreismuster auf dem SLM dargestellt und die
Intensitatsbilder miteinander verrechnet.

[0084] Zufalliges ,Durchprobieren“ der Parameter, die die Beleuchtungsgeometrie definieren, - z. B. Zernike-
koeffizieten - filhren in den wenigsten Fallen zu einem guten Ergebnis. Optimierungsalgorithmen, die den
Gradienten der Kostenfunktion zur Definition eines Optimierungskriteriums bendétigen, kdnnen oftmals nicht
verwendet werden, da sich der Gradient durch die Verwendung des TCCs in Verbindung mittels SVD schwer
analytisch berechnen lasst. Aus diesem Grund kénnen diverse sogenannte genetische Algorithmen Verwen-
dung finden. Der sogenannte Partikel-Schwarm Algorithmus bewegt einen Schwarm an Partikeln, wobei
jedes Partikel eine Lésung mit n-Koeffizienten darstellt durch einen n-Dimensionalen Lésungsraum. Ahnlich
wie in der Biologie folgt der gesamte Schwarm einem globalen Maximum.

[0085] Fig. 9 ist ein Flussdiagramm eines nicht erfindungsgeméafien Verfahrens. Fig. 9 illustriert Aspekte in
Bezug auf das Bestimmen einer Beleuchtungsgeometrie basierend auf einem KNN.

[0086] Solche Techniken zum Bestimmen der Beleuchtungsgeometrie mittels einen KNNs legt die Erkennt-
nis zugrunde, dass es manchmal erstrebenswert sein kann, eine aufwandige Bestimmung von simulierten
Bildern mittels einer Optikibertragungsfunktion wie beispielweise der TCC zu vermeiden.

[0087] In dem in Fig. 9 dargestellten Beispiel erlernt ein Algorithmus, dargestellt durch das KNN, den
Zusammenhang zwischen einem in einem zuvor erfassten Referenzbild abgebildeten Probenobjekt - 1101 -
und einer bevorzugten Beleuchtungsgeometrie. Das kiinstliche neuronale Netzwerk kann dann basierend
auf dem Referenzbild das Probenobjekt klassifizieren -1102 - und anschlieRend kann eine Beleuchtungsgeo-
metrie basierend auf diesem Klassifizieren bestimmt werden, 1103. AnschlieRend kénnen ein Beleuchtungs-
modul und ein Detektor zum Erfassen eines Bilds des Probenobjekts mit der zuvor bestimmten Beleuch-
tungsgeometrie angesteuert werden, 1104. Es ist grundsatzlich optional, das Bild des Probenobjekts mittels
des Detektors zu erfassen. Alternativ ware es beispielsweise mdglich, dass lediglich die Beleuchtung des
Probenobjekts mit der aufgefundenen Beleuchtungsgeometrie und mittels eines geeigneten Beleuchtungs-
modul erfolgt, sodass eine Betrachtung durch einen Benutzer, beispielsweise durch ein Okular, ohne Digitali-
sierung erfolgt.

[0088] Beispielsweise kann das Verfahren gemaf Fig. 9 von der Steuerung 115 des optischen Systems 100

ausgefihrt werden. Zum Beispiel ware es mdoglich, dass das KNN ein CNN umfasst. Solche CNNs eignen
sich besonders gut zur Klassifizierung des Probenobjekts anhand der zweidimensionalen Referenzbilder.
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[0089] Das Modell, welches die Korrelation zwischen Eingang und Ausgang des KNNs darstellt, kann basie-
rend auf maschinellem Lernen trainiert werden. Beispielsweise kann basierend auf Referenz-Beleuchtungs-
geometrien flir Referenzprobenobjekte das KNN trainiert werden.

[0090] Dabei steigt tendenziell die Genauigkeit fiir eine gegebene Aufgabenstellung mit der Grélke des ver-
flgbaren Trainingssatzes. Wird das optische System beispielsweise ausschliellich in metallurgischen Labo-
ren eingesetzt, kann es erstrebenswert sein, das KNN mittels Referenzbildern, die Metallschnitte zeigen, zu
trainieren. Im Bereich von Biologielaboren kann es erstrebenswert sein, das KNN basierend auf Diinnschnit-
ten von Zellen zu trainieren. Das KNN kann mit eigenen optimierten Beleuchtungsgeometrien angelernt wer-
den. Beispielsweise kdnnen die Referenz-Beleuchtungsgeometrien beim Trainieren basierend auf Techni-
ken, wie sie voranstehend zum Beispiel in Bezug auf die Fig. 4 und Fig. 5 erlautert wurden, bestimmt wer-
den.

[0091] In manchen Beispielen kann das KNN eingerichtet sein, um ein Ergebnis in einem kontinuierlich defi-
nierten Ergebnisraum bereitzustellen. Dann kénnte es mdglich sein, dass die Beleuchtungsgeometrie eine im
Ergebnisraum des KNNs kontinuierlich definierte Zuordnung zu Beleuchtungsgeometrien umfasst. Dabei
kann eine gewisse Diskretisierung in verfigbare Beleuchtungsgeometrien vorgesehen sein, wobei eine
Abwagung zwischen Genauigkeit und Strenge der Zuordnung getroffen werden kann.

[0092] Fig. 10 ist ein Flussdiagramm eines nicht erfindungsgemafien Verfahrens. Zunachst erfolgt in 1201
ein Klassifizieren des Probenobjekts. Dies kann zum Beispiel manuell erfolgen. Beispielsweise kann ein Typ
eines Probenobjekts von einem Benutzer festgelegt werden. Dies kann insbesondere bei wiederkehrenden
Charakterisierungsaufgaben mittels des optischen Systems 100 gut méglich sein.

[0093] Dann wird in 1202 basierend auf dem Klassifizieren auf eine Datenbank zugegriffen, um eine
Beleuchtungsgeometrie zu ermitteln. Die Datenbank kann also Zuordnungen zwischen Klassen von Probe-
nobjekten gemal dem Klassifizieren in 1201 und als besonders geeignet identifizierten Beleuchtungsgeo-
metrien umfassen. Beispielsweise kdnnten Eintrdge in der Datenbank basierend auf den Techniken, die
voranstehend in Bezug auf die Fig. 4 und Fig. 5 beschrieben wurden, erstellt werden.

[0094] Anschliellend wird mindestens ein Beleuchtungsmodul zum Beleuchten des Probenobjekts mit der
bestimmten Beleuchtungsgeometrie angesteuert sowie ein Detektor zum Erfassen des Bilds des Probenob-
jekts, das mit der Beleuchtungsgeometrie assoziiert ist, angesteuert, 1203. Es ist grundsatzlich optional, das
Bild des Probenobjekts mittels des Detektors zu erfassen. Alternativ ware es beispielsweise mdglich, dass
lediglich die Beleuchtung des Probenobjekts mit der aufgefundenen Beleuchtungsgeometrie und mittels
eines geeigneten Beleuchtungsmodul erfolgt, sodass eine Betrachtung durch einen Benutzer, beispielsweise
durch ein Okular, ohne Digitalisierung erfolgt.

[0095] Zusammenfassend wurden Techniken beschrieben, die es ermdglichen, ein Bild mit Phasenkontrast
darzustellen. Solche Techniken kdnnen in unterschiedlichen Anwendungsfallen eingesetzt werden. Beispiels-
weise konnen solche Techniken eingesetzt werden, wenn der Anwender/die Anwenderin eine direkte
Betrachtung des Probenobjekts durch ein Okular beispielsweise eines Mikroskop verwendet. Der Phasen-
kontrast ist dann direkt sichtbar, beispielsweise ohne die Notwendigkeit weiterer digitale Nachbearbeitung.
Ein weiteres Anwendungsgebiet ist betrifft die Darstellung von Phasenkontrast und Objektstrukturen, wenn
durch die Abbildungsoptik des optischen Systems Beugungsordnungen reduziert oder unterdriickt werden,
die nicht positiv zum Objektkontrast beitragen. Vorteile kénnen beispielsweise der vergréflerte nutzbare
Dynamikumfang mithilfe einer bereits vorhandenen Kamera sein, da z.B. nicht mit Informationen ausgestat-
tete Beugungsordnungen nur zu einem Intensitatsoffset beitragen. Weiterhin werden die Informationen mit
einem Detektor direkt physikalisch gemessen - und nicht etwa in einem Nachbearbeitungsprozess, wie z.B.
der Entfaltung durch bspw. einen Wahrscheinlichkeits-Algorithmus (z.B. Max-Likelihood Ansatz) erst nach-
traglich hineininterpretiert.

[0096] Selbstverstandlich kdnnen die Merkmale der vorab beschriebenen Ausfiihrungsformen und Aspekte
der Erfindung miteinander kombiniert werden. Insbesondere kénnen die Merkmale nicht nur in den beschrie-
benen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinationen oder fir sich genommen, verwendet werden,
ohne das Gebiet der Erfindung zu verlassen.

[0097] Beispielsweise ware es mdglich, die hierin beschriebenen digitalen Techniken zu ergénzen durch

Hardware-Merkmale im Zusammenhang mit der konventionellen Phasenkontrast-Bildgebung. Beispielsweise
kénnen die hierin beschriebenen Techniken erganzt werden durch optische Komponenten, wie ein DIC--
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Prisma oder einen Phasenkontrastring. Dadurch kann der Phasenkontrast gesteigert werden. Das kann sich
z.B. in der Weise auswirken, dass der sog. HALO-Effekt, der sich insbesondere manchmal beim Zernike--
Phasenkontrast ergibt, wirksam reduziert werden, in dem die Ringblende in der Weise an den Phasenring
angepasst wird, dass die nullte, vom Objekt ungebeugte Ordnung nicht zu destruktiver Interferenz fihrt und
Réander an Objektkanten erzeugt, die die Auswertung der Bilder in der Regel erschwert.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Betreiben eines Lichtmikroskops mit mindestens einem Beleuchtungsmodul, einem
Probenhalter (113) und einer Optik (112) in Durchlichtgeometrie, das umfasst:
- basierend auf einer Referenzmessung: Bestimmen einer Objektiibertragungsfunktion (201) fir ein Proben-
objekt,
- basierend auf der Objektiubertragungsfunktion (201) und ferner basierend auf einer Optikiibertragungs-
funktion (202) fur die Optik (112): Durchfiihren einer Optimierung (250) zum Auffinden einer optimierten
Beleuchtungsgeometrie (300), und
- Ansteuern des mindestens einen Beleuchtungsmoduls (111) zum Beleuchten des Probenobjekts mit der
optimierten Beleuchtungsgeometrie (300) und mittels der Optik (112), wobei die Optimierung (250) iterativ
mehrere basierend auf der Objektibertragungsfunktion (201) und ferner basierend auf der Optikibertra-
gungsfunktion (202) simulierte Bilder des Probenobjekts hinsichtlich eines Optimierungskriteriums Gberpriift,
wobei die simulierten Bilder mit unterschiedlichen simulierten Test-Beleuchtungsgeometrien (300) assoziiert
sind,
wobei das Optimierungskriterium zumindest eines von einem Bildkontrast der simulierten Bilder und einer
Objektahnlichkeit eines Abbilds des Probenobjekts in den simulierten Bildern mit einem Referenzprobenob-
jekt umfasst..

2. Verfahren nach Anspruch 1, das weiterhin umfasst:
- Durchfuihren der Referenzmessung durch Ansteuern des mindestens einen Beleuchtungsmoduls (111)
zum Beleuchten des Probenobjekts aus unterschiedlichen initialen Beleuchtungsgeometrien (300) und
durch Ansteuern mindestens eines Detektors (114) zum Erfassen mehrerer initialer Bilder des Probenob-
jekts, die mit den unterschiedlichen initialen Beleuchtungsgeometrien (300) assoziiert sind, und
- Bestimmen eines Phasenkontrast-gewichteten Referenzbilds des Probenobjekts basierend auf den mehre-
ren initialen Bilder des Probenobjekts.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Phasenkontrast-gewichtete Referenzbild des Probenobjekts
basierend auf einer Kombination der initialen Bilder des Probenobjekts und/oder basierend auf einer Fou-
rier-Ptychographie-Analyse und/oder basierend auf einem iterativen Fouriertransformation-Algorithmus
bestimmt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, das weiterhin umfasst:
- Setzen eines Startpunkts der Optimierung (250) und/oder einer Randbedingung der Optimierung (250)
basierend auf dem Referenzbild.

5. Verfahren nach Anspruch 1,
- Bestimmen der Test-Beleuchtungsgeometrien (300) basierend auf einer gewichteten Uberlagerung ver-
schiedener Anteile einer Polynom-Reihenentwicklung wie beispielsweise Zernike-Polynome, wobei optional
eine Vielzahl von Optiklibertragungsfunktionen (202) fiir die verschiedenen Anteile der Polynom-Reihenent-
wicklung vorbestimmt sind.

6. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, das weiterhin umfasst:
- Bestimmen der optimierten Beleuchtungsgeometrie (300) basierend auf einer Zuordnung zwischen einer
im Ortsraum kontinuierlich definierten Funktion als OptimierungsgréRe der Optimierung (250) und einer
Vielzahl von diskreten Beleuchtungselementen des mindestens einen Beleuchtungsmoduls (111).

7. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, wobei die Optimierung (250) einen Partikel--
Schwarm-Algorithmus oder einen Raster-Such-Algorithmus umfasst.

8. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, wobei die Optikliibertragungsfunktion (202)
eine vierdimensionale Transmissions-Kreuzkoeffizientenmatrix oder eine dominanten Eigenvektoren der
vierdimensionalen Transmissions-Kreuzkoeffizientenmatrix entsprechende zweidimensionale Transmission--
Kreuzkoeffizientenmatrix umfasst.
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9. Lichtmikroskop mit einem Beleuchtungsmodul, einem Probenhalter (113) und einer Optik (112) in
Durchlichtgeometrie, wobei das Lichtmikroskop eine Steuerung mit mindestens einem Prozessor umfasst,
wobei der mindestens eine Prozessor eingerichtet ist, um die folgenden Schritte durchzufiihren:

- basierend auf einer Referenzmessung: Bestimmen einer Objektubertragungsfunktion (201) fur ein Proben-
objekt auf dem Probenhalter,

- basierend auf der Objektiibertragungsfunktion (201) und ferner basierend auf einer Optikibertragungs-
funktion (202) fur die Optik (112): Durchfihren einer Optimierung (250) zum Auffinden einer optimierten
Beleuchtungsgeometrie (300), und

- Ansteuern des mindestens eines Beleuchtungsmoduls (111) zum Beleuchten des Probenobjekts mit der
optimierten Beleuchtungsgeometrie (300) und mittels der Optik (112), wobei die Optimierung (250) iterativ
mehrere basierend auf der Objektiibertragungsfunktion (201) und ferner basierend auf der Optikiibertra-
gungsfunktion (202) simulierte Bilder des Probenobjekts hinsichtlich eines Optimierungskriteriums Uberprift,
wobei die simulierten Bilder mit unterschiedlichen simulierten Test-Beleuchtungsgeometrien (300) assoziiert
sind,

wobei das Optimierungskriterium zumindest eines von einem Bildkontrast der simulierten Bilder und einer
Objektahnlichkeit eines Abbilds des Probenobjekts in den simulierten Bildern mit einem Referenzprobenob-
jekt umfasst.

Es folgen 9 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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