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Fig. 10

(57) Abstract: The invention relates to a method for generating and analysing an overview contrast image of a specimen carrier (1)
and/or of specimens situated on a specimen carrier (1). A specimen carrier (1) arranged at least partially in the focus of a detection
optical unit (2) is illuminated in transmitted light using a two-dimensional, array-like illumination pattern (3). At least two overview
raw images are detected using different illuminations of the specimen carrier (1), and, according to information to be extracted from the
overview contrast image, a combination algorithm is selected by means of which the at least two overview raw images are combined
to form the overview contrast image. According to information to be extracted from the overview contrast image, an image evaluation
algorithm is selected by means of which the information is extracted.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung und Analyse eines Ubersichtskontrastbildes eines Pro-
bentrégers (1) und/oder auf einen Probentrédger (1) angeordneter Proben. Dabei wird ein mindestens teilweise im Fokus einer Detek-
tionsoptik (2) angeordneter Probentrager (1) im Durchlicht mit einem zweidimensionalen, arrayférmigen Beleuchtungsmuster (3) be-
leuchtet. Es werden mindestens zwei Ubersichtsrohbilder mit unterschiedlichen Beleuchtungen des Probentréigers (1) detektiert und
in Abhéngigkeit von aus dem Ubersichtskontrastbild zu extrahierenden Informationen wird ein Verrechnungsalgorithmus ausgewihlt,
mittels dessen die mindestens zwei Ubersichtsrohbilder zu dem Ubersichtskontrastbild verrechnet werden. In Abhéingigkeit von aus dem
Ubersichtskontrastbild zu extrahierenden Informationen wird schlieBlich ein Bildauswertungsalgorithmus ausgewhlt, mittels dessen
die Informationen extrahiert werden.
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Titel
Verfahren zur Erzeugung und Analyse eines Ubersichtskontrastbildes

Gebiet der Erfindung
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung und Analyse eines Ubersichtskontrastbildes

eines Probentragers und / oder von Proben, die auf einem Probentrager angeordnet sind.

Stand der Technik
Klassische Lichtmikroskope wurden unter der Pramisse entwickelt, dass ein Benutzer sitzend

oder stehend durch ein Okular auf einen Probentrager blickt und direkt mit der Probe in dem
Sinne interagieren kann, dass er sich zum einen schnell eine Uberblick iber die Probe und das
Sichtfeld des Objektivs verschaffen kann und zum anderen den Probentrager mit der Probe
entweder direkt oder mit Hilfe eines verstellbaren Probentisches lateral verschieben kann, um
andere Bereiche einer Probe ins Sichtfeld des Objektivs zu bringen. Der Benutzer des Mikro-
skops kann dabei an seinem Platz bleiben und muss seinen Kopf nur minimal bewegen, so
dass die klassischen Mikroskope in dieser Hinsicht hdchst ergonomisch sind.

Untersuchungsverfahren insbesondere fur biologische Proben wurden im Laufe der Zeit immer
weiter entwickelt, damit einhergehend wurde auch der Aufbau von Mikroskopen, die fur die
Durchfihrung dieser Untersuchungsverfahren geeignet sind, immer komplexer. Bei heutigen
Mikroskopsystemen, die es erlauben, Bildstapel entlang der Beobachtungsrichtung aufzuneh-
men und daraus ein raumliches Bild der Probe zu rekonstruieren, werden Bilder mit Hilfe von
Detektoren erzeugt. Als Detektoren dienen beispielsweise Kameras, die mit entsprechenden
Flachensensoren ausgestaltet sind, oder auch Photomultiplier. Bei solchen Systemen hat sich
daher der Arbeitsplatz vom Mikroskopstativ und damit von der Probe zum Computer bzw. zum
Bildschirm eines solchen verschoben. Andererseits wird aber der Arbeitsplatz vor dem Stativ
ebenfalls benutzt und bendtigt, um die Probe fur die Untersuchung vorzubereiten, d.h. einzu-
richten. Dazu muss die Probe auf dem Probentrager in das Sichtfeld des Objektivs gebracht
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werden, ein Probenbereich muss ausgewahlit werden, dieser muss angefahren werden, schlie3-
lich muss auf die Probe fokussiert werden. Der Arbeitsablauf bei der Verwendung moderner,
komplexer Mikroskopsysteme ist daher mit zwei Arbeitsbereichen verbunden, die fur unter-
schiedliche Schritte im Arbeitsablauf stehen und raumlich voneinander getrennt sind — dem
Mikroskopstativ mit Okular zur direkten Beobachtung einerseits und dem Bildschirm eines an-
geschlossenen Computers andererseits.

Durch das Anbringen weiterer Instrumente wie Inkubatoren zur Untersuchung lebender Zellen
wird der direkte Einblick auf die Probe, d.h. die Position des Objektivsichtfeldes in der Probe,
stark eingeschrankt. Werden dariber hinaus gréBere Probentrager verwendet, um eine Vielzahl
von Proben nacheinander untersuchen zu kénnen — beispielsweise Multiwell-Platten — wird die
Orientierung auf der Probe ebenfalls behindert.

Einem Benutzer werden dadurch das Finden der Probe und die Einstellung des Probenbereichs
sehr erschwert, zudem findet ein Orientierungsverlust auf der Probe statt. Fir die Einstellung ist
ein mehrmaliger Wechsel zwischen dem Computerarbeitsplatz und dem Mikroskopstativ, an
dem die Probe direkt beobachtet werden kann, notwendig.

Andererseits gibt es auch Mikroskopsysteme, die fir den Durchsatz einer hohen Anzahl von
Proben ausgelegt sind und nicht unter standiger Kontrolle stehen. Dort missen Probenbereiche
automatisch erkannt und mikroskopisch erfasst werden. Die Probentrager weisen dabei in der
Regel eine Beschriftung auf, beispielsweise in Form eines Barcodes oder eines QR-Codes, die
den Proben zugeordnet werden muss. Solche Untersuchungen laufen semi-automatisch ab, ein
Benutzer greift beispielsweise nur ein, um die Probentrager zu wechseln, ein Ubersichtsbild
einzustellen, oder die Probentragernummer zu registrieren.

Gerade bei der Verwendung von Multiwell-Platten in Mikroskopsystemen mit hohem Durchsatz
(High Throughput) kommt es vor, dass einige der Wells keine Proben enthalten oder falsch
eingebettete, kontaminierte oder defekte Proben enthalten. Diese Wells werden in den semi-
automatischen Verfahren ebenfalls mit untersucht, obwohl die Ergebnisse nicht verwendet wer-
den konnen, so dass mehr Zeit als eigentlich notwendig aufgewandt wird.

Zur Erzeugung von Ubersichtsbildern gibt es im Stand der Technik zwar verschiedene Verfah-
ren, die jedoch mit mehr oder weniger groBen Nachteilen behaftet sind. So kann beispielsweise
mit der Mikroskop-Optik und einem schwach vergr6Bernden Objektiv sowie einer hinter dem
Objektiv angeordneten Kamera ein Bild aufgenommen werden. Damit Iasst sich jedoch nur ein
kleines Objektfeld im Vergleich zur GréBe der Probe oder des Probentragers aufnehmen, ins-
besondere wenn Probentrager fiir mehrere Proben verwendet werden. Um groBe Probenberei-
che wie beispielsweise fur Multiwell-Probentrager aufnehmen zu kdnnen, missen daher mehre-
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re Bilder nebeneinander liegender Ausschnitte der Probe oder des Probentragers aufgenom-
men werden, die anschlieBend zusammengesetzt werden muassen. Diese Prozedur ist recht

langwierig und beispielsweise fur die Untersuchung lebender Proben ungeeignet.

Ein Ubersichtsbild kann auch aufgenommen werden, wenn die Mikroskop-Optik weggelassen
wird und stattdessen eine Kamera mit einem Kameraobjektiv verwendet wird, womit sich ein
relativ groBes Objektfeld abbilden lasst; das Kameraobijektiv ist in der Regel nicht telezentrisch.
Diese Ldsung ist beispielsweise in der AxioScan-Reihe der Anmelderin implementiert, 1asst sich
jedoch nur mit Hellfeldbeleuchtung und Auflicht verwenden. Deckgléser und ungefarbte Proben
sind in diesem Verfahren nur schwer erkennbar.

Andere LOsungen beleuchten Proben und Probentrager schrag, d.h. mit einem von Null ver-
schiedenen Winkel zur optischen Achse, wobei das zurickgestreute Licht detektiert wird. Die
Sensitivitdt der Messung tber das zu messende Objekifeld schwankt dabei sehr stark, so dass

die Ergebnisse nicht immer zuverlassig sind.

Beschreibung der Erfindung
Die Aufgabe der Erfindung besteht daher darin, ein Ubersichtsbild eines Probentragers zu er-

zeugen, in welchem die Struktur des Probentragers selbst und optional weitere Strukturen, bei-
spielsweise der Beschriftung des Probentragers, moglicher Probenbereiche, einer ggf. vorhan-
denen Immersionsflissigkeit, der eigentlichen Probe und / oder Probenfehlern wie Luftblasen,
Dreck etc. deutlich und fehlerfrei erkannt werden kénnen. Im Vergleich zu normalen Aufnahmen
einer Kamera und sogar HDR-Bildern soll das Ubersichtsbild einen erhdhten Kontrast bzw. ein
verbessertes Signal-Rausch-Verhéltnis der jeweilig interessierenden Strukturen aufweisen,
weshalb das Ubersichtsbild im Folgenden als Ubersichtskontrastbild bezeichnet wird. Das
Ubersichtskontrastbild kann dem Benutzer zur Navigation zur Verfligung gestellt werden, es
kann aber auch dazu benutzt werden, um die automatisierte Analyse von Proben zu verbessern
und die Fehleranfélligkeit zu verringern, indem beispielsweise Probenfehler erkannt werden.

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs beschriebenen Art geldst, indem das
Ubersichtskontrastbild auf folgende Weise erzeugt wird: Ein Probentrager — in der Regel mit
mindestens einer Probe bestiickt — wird mindestens teilweise im Fokus einer Detektionsoptik
angeordnet und im Durchlicht mit einem zweidimensionalen, vorzugsweise arrayformigen Be-
leuchtungsmuster beleuchtet. Mindestens teilweise bedeutet dabei, dass der Probentrager oder
die Probe nicht vollsténdig sichtbar sein muss, insbesondere aber, dass der Probentrager und /
oder die Proben auch eine Ausdehnung entlang der optischen Achse aufweisen kdnnen, die
héher als die Scharfentiefe der verwendeten Detektionsoptik ist. Als Detektionsoptik kann die
Optik eines Mikroskops verwendet werden, vorzugweise handelt es sich jedoch um eine Kame-
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ra mit einem Kameraobjektiv, das es ermdglicht, ein groBes Objektfeld bevorzugt mit ausrei-
chend hoher Scharfentiefe auf einen Flachendetektor abzubilden.

Zur Erzeugung des Ubersichtskontrastbildes ist es in dieser Ausgestaltung des Verfahrens not-
wendig, mindestens zwei Ubersichtsrohbilder mit unterschiedlichen Beleuchtungen des Proben-
tragers zu detektieren.

Die Ubersichtsrohbilder, d.h. unbearbeitete Bilder, werden dann beispielsweise von der Kamera
detektiert, indem ein Flachendetektor — beispielsweise ein CMOS-Chip — die Intensitét pixelwei-
se registriert. Je nach Art der Beleuchtung kénnen die Ubersichtsrohbilder nacheinander oder

auch gleichzeitig — beispielsweise mit einer einzigen Kamera — aufgenommen werden.

In Abhéngigkeit von der Art der Beleuchtung und von Informationen, die aus dem Ubersichts-
kontrastbild zu extrahieren sind, wird ein Verrechnungsalgorithmus ausgewahlt, mittels dessen
die mindestens zwei Ubersichtrohbilder zu einem Ubersichtskontrastbild verrechnet werden. Bei
den Informationen kann es sich beispielsweise um die bereits oben erwédhnten Strukturen des
Probentragers, der Probe etc. sowie der Beschriftung des Probentragers handeln.

Ebenfalls in Anhéngigkeit von den Informationen, die aus dem Ubersichtskontrastbild zu extra-
hieren sind, wird ein Bildauswertungsalgorithmus ausgewéhlt, mittels dessen die Informationen
aus dem Ubersichtskontrastbild extrahiert werden. Diese Informationen kénnen dann beispiels-
weise vom Benutzer am Bildschirm eines angeschlossenen Computers zur Einleitung weiterer
Schritte im Rahmen der Beobachtung und Analyse verwendet werden, beispielsweise zur Navi-
gation auf der Probe, wozu das Bild auf einem Bildschirm dargestellt wird und der Benutzer den
interessierenden Probenbereich beispielsweise per Mausklick auswéhlt. Aufgrund der Bildaus-
wertung kann das Mikroskopsystem diese Position dann automatisch anfahren. Die Informatio-
nen kénnen auch aber auch im Rahmen einer automatisierten Untersuchung, beispielsweise in
High-Throughput-Untersuchungen, zum Ausschluss von fehlbelegten Napfchen (Wells) eines
MultiwellFTragers, beispielsweise einer Mikrotiterplatte, verwendet werden, so dass diese vom
Mikroskop gar nicht angefahren werden.

Wesentliche Aspekte betreffen die Verwendung einer zweidimensionalen, vorzugsweise array-
férmigen Beleuchtung sowie die Aufnahme der Ubersichtsrohbilder mit unterschiedlichen Be-
leuchtungen. Eine zweidimensionale Beleuchtung lasst sich auf verschiedene Weisen errei-
chen, wobei zur Erzeugung von Beleuchtungsmustern vorzugsweise ein Array gleich groBer
Beleuchtungselemente verwendet wird. In jedem Falle missen die einzelnen Beleuchtungsele-
mente in den mindestens zwei Ubersichtsrohbildern voneinander unterscheidbar sein, d.h. sie
mussen im Bild voneinander getrennt dargestellt werden kénnen, obwohl nicht auf sie fokussiert
wurde. Bei den Beleuchtungselementen kann es sich um LED, OLED, die Enden von Lichtleit-
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fasern, um Elemente eines beleuchteten DMDs (DMD — digital micromirror device) oder eines
sonstigen raumlichen Lichtmodulators handeln. Es kann sich um aktiv oder passiv Licht ab-
strahlende Elemente handeln. Die Beleuchtungselemente kdnnen beispielsweise auch mit einer
flachig abstrahlenden Lichtquelle erzeugt werden, vor der beispielsweise eine schaltbare Filter-
struktur angeordnet wird, mit denen sich eine oder mehrere Eigenschaften der Beleuchtungs-
elemente — beispielsweise Farbe, Intensitat oder Polarisation — manipulieren lassen. Besonders
vorteilhaft lassen sich jedoch lichtemittierende Dioden (LED) verwenden, da diese zum einen in
verschachtelten Arrays mehrfarbiger LEDs angeordnet werden kénnen, zum anderen auch eine
ausreichend hohe Lichtleistung liefern und schlieBlich auch bereits Mikroskope erhéltlich sind,
die zur Beleuchtung ein LED-Array, d.h. nach Art einer Matrix oder eines Gitters angeordnete
LED verwenden (LED-Array Microscope, Angular lllumination Microscope - AIM). Die LED-
Arrays solcher Mikroskope lassen sich ebenfalls fur die Erzeugung zweidimensionaler Beleuch-

tungsmuster verwenden.

Die unterschiedlichen Beleuchtungen, mit der die mindestens zwei Ubersichtsrohbilder aufge-
nommen werden, lassen sich auf verschiedene Weisen realisieren. Eine einfache Mdglichkeit
besteht darin, ein statisches zweidimensionales Beleuchtungsmuster zu verwenden und zwi-
schen zwei Aufnahmen den Probentrager relativ zum Beleuchtungsmuster lateral, d.h. senk-
recht zur optischen Achse der Detektionsoptik, zu verschieben. Dies kann entweder erfolgen,
indem das — ebenfalls in einer Ebene mit der optischen Achse als Normalen angeordnete —
Beleuchtungsmuster selbst verschoben wird, oder aber indem der Probentrager verschoben
wird. Der Probentrager bzw. die Probe wird dabei im Durchlicht beleuchtet, d.h. der Probentra-
ger befindet sich zwischen den Beleuchtungselementen des Beleuchtungsmusters und der
Detektionsoptik, beispielsweise der Kamera.

Neben raumlich unterschiedlichen Beleuchtungen kénnen auch zeitlich unterschiedliche Be-
leuchtungen verwendet werden, indem beispielsweise mehrere Ubersichtsrohbilder mit unter-
schiedlichen Belichtungszeiten oder unterschiedlich langer Beleuchtung bei gleicher Belich-
tungszeit aufgenommen werden, wobei im letzteren Fall das Signal-Rausch-Verhaltnis ungins-
tiger ist. Aus diesen Ubersichtsrohbildern Iasst sich nach dem im Stand der Technik bekannten
HDR-Verfahren (HDR — high dynamic range) ein Ubersichtskontrastbild berechnen.

Eine andere Mdoglichkeit besteht darin, rdumlich unterschiedliche Beleuchtungen durch unter-
schiedliche Beleuchtungsmuster zu erzeugen, wobei die Beleuchtungsmuster vorzugsweise in
Abhangigkeit von den zu extrahierenden Informationen ausgewahlt werden. Grundséatzlich ist
eine Vielzahl von Beleuchtungsmustern geeignet, die beispielsweise dem Array von Beleuch-
tungselementen aufgepragt werden kénnen. Beispielsweise kdnnen unterschiedliche Beleuch-
tungsmuster erzeugt werden, indem die Beleuchtungselemente einzeln oder gruppenweise

angesteuert und zu verschiedenen Beleuchtungsmustern geschaltet werden, wobei ein erster
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Teil der Beleuchtungselemente Licht abstrahlend geschaltet wird und mindestens ein zweiter
Teil der Beleuchtungselemente kein Licht oder Licht einer anderen Farbe oder Licht einer ande-
ren Polarisation abstrahlend geschaltet wird. Strahlt der mindestens zweite Teil der Beleuch-
tungselemente kein Licht ab, so gibt es in jedem Muster genau zwei Teile und die Ubersichts-
rohbilder werden nacheinander detektiert. Strahlt der zweite Teil der Beleuchtungselemente
Licht einer anderen Farbe ab, so kénnen die Beleuchtungselemente auch in mehr als zwei
Gruppen eingeteilt werden und einen dritten oder weitere Teile umfassen, die Licht jeweils an-
derer Farben abstrahlen, wobei die Farben voneinander paarweise verschieden sind. Entspre-
chendes gilt fiir die Polarisationen. Die Ubersichtsrohbilder bei Beleuchtung mit Licht verschie-
dener Farben kénnen dann gleichzeitig aufgenommen werden, vorausgesetzt dass detektions-
seitig eine Trennung in die verschiedenen Farbkanale erfolgt. Weist beispielsweise das Array
aus Beleuchtungselementen LEDs in den drei RGB-Grundfarben Rot (R), Grin (G) und Blau
(B) auf und verflgt der Sensor der Kamera Uber entsprechende, diesen Farbkandlen zugeord-
nete Sensoren, so ist eine Separation ohne Weiteres méglich und es kénnen drei Ubersichts-
rohbilder gleichzeitig aufgenommen werden. Entsprechendes gilt fir polarisierte Beleuchtung,
wenn beispielsweise ein LED-Array mit Polarisationsfiltern verschiedener Polarisationen belegt
wird und die Polarisationsrichtungen ebenfalls detektiert und zur Separation der Kanéle heran-
gezogen werden.

Sind die Beleuchtungselemente als LED ausgestaltet und wird eine LED aus drei einzelnen,
jeweils in verschiedenen Grundfarben Rot, Grin und Blau Licht abstrahlenden, einander be-
nachbarten Sub-LEDs gebildet, so lassen sich die unterschiedlichen Beleuchtungen auch durch
die Beleuchtung aus verschiedenen Winkeln in den Grundfarben einstellen. Auch hier kénnen
die Ubersichtsrohbilder gleichzeitig detektiert werden.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, explizit unterschiedliche Beleuchtungsmuster zu erzeu-
gen und die Ubersichtsrohbilder nacheinander mit unterschiedlichen Beleuchtungsmustern auf-
zunehmen. Dies kann in einer ersten Variante beispielsweise erfolgen, indem der erste Teil der
Beleuchtungselemente fir jedes Beleuchtungsmuster stochastisch ausgewahlt wird, dabei kén-
nen die einzelnen Beleuchtungselemente zuféllig angesteuert und Licht abstrahlend bzw. kein
Licht abstrahlend geschaltet werden, wobei Uber Randbedingungen auf eine mdglichst gute
Gleichverteilung Licht abstrahlender und kein Licht abstrahlender Beleuchtungselemente zu
achten ist. In einer zweiten Variante werden pulsweitenmodulierte Beleuchtungselemente — dies
lasst sich besonders gut mit LED oder OLED realisieren — verwendet, wobei die Pulsweite 1an-
ger als die Integrationszeit einer Detektoreinheit zur Aufnahme der Ubersichtsrohbilder gewahit

wird. In diesem Fall missen die Beleuchtungselemente nicht einzeln angesteuert werden.

Anstelle stochastischer Beleuchtungsmuster kdnnen auch Beleuchtungsmuster erzeugt werden,
bei denen die Beleuchtungselemente regelmaBig verteilt sind. Beispielsweise lassen sich
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schachbrettartige, kreuzférmige oder Halbpupillenverteilungen fir die Licht abstrahlenden Be-
leuchtungselemente verwenden. Insbesondere bei schachbrettartiger Verteilung bieten sich
zwei Moglichkeiten an: Zum einen kann der zweite Teil der Beleuchtungselemente kein Licht
abstrahlen, dann werden zwei Ubersichtsrohbilder nacheinander mit zueinander komplementa-
ren Beleuchtungsmustern aufgenommen. Im Falle einer schachbrettartigen Beleuchtung sind
die Muster zueinander invertiert. Zum anderen konnen aber auch die beiden Teile der Beleuch-
tungselemente Licht unterschiedlicher Farben oder Polarisationen abstrahlen, hier kénnen die
Ubersichtsrohbilder gleichzeitig in einem Bild aufgenommen und anschlieBend nach Farbkané-
len bzw. Polarisationen separiert werden. Im Falle einer schachbrettartigen Beleuchtung mit
zwei Beleuchtungsmustern sind die beiden Muster nicht nur komplementéar, sondern auch inver-
tiert zueinander. Im Falle der Verwendung mehrerer Muster — beispielsweise einem einzigen
Licht abstrahlenden Beleuchtungselement, welches das Array abtastet - verhalten sich alle
Muster zusammen zueinander komplementar, d.h. ergeben in Summe ein Array ausschlieBlich
aus Licht abstrahlenden Beleuchtungselementen. Bei Halbpupillenbeleuchtung sind jeweils

zwei der vier notwendigen Beleuchtungsmuster zueinander komplementar.

SchlieBlich lassen sich unterschiedliche Beleuchtungen auch realisieren, indem man aus dem
Array von Beleuchtungselementen mindestens einen Ausschnitt auswahlt und nur in diesem
das Beleuchtungsmuster erzeugt. Die unterschiedlichen Beleuchtungen erreicht man durch
abtastendes Verschieben des mindestens einen Ausschnitts auf dem Array, wobei die Beleuch-
tungselemente auBerhalb des mindestens einen Ausschnitts kein Licht abstrahlend geschaltet
werden. Beispielsweise kann hier eine Beleuchtung mit einer einzelnen LED verwendet werden,
oder aber auch ein Ausschnitt einer schachbrettartigen Beleuchtung. Bei einem groBen Proben-
trager kbnnen dabei mehrere Ausschnitte ausgewahlt werden, die parallel verschoben werden,
ebenso ist eine Kombination mit verschiedenfarbigen Beleuchtungselementen mdéglich, um

mehrere Ausschnitte gleichzeitig zu erzeugen.

Nach der Aufnahme der Ubersichtsrohbilder wird in Abhéngigkeit von den aus dem Ubersichts-
kontrastbild zu extrahierenden Informationen ein Verrechnungsalgorithmus ausgewahlt, mittels
dessen die mindestens zwei Ubersichtrohbilder zu dem Ubersichtskontrastbild verrechnet wer-
den. Die Wahl des Verrechnungsalgorithmus erfolgt vorzugsweise auch in Abhangigkeit von der
vorangegangenen Wahl des Beleuchtungsverfahrens, d.h. ist daran angepasst. Vorzugsweise
wird das Ubersichtskontrastbild entweder in einem Dunkelfeldmodus oder in einem Hellfeldmo-
dus erzeugt, da diese den besten Kontrast ermdglichen, jedoch sind auch Mischmodi mdéglich.
Dabei soll darauf geachtet werden, dass der Kontrast fiir die interessierenden Strukturen opti-
mal ist, beispielsweise je nachdem, ob die Deckglaser, die Probe selbst oder die Beschriftung
mit méglichst hohem Kontrast dargestellt werden sollen. Unter Umsténden lassen sich Uber-
sichtskontrastbilder aus den Ubersichtsrohbildern sowohl im Hellfeld- als auch im Dunkelfeld-
modus erzeugen, je nach gewiinschter Information. Neben der Erzeugung eines Ubersichtskon-
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trastbildes in einem Dunkelfeld- oder Hellfeldmodus lassen sich auch andere Arten von Kontrast
erzeugen, beispielsweise Ubersichtskontrastbilder in einem HDR-Modus, die Dunkel- und Hell-
feldkomponenten enthalten.

In einer ersten Ausgestaltung basiert der Verrechnungsalgorithmus auf pixelweiser Projektion,
vorzugsweise auf einer Rangordnungsprojektion oder auf einer Projektion statistischer Momen-
te. Dabei werden zur Erzeugung des Ubersichtskontrastbildes aus einem Stapel von mindes-
tens zwei Ubersichtsrohbildern die Ubersichtsrohbilder pixelweise verglichen und entsprechend
einer Projektionsbedingung wird der Intensitatswert eines der Pixel flr die entsprechende Posi-
tion im Ubersichtskontrastbild ausgewahlt. Der aufgenommene Bildstapel wird also pixelweise
verrechnet, d.h. jedes Pixel im Ubersichtskontrastbild wird nur von den Pixeln im Bildstapel
beeinflusst, welche an der gleichen Bildposition in den Ubersichtsrohbildern liegen. Bei einer
Rangordnungsprojektion werden fiir eine Bildposition die entsprechenden Pixelwerte der Uber-
sichtsrohbilder nach Intensitaten sortiert, und der dem p-Quantil entsprechende Wert wird far
das Ubersichtskontrastbild verwendet, wobei p ein vom Benutzer festzulegender oder von dem
Verrechnungsverfahren vorgegebener Parameter ist. Ein Spezialfall ist die Minimum-Projektion
mit p = 0,0, bei der das Pixel mit minimaler Intensitat ausgewahlt wird; andere Spezialfalle sind
die Maximum-Projektion mit p = 1, bei der das Pixel mit maximaler Intensitat ausgewahlt wird,
oder die Median-Projektion mit p = 0,5.

Je nachdem, mit welchen Beleuchtungen die Ubersichtsrohbilder erzeugt wurden, lassen sich
mit dieser Art der Verrechnung Ubersichtskontrastbilder im Dunkelfeldkontrast oder im Hellfeld-
kontrast erzeugen. Ein Ubersichtskontrastbild im Hellfeldmodus lasst sich beispielsweise erzeu-
gen, wenn die Beleuchtungselemente — insbesondere wenn sie als LED ausgestaltet sind —
nicht Gibersteuert sind und p = 1, d.h. die Maximum-Projektion gewahlt wird. Das Ubersichtskon-
trastbild lasst sich aber auch im Dunkelfeldmodus erzeugen, wenn beispielsweise mit mdglichst
groBem p ein méglichst helles Ubersichtskontrastbild erzeugt wird, wobei im Rahmen der Ver-
rechnung nur solche Pixel berlcksichtigt werden, die nicht direkt durch ein Beleuchtungsele-
ment beleuchtet worden sind. Erzeugt man beispielsweise zwei Ubersichtsrohbilder mit einer
schachbrettartigen Verteilung des ersten Teils der Beleuchtungselemente und einer dazu kom-
plementaren Verteilung, so wird p = 0 gewéhlt und eine Minimum-Projektion durchgefihrt. Er-
zeugt man hingegen das Beleuchtungsmuster nur in einem Ausschnitt des Arrays und ver-
schiebt diesen Ausschnitt abtastend auf dem Array, wird jedes Pixel im Bild weniger oft direkt
beleuchtet als Ubersichtsrohbilder aufgenommen werden. Verwendet man beispielsweise vier
in Form eines Kreuzes eingeschaltete LEDs und erzeugt 30 Ubersichtsrohbilder fiir ein scan-
nendes Schachbrettmuster, so wird jedes Pixel maximal viermal direkt von einer LED, deren
Durchmesser wesentlich gréBer als der eines Pixels ist, beleuchtet. Der Wert ist dann p = ((30-
1)-4)/(30-1) = 0,8621.
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Alternativ 1asst sich auch ein Algorithmus, der auf der Projektion statistischer Momente basiert,
verwenden. Dabei entspricht jedes Pixel im Ubersichtkontrastbild einem statistischen Moment,
wie beispielsweise der Standardabweichung der Intensitat Gber die korrespondierenden Pixel
der Ubersichtsrohbilder. Insbesondere in Kombination mit einer Sequenz aus statischen LED-
Mustern, die relativ zum Probentréger lateral verschoben werden, liefert dies gute Kontraste
und behalt auch kleine Details bei, so dass dieser Verrechnungsalgorithmus beispielsweise fir
die Erkennung von Multiwell-Probentragern oder chamber-slide-Probentragern besonders gut
geeignet ist.

Die Vorteile der oben beschriebenen Projektionsmethoden als Verrechnungsalgorithmen liegen
darin, dass sie einerseits sehr gut parallelisierbar sind und damit eine sehr schnelle Verrech-
nung erlauben, und andererseits durch eine Gleichbehandlung aller Pixel keine Nahtstellen-
Artefakte auftreten, wie das beispielsweise bei auf Segmentierung basierenden Verrechnungs-
algorithmen der Fall ist, bei denen in ungunstigen Fallen die Begrenzungen der Strukturen an
den Nabhtstellen diskontinuierlich zu springen scheinen.

In einer anderen Ausgestaltung basiert der Verrechnungsalgorithmus auf morphologischen
Operationen mit anschlieBender pixelweiser Projektion, bevorzugt auf einer Top-Hal- oder
Black-Hat-Transformation mit anschlieBender pixelweiser Maximums-Projektion. Mittels der
Top-Hat-Transformation lassen sich helle Strukturen auf dunklem Untergrund hervorheben, mit
der Black-Hat-Transformation lassen sich dunkle Strukturen auf hellem Untergrund hervorhe-
ben. Mit diesen Verrechnungsalgorithmen lassen sich insbesondere Glaskanten, also Kanten
von Probentragen oder Deckglasern, sichtbar machen. AnschlieBend wird eine pixelweise Ma-
ximum-Projektion Gber die so transformierten Ubersichtsrohbilder gebildet und so das Uber-
sichtskontrastbild erzeugt. Die Vorteile dieses Verrechnungsalgorithmus bestehen darin, dass
die Informationen gleichzeitig aus Hellfeld- und aus Dunkelfeldkontrasten gewonnen werden,
und dass sie ebenfalls effizient verrechnet werden. Im Vergleich zu einer Rangordnungs-
Projektion fallt der Kontrast in den verrechneten Bildern jedoch meist schlechter aus und ist oft
nur bei Glaskanten sichtbar. AuBerdem kénnen starke Hintergrundartefakte erzeugt werden, die
anschlieBend beseitigt werden miussen.

In einer weiteren Ausgestaltung wird ein segmentierungsbasierter Verrechnungsalgorithmus
ausgewahlt, bei dem fir jedes Pixel eines Ubersichtsrohbildes zunéchst bestimmt wird, ob die-
ses direkt von einem Beleuchtungselement mit Licht bestrahlt wurde. Zur Erzeugung eines
Ubersichtskontrastbildes im Dunkelfeldkontrastmodus werden diese Pixel dann nicht beriick-
sichtigt. Das Ubersichtskontrastbild wird auch hier mit einer Projektionsmethode erzeugt. Vorteil
dieses Verrechnungsalgorithmus im Vergleich zur Rangordnungsprojektion ist, dass hier explizit
bestimmt wird, welche Pixel-Informationen aus den Ubersichtsrohbildern verwendet werden
kénnen. Nachteilig ist, dass durch die Segmentierung und der daraus entstehenden Ungleich-
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behandlung von Pixeln Nahtstellen im verrechneten Kontrastbild entstehen kdnnen. Zudem ist
die Berechnung nicht so effizient durchfihrbar wie bei den vorangehend beschriebenen Ver-

rechnungsalgorithmen.

In einer alternativen Ausgestaltung des Verfahrens, welches im Hellfeldmodus arbeitet, wird das
Ubersichtskontrastbild nicht durch Verrechnung erzeugt, sondern direkt detektiert, d.h. es wer-
den keine Ubersichtsrohbilder detektiert, oder anders ausgedriickt, das Ubersichtsrohbild ist mit
dem Ubersichtskontrastbild in diesem Fall identisch. Zu diesem Zweck wird eine Streuscheibe
zwischen das arrayférmige Beleuchtungsmuster — welches auch hier aus einem Array bevor-
zugt gleich groBer Beleuchtungselemente zusammengesetzt sein kann — und dem Probentra-
ger in den Strahlengang eingebracht. Die Streuscheibe, die fir die Hellfeldbeleuchtung vorteil-
hafte diffuse Beleuchtung erzeugt, kann auch permanent im Strahlengang verbleiben, sofern sie
schaltbar ist, sie wird dann nur fir die Erzeugung eines Ubersichtskontrastbildes im Hellfeldmo-
dus eingeschaltet, d.h. auf streuend geschaltet.

Fdr den Fall, dass zwischen zwei Aufnahmen der Probentrager relativ zum Beleuchtungsmuster
lateral verschoben wird, ist es notwendig, flir die Berechnung zu wissen, wie sich dabei die
Probe oder das Beleuchtungsmuster im Bild bewegt. Dazu wird die Kamera relativ zum Proben-
trager oder Beleuchtungsmuster kalibriert, um — im Falle einer der Verschiebung des Proben-
tréagers — die Koordinaten eines Tisches, auf dem der Probentrager gehalten wird und der zur
Verschiebung des Probentragers verfahren werden kann, auf Bildkoordinaten abbilden zu kén-
nen. Entsprechend kann fur verschiebbare Beleuchtungsmuster vorgegangen werden. Im Falle
eines verfahrbaren Tisches wird zur Kalibrierung konkret ein Kalibriermuster, beispielsweise ein
Schachbrett, in den Tisch eingelegt, wodurch die Koordinatenabbildung mit ausreichender Ge-
nauigkeit abgeschatzt werden kann. Alternativ lasst sich bei der Verrechnung aber auch auf
eine solche Kalibrierung verzichten und die Verschiebung der Probe per Bildanalyse oder mit
einem anderweitigen Messsystem feststellen.

Insbesondere fur den Fall, dass das Beleuchtungsmuster ortsfest ist und der Probentrager zwi-
schen den Aufnahmen verschoben wird, lasst sich nach einer Kalibrierung, d.h. nach einer
Quantifizierung der tatsachlichen Verschiebung des Probentragers in Bezug auf das Bild, auch
far gréBere Probentrager, die nicht vollstandig in das von der Kamera bzw. der Detektionsoptik
erfassbare Objektfeld passen, ein Ubersichtskontrastbild generieren, indem zundchst Einzel-
kontrastbilder erzeugt werden, die jeweils verschiedene Bereiche des Probentragers — und /
oder der Probe — zeigen und aus entsprechenden Einzellbersichtsrohbildern erzeugt werden.
Diese Einzelkontrastbilder werden im Anschluss zum Ubersichtskontrastbild zusammengesetzt,
wobei die Kalibrierung dazu verwendet wird, die Anschlussstellen zum Aneinandersetzen kor-

rekt zu lokalisieren.
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Vorteilhaft wird unabhangig davon auch zur Korrektur von geometrischen Verzeichnungen vor
der Aufnahme von Ubersichtsrohbildern eine Kalibrierung mittels der Aufnahme und Auswer-
tung eines Kalibriermusters vorgenommen. Bei dem Kalibriermuster handelt es sich um ein
Objekt mit bekannter Geometrie und gut zu erkennender Struktur — beispielsweise das oben
bereits erwahnte Schachbrettmuster —, welches in verschiedenen Lagen im Bildfeld der Kamera
platziert und mit der Kamera aufgenommen wird. Allerdings kann auch das Array aus Beleuch-
tungselementen, insbesondere wenn diese als LED ausgestaltet sind, als Kalibriermuster ver-
wendet werden. Solche Kalibrierungen sind im Stand der Technik bekannt.

Wie bereits im Zusammenhang mit den segmentierungsbasierten Verrechnungsalgorithmen
angedeutet, kdnnen je nach verwendetem Verrechnungsalgorithmus in dem erzeugten Uber-
sichtskontrastbild Hintergrundartefakte auftreten. Solche stérenden Hintergrundsignale werden
vorzugsweise nach Erzeugung des Ubersichtskontrastbildes und noch vor seiner Auswertung
mittels entsprechender Korrekturalgorithmen entfernt, d.h. herausgerechnet. Erfolgt keine Late-
ralbewegung von Beleuchtungsmuster oder Probentrager, so bilden die Artefakte typischerwei-
se eine periodische Struktur, welche den Positionen der einzelnen Beleuchtungselemente folgt.
Diese koénnen dann mittels sogenannter Selbst-Filterung (seif-filtering) entfernt werden. Im
Stand der Technik sind weitere Korrekturverfahren bekannt, mit denen sich die auftretenden
Hintergrundartefakte entfernen oder mindestens reduzieren lassen, insbesondere indem ein
Hintergrundbild aufgenommen oder berechnet und dann vom Ubersichtskontrastbild subtrahiert
wird, d.h. aus diesem herausgerechnet wird. Beispielsweise lasst sich ein Hintergrundbild aus
der Verrechnung der Ubersichtsrohbilder bestimmen, indem der Vordergrund herausgemittelt
wird. Auch aus einer Aufnahme ohne Probentrager bzw. mit leerem Probentrager lasst sich ein
Hintergrundbild bestimmen. Aus einer Verrechnung des Hintergrundkontrastbildes lasst sich ein
Hintergrundbild bestimmen, indem beispielsweise die mittleren Pixelwerte in lokalen Regionen
um ein nicht Licht abstrahlendes Beleuchtungselement errechnet werden, indem alle Beleuch-
tungselemente im Ubersichtskontrastbild analysiert werden. Die Vordergrundstruktur ist namlich
unabhangig von der Position relativ zum Beleuchtungselement und wird herausgemittelt, die
Hintergrundstruktur jedoch ist abhangig von dieser Position und wird dadurch verstarkt. Dies
ergibt ein Hintergrundbild Gber die Position der Beleuchtungselemente, welches anschlieBend
aus dem Ubersichtskontrastbild herausgerechnet werden kann. Eine andere Méglichkeit zur
Herausrechnung von Hintergrundartefakten besteht in der Verwendung eines Bandpassfilters,
gegebenenfalls auch in Kombination mit nichtlinearen Filtern.

In einem letzten Schritt werden schlieBlich die Hintergrundkontrastbilder automatisch mittels
eines auszuwahlenden Bildverarbeitungsalgorithmus analysiert und die bendtigten Informatio-
nen extrahiert. Die zu extrahierenden Informationen umfassen dabei eine oder mehrere der
folgenden Daten: Typ des Probentragers, Beschriftung des Probentragers, Orte von Proben
oder Probenbereichen, Deckglasern, Napfchen einer Multiwell-Platte im Bild, Informationen zu
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einer Immersionsflissigkeit wie Position, Volumen, Form, Positionen von Artefakten, defekten
Proben, Luftblasen etc. Diese Informationen lassen sich nur aufgrund des hohen Kontrasts
in den Ubersichtskontrastbildern zuverldssig extrahieren.

Als Bildverarbeitungsalgorithmus kann beispielsweise ein auf dem Prinzip des maschinellen
Lernens (machine learning) basierender Algorithmus, insbesondere ein Deep-Learning-
Algorithmus ausgewéhlt werden, welcher bevorzugt anhand von Ubersichtskontrastbildern mit

bekannten Informationen trainiert wird.

Fir die automatische Extraktion der 0.g. Informationen aus den Ubersichtskontrastbildern bietet
es sich an, Verfahren aus dem Bereich des maschinellen Lernens (machine learning) einzuset-
zen. Dabei wird fur die jeweilige Aufgabenstellung — dazu z&hlen beispielsweise Bildklassifikati-
on, Segmentierung, Lokalisation, Detektion — eine annotierte Trainingsstichprobe bereitgestellt,
welche eine Menge von zu analysierenden Kontrastbildern umfasst. Jedem Kontrastbild ist da-
bei eine der Aufgabenstellung entsprechenden gewlinschte Ausgabe zugeordnet, wie im Fol-
genden auch anhand von Beispielen erlautert wird. Mit Techniken des maschinellen Lernens
kann dann automatisch in einem Lernschritt ein Modell so angepasst werden, dass auch fir
ungesehene, d.h. neue Bilder die gewilnschten und korrekten Ausgaben erzeugt werden.

Nachfolgend sind beispielhaft mogliche Algorithmen basierend auf Techniken des maschinellen
Lernens skizziert. Alternativ kbnnen auch Verfahren aus der klassischen Bild- und Signalverar-
beitung verwendet werden, allerdings bieten Algorithmen auf Basis von machine learning, und
insbesondere auf Basis von deep learning deutliche Vorteile unter anderem bei Qualitat, Ro-
bustheit, Flexibilitat, Generalisierbarkeit, sowie Entwicklungs- und Wartungsaufwand.

Zur Erkennung des Typs eines Probentragers, d.h. ob es sich z.B. um einen Muiltiwell-
Probentrager, eine Petrischale, eine chamber slide, etc. handelt, lasst sich vorteilhaft ein auf
einem Convolutional Neural Network basierender Deep-Learning-Algorithmus verwenden. Es
handelt sich also um eine Aufgabe aus dem Bereich der Bildklassifikation, der Algorithmus ver-
wendet als Eingabe ein Bild und gibt eine Klasse aus. Die Trainingsstichprobe umfasst in die-
sem Fall Kontrastbilder, und jedem Kontrastbild ist einer der in Frage kommenden Probentra-
gertypen zugeordnet, einem ersten Kontrastbild der Typ ,Petrischale®, einem zweiten Kontrast-
bild der Typ ,Multiwell-Platte”, einem dritten Kontrastbild der Typ ,chamber slide®, einem vierten
Kontrastbild der Typ ,slide”, usw.

Ein Convolutional Neural Network (CNN) besteht aus verschiedenen Schichten, beispielsweise
Faltungsschichten, Pooling-Schichten, nichtlinearen Schichten, etc., deren Anordnung in der
Netz-Architektur festgelegt ist. Die fur die Bildklassifikation verwendete Architektur folgt einer
gewissen Grundstruktur, ist aber prinzipiell flexibel. Jedes Element des Netzwerkes nimmt eine
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Eingabe entgegen und berechnet eine Ausgabe. Zudem haben einige Elemente des Netzwer-
kes freie Parameter, welche die Berechnung der Ausgabe aus der Eingabe bestimmen. Der
ersten Schicht wird ein dreidimensionales Zahlenarray, d.h. ein Farbbild mit je drei Farbwerten
pro Pixel, als Eingabe des Netzwerks eingegeben. Die letzte Schicht gibt dann als Ausgabe des
Netzwerks eine Wahrscheinlichkeitsverteilung Uber allen méglichen Probentragertypen — Aus-
gabe fir ein Ubersichtskontrastbild ist also beispielsweise: ,slide* 87%, ,Multiwell-Platte* 1%,
~Petrischale” 2%, ,chamber slide* 10% — aus. Optional kann auch eine Rickweisungsklasse —
diese liefert beispielsweise die Werte ,unbekannt*/“ungultig“/“leer” — mit integriert werden. Durch
den Trainingsprozess werden auf Basis der bereitgestellten Trainingsdaten die freien Parame-
ter des Netzwerkes so angepasst, dass die Ausgaben des Modells mdglichst gut zu den erwar-
teten Ausgaben passen.

Dabei kann das Training auch ein bereits auf anderen Daten trainiertes Modell als Ausgangs-
punkt im Sinne einer Feineinstellung benutzen, was Vorteile hinsichtlich Qualitat, Zeitaufwand,
und Datenaufwand bietet.

Alternativ zu CNNs oder daraus abgeleiteten oder verwandten Verfahren des deep learning
kann die Bildklassifikation auch mit herkdmmlichen Verfahren des maschinellen Lernens durch-
gefihrt werden, welche Ublicherweise zwei Schritte umfassen: (i) Merkmalsextraktion und (ii)
Klassifikation. Bei der Merkmalsextraktion in Schritt (i) wird das Ubersichtskontrastbild mittels
eines vordefinierten Algorithmus in eine alternative Reprasentation — Ublicherweise in einen
kompakten oder dinn besetzten Vektor — Uberfuhrt. Einfache Beispiele sind hier z.B. lokale
Gradientenhistogramme (histograms of oriented gradients, HoG). Bei der Klassifikation in
Schritt (i) wird dann jedem dieser Merkmalsvektoren mit Hilfe eines Klassifikators eine Klasse
zugeordnet. Ein Beispiel fiir einen Klassifikator ist eine Stltzvektormaschine (Support-Vector-
Machine, SVM). Die freien Parameter des Klassifikators werden hier ebenfalls im Trainings-
schritt so angepasst, dass die tatsachlichen Ausgaben mdglichst gut mit den gewlnschten

Ausgaben Obereinstimmen.

Ein Hybridansatz zwischen klassischem machine learning und deep learning basiert darauf, fir
die Merkmalsextraktion in Schritt (i) ein CNN zu benutzen. Dabei wird ein auf anderen Daten
trainiertes CNN an einer gewissen Schicht abgeschnitten, und die Aktivierung des Netzes wird
als Merkmalsvektor benutzt.

Die Lokalisierung von Strukturen des Probentragers, z.B. Deckglasern bei slides und Petrischa-
len oder Kammern von chamber slides oder Muiltiwell-Platten einerseits und von Strukturen der
Probe oder Probenbereichen andererseits kann als Problem der semantisches Segmentierung
(semantic segmentation) aufgefasst werden, d.h. fiir ein Ubersichtskontrastbild als Eingabebild
soll ein Bild zurlickgeliefert werden, bei dem jedem Pixel des Eingabebildes eine Klasse zuge-
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ordnet ist (z.B. ,Hintergrund®, ,Deckglas®, ,Dreck®, ,Probe®, ...). Dies lasst sich vorzugsweise
ebenfalls mit Netzwerken aus dem Bereich deep learning umsetzen, beispielsweise mit auf
CNNs basierenden Fully Convolutional Networks (FCNSs).

Wie CNNs erwarten FCNs als Eingabe Ublicherweise ein dreidimensionales Zahlenarray, d.h.
ein farbiges Ubersichtskontrastbild, liefern als Ausgabe allerdings ein Array, in dem jedem Pixel
des Eingabebildes eine Wahrscheinlichkeit fir die Zugehorigkeit zu jeder der vorkommenden
Klassen zugeordnet wird. Die Trainingsstichprobe umfasst in diesem Fall Kontrastbilder, und
jedem Kontrastbild ist ein Array (Grauwertbild) gleicher GréBe zugeordnet, in dem jedem Pixel
wiederum — codiert Gber einen Grauwert — eine Klasse zugeordnet ist. Das Training erfolgt ana-
log wie bei CNNs. Dabei kénnen fir die Lokalisierung von Probentragern einerseits und von
Probenbereichen andererseits verschiedene FCNs verwendet werden, insbesondere ist die
Auswertung aber mit einem einzigen FCN moglich, welches beispielsweise sowohl ,,Deckglas®
als auch ,Probe* als Klassen abbildet bzw. enthalt.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlauternden
Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio-
nen oder in Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu
verlassen.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen
Nachfolgend wird die Erfindung beispielsweise anhand der beigeflgten Zeichnungen, die auch

erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch naher erlautert. Es zeigen:

Fig. 1 eine Anordnung zur Durchfiihrung eines Verfahrens zur Erzeugung und Analyse
eines Ubersichtskontrastbildes,

Fig. 2 den Aufbau eines daflr geeigneten Mikroskops,

Fig. 3 ein Detail einer Beleuchtung,

Fig. 4 die Erzeugung stochastischer Beleuchtungsmuster,

Fig. 5 zwei komplementare schachbrettartige Beleuchtungen,

Fig. 6 eine schachbrettartige Beleuchtung mit verschiedenen Farben,

Fig. 7 eine kreuzférmige Verteilung der Beleuchtungselemente,

Fig. 8 eine Halbpupillenverteilung der Beleuchtungselemente,

Fig. 9 das abtastende Verschieben eines Ausschnitts mit einem Beleuchtungsmuster,
Fig. 10-12 die Erzeugung von Ubersichtskontrastbildern aus Ubersichtsrohbildern mit stati-

schen Beleuchtungsmustern.
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Ausfihrliche Beschreibung der Zeichnungen

Fig. 1 skizziert zunachst eine Anordnung, mit der ein Ubersichtskontrastbild eines Probentrages
1 und / oder auf dem Probentrager 1 angeordneter Proben erzeugt werden kann. Der Proben-
tréager 1 ist dabei mindestens teilweise im Fokus einer Detektionsoptik 2 angeordnet und wird im
Durchlicht mit einem zweidimensionalen, arrayférmigen Beleuchtungsmuster 3 beleuchtet. Um
das Ubersichtskontrastbild zu erzeugen, werden zunéchst mindestens zwei Ubersichtsrohbilder
mit unterschiedlichen Beleuchtungen des Probentragers 1 detektiert. Dazu dient hier beispiel-
haft ein Flachendetektor 4, auf den die Detektionsoptik 2 abbildet. Bei der Detektionsoptik 2
kann es sich um ein Mikroskopobjektiv mit einer geringen VergréBerung handeln, vorzugsweise
handelt es sich aber um das Objektiv einer Kamera, welche in der Lage ist, einen gréBeren
Bereich eines Objekifeldes abzubilden, das dann idealerweise den ganzen Probentrager 1 in
einer Ubersicht umfasst. Entsprechend handelt es sich in diesem Fall bei dem Flachendetektor
4 um den Sensor der Kamera, beispielsweise einen CMOS-Chip. Je nach Ausgestaltung und
insbesondere in Abhangigkeit von der Wahl der Beleuchtung werden von dem Flachendetektor
4 nur die Intensitaten — beispielsweise bei einer weiBen Beleuchtung — registriert, oder aber die
Intensitaten werden in verschiedene Farbkandle, beispielsweise Rot (R), Griin (G) und Blau (B)
separiert. Ahnlich wie verschiedene Farben kdnnen auch unterschiedliche Polarisationen in der
Beleuchtung mit entsprechenden Sensoren, die auch die Polarisation registrieren, bertcksich-
tigt und flr die Separation in verschiedene Kanéle verwendet werden.

In Abhéngigkeit von der Art des Musters und der Art der Beleuchtung werden die Ubersichts-
rohbilder entweder gleichzeitig oder nacheinander aufgenommen, wobei fur jedes Pixel die
entsprechenden Intensitatswerte registriert werden. Die Ubersichtrohbilder werden dann einer
Verrechnungseinheit 5 zur Verrechnung in ein Ubersichtskontrastbild zugefiihrt. In der Verrech-
nungseinheit 5 wird in Abhangigkeit von Informationen, die aus dem Ubersichtskontrastoild zu
extrahieren sind, und optional auch in Abhangigkeit von der Beleuchtung, ein Verrechnungsal-
gorithmus ausgewahlt, mittels dessen die mindestens zwei Ubersichtsrohbilder zu dem Uber-
sichtskontrastbild verrechnet werden. Das Ubersichtskontrastbild wird dann einer Bildauswer-
tungseinheit 6 zugefiihrt, in welcher in Abhangigkeit von den Informationen, die aus dem Uber-
sichtskontrastbild zu extrahieren sind, ein Bildauswertungsalgorithmus ausgewahlt wird, mittels
dessen die Informationen schlieBlich extrahiert werden. Die Informationen werden an eine Kon-
trolleinheit 7 Gbermittelt, die sie entsprechend weiterverarbeitet und beispielsweise bei einem
High-Throughput-Verfahren solche Multiwells von der mikroskopischen Analyse ausnimmt, bei
denen die Auswertung des Ubersichtskontrastbildes ergeben hat, dass diese nicht korrekt be-
fiillt sind, beispielsweise mit defekten Proben oder Luftblasen, etc. Das Ubersichtskontrastbild
kann selbstversténdlich auch far einen Benutzer auf einem mit der Bildauswertungseinheit 6
oder der Kontrolleinheit 7 verbundenen Bildschirm, der Teil dieser Einheiten sein kann, darge-
stellt werden, so dass ein Benutzer per Hand entsprechende Einstellungen vornehmen kann.
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Verrechnungseinheit 5, Bildauswertungseinheit 6 und Kontrolleinheit 7 kdnnen samtlich als
Hard- und / oder Software in einen PC integriert sein.

Das Verfahren lasst sich, wie im Zusammenhang mit der Beschreibung zu Fig. 1 bereits ange-
deutet, ohne weiteres auch mit bestehenden Mikroskopen durchfihren. Insbesondere geeignet
sind solche Mikroskope, welche ein LED-Array fir die Beleuchtung verwenden, das Beleuch-
tungsmuster 3 wird dann durch die LED dieses Arrays erzeugt. Ein solches Mikroskop, welches
beispielsweise fur die Angular lllumination Microscopy (AIM) verwendet wird, ist beispielhaft in
Fig. 2 dargestellt. Der Probentrager 1 wird hier Gber ein LED-Array 8 beleuchtet, die Detektion-
soptik 2 umfasst hier beispielhaft zwei Linsen, zwischen denen ein Umlenkspiegel 9 zur Faltung
der optischen Achse angeordnet ist. Mittels eines Strahlteilers 10 wird ein Teil des Lichts auf
einen Flachendetektor 4 geleitet, wahrend ein anderer Teil des Lichts tber eine Linse 11 auf ein
Okular 12 gelenkt wird, so dass das Ubersichtsrohbild auch von einem Beobachter betrachtet
werden kann. Kamera und Beleuchtung lassen sich besonders gut an einem inversen Mikro-
skopstativ positionieren, indem beispielsweise das LED-Array 8, mit dem das Beleuchtungs-
muster 3 erzeugt wird, oberhalb an einem fir die Durchlichtbeleuchtung vorbereiteten Arm an-
geordnet ist, und die Kamera unterhalb der Probe — beispielsweise am Objektivrevolver — der
Probe platziert wird.

Zur Erzeugung von Beleuchtungsmustern 3 wird vorzugsweise ein Array bevorzugt gleich gro-
Ber Beleuchtungselemente verwendet. Als Beleuchtungselemente lassen sich beispielsweise
LED, OLED, Lichtleitfasern, d.h. deren Enden bzw. Austrittsflachen als aktive Lichtquellen, oder
Elemente eines beleuchteten DMD (digital micromirror device) oder eines anderen rdumlichen
Lichtmodulators als passive Beleuchtungselemente verwenden. Wenn im Folgenden beispiel-
haft LED als Lichtquellen genannt werden, so dient dies nur der anschaulichen Erlauterung und
schlieBt explizit nicht die Verwendung der anderen mdglichen Arrays von Beleuchtungselemen-

ten aus.

Die Aufnahme der Ubersichtsrohbilder erfolgt durch eine Kamera mit dem Flichendetektor 4;
das Objektiv der Kamera ist wie in Fig. 1 gezeigt auf den Probentrager 1 fokussiert und auf das
Beleuchtungsmuster 3 bzw. die Beleuchtung hinter dem Probentrager 1 gerichtet, die sich nicht
im Fokus befindet. Dabei kann eine Kamera mit einem Objektiv verwendet werden, welches ein
groBes Objektfeld aufweist und nicht telezentrisch ist. Zwischen dem Probentrager 1 und dem
Beleuchtungsmuster 3, welches beispielsweise als LED-Array ausgestaltet sein kann, missen
keine zusétzlichen optischen Elemente zur Manipulation der Beleuchtung platziert werden. Ty-
pischerweise lassen sich die Abstédnde zwischen der Detektionsoptik 2 bzw. dem Flachendetek-
tor 4 und dem Probentrager 1 einerseits und zwischen dem Probentrager 1 und dem Beleuch-
tungsmuster 3 andererseits jeweils in einem Bereich zwischen 0,5 cm und 10 cm wahlen, kén-

nen jedoch insbesondere noch gréBer sein, um ggf. den gesamten Probentrager 1 zu erfassen.
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Grundsatzlich kénnen die Abstande auch frei gewahlt werden, solange verschiedene Bedin-
gungen erflllt sind: (i) der Probentrager 1 muss in der Fokusebene der Detektionsoptik 2 liegen;
(i) die zu analysierenden Strukturen des Probentragers 1 — beispielsweise Kanten von Deck-
glasern — lassen sich mittels der Kamera noch auflgsen; (iii) die durch das Beleuchtungsmuster
3 erzeugten Strukturen missen auf dem vom Flachendetektor 4 registrierten Bild erkennbar
sein, d.h. einzelne Beleuchtungselemente madssen unterscheidbar sein und decken vorteilhaft
die gesamte zu analysierende Struktur ab, was durch eine entsprechende Wahl der GrdBe des
Arrays aus Beleuchtungselementen, der GrdoBe der Beleuchtungselemente und ihres Abstand
zueinander beeinflusst werden kann, weshalb beispielsweise ein Array aus LED sehr gut fir die
gréBeren Strukturen wie Probentrager geeignet ist. Decken sie die Struktur nicht vollstandig ab,
so kann bei entsprechender Kalibrierung ein zusammengesetztes Ubersichtskontrastbild er-

zeugt werden.

Die Beleuchtung wird im Folgenden anhand von Fig. 3, bei der beispielhaft LED als Beleuch-
tungselemente verwendet werden, naher erldutert. Aus dem Beleuchtungsmuster 3 wurde hier
beispielhaft nur eine LED 13 herausgegriffen, die hinter dem Probentrager 1 angeordnet ist. Die
Abstande sind willkarlich gewéhlt, tatséchlich kann das Beleuchtungsmuster 3 noch weiter ent-
fernt angeordnet werden. Eine Anordnung direkt hinter dem Probentrager 1 erméglicht jedoch
eine Anordnung in der Nahe der Fokusebene, so dass die Aufldsung der einzelnen Beleuch-

tungselemente verbessert wird.

Die Aufnahme erfolgt mit nicht telezentrischer Detektionsoptik 2. Jede eingeschaltete LED 13
wirkt abhéngig vom Feldbereich der Probe entweder als Hell- oder Dunkelfeldbeleuchtung. Fir
einen ersten Feldbereich 14 ist die LED 13 direkt hinter der Probe bzw. dem Probentrager an-
geordnet, hier dominiert ein Durchlicht-Anteil, so dass die LED 13 fiir diesen ersten Feldbereich
14 als Hellfeldbeleuchtung wirkt und ein entsprechender Hellfeldkontrast erzeugt wird. Fir ei-
nen zweiten Feldbereich 15 neben der LED 13 wirkt die LED 13 jedoch als Dunkelfeldbeleuch-
tung und kann fir die Erzeugung eines Dunkelfeldkontrastes verwendet werden. Soll ein Uber-
sichtskontrastbild im Hellfeldmodus erzeugt werden, so kann optional eine Streuscheibe zwi-
schen dem Array aus Beleuchtungselementen und dem Probentrager 1 eingebracht werden, da
far Hellfeldkontraste diffuse Lichtquellen von Vorteil sind, fir Dunkelfeldkontraste jedoch nicht.
Die Streuscheibe kann jeweils eingebracht werden, sie kann aber auch permanent im Strahlen-
gang positioniert sein, und schaltbar sein, so dass eine Lichtstreuung nur bei angeschalteter
Streuscheibe erfolgt. Durch die Erzeugung von Ubersichtsrohbildern mit verschiedenen Be-
leuchtungen, die insbesondere durch verschiedene Beleuchtungsmuster 3 realisiert werden
kénnen, lassen sich Hell- und / oder Dunkelfeld-Informationen des Probentragers 1 und auch
der Probe selbst extrahieren und in einem Ubersichtskontrastbild darstellen.
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Die unterschiedlichen Beleuchtungen werden in Abhangigkeit von den Informationen, die extra-
hiert werden sollen, gewahlt. Zu diesen Informationen gehdren in der Regel die Art des Proben-
tréagers, beispielsweise ob es sich um einen normalen Objekttrager im Sinne eines Glasplatt-
chens handelt, um eine einfache Petrischale, um einen Multiwell-Probentrager mit einer Vielzahl
offener Napfchen, oder um einen Probentrager mit verschiedenen, verschlossenen Proben-
kammern (Chamber Slide), die daher mit einem Deckglas versehen sind. Auf dem Probentrager
1 ist haufig eine Probennummer angegeben, beispielsweise durch handschriftiche Beschrif-
tung, ofter aber als Codierung mit einem Barcode oder einem QR-Code, welche in Verbindung
mit einer entsprechenden Datenbank interpretiert werden kénnen. Insbesondere bei der Ver-
wendung von Probentragern mit mehreren Probenkammern oder Napfchen sollen mdgliche
Probenbereiche erkannt werden. Auch sollen die Proben identifiziert werden kénnen und Fehler
wie Luftblasen, Kontaminierungen oder leere Probenkammern erkannt werden kdnnen. Auch
das Vorhandensein von Immersionsflissigkeit und deren Form, Volumen und Position soll er-

kannt werden kdnnen.

Nachdem die gewinschten Informationen automatisch mittels eines Algorithmus zur Bildverar-
beitung aus dem Ubersichtskontrastbild extrahiert wurden, kénnen die folgenden Schritte je
nach Aufgabenstellung entweder automatisch oder semi-automatisch durchgeflihrt werden. Als
Beispiel sei hier die Auswahl genannt, welche Napfchen einer Multiwell-Platte untersucht wer-
den sollen, dies kann entweder automatisch oder ausschlieBlich vom PC aus erfolgen, ohne
dass ein Benutzer nochmals durch das Okular blicken muss, in dem allerdings ebenfalls ein
Ubersichtsbild des kompletten Probentragers 1 darstellbar ist.

Anhand der Fig. 4-12 werden im Folgenden verschiedene Beleuchtungen und fir diese geeig-
neten Verrechnungsalgorithmen beschrieben. Zur Veranschaulichung wird dabei immer ein
LED-Array verwendet, der Einsatz anderer Beleuchtungselemente, wie sie beispielhaft oben
eingefihrt wurden, ist jedoch ohne weiteres ebenfalls mbglich.

Eine erste Moglichkeit besteht darin, die unterschiedlichen Beleuchtungen durch unterschiedli-
che Beleuchtungsmuster 3, die in Abhangigkeit von den zu extrahierenden Informationen aus-
gewahlt werden, zu erzeugen. Solche Beleuchtungsmuster sind in den Fig. 4-9 dargestelit.

Beispielsweise kénnen verschiedene Beleuchtungsmuster 3 stochastisch erzeugt werden. Dies
ist in Fig. 4 dargestellt, die sechs Einzelbilder zeigen verschiedene Beleuchtungsmuster, bei
denen die LED 16 eines LED-Arrays 17 weiBBes Licht abstrahlen und stochastisch an- oder aus-
geschaltet sind. Im angeschalteten Zustand sind sie als kleine Kreise dargestellt, im ausge-
schalteten Zustand wurden sie weggelassen, um die verschiedenen Beleuchtungsmuster klar

zu kennzeichnen.
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Eine einfache Mdglichkeit, stochastische Beleuchtungsmuster 3 zu erzeugen, besteht darin,
pulsweitenmodulierte Beleuchtungselemente zu verwenden, deren Pulsweite langer als die
Integrationszeit einer Detektoreinheit zur Aufnahme der Ubersichtsrohbilder gewéhlt wird, wobei
diese Wahl auch durch die Festlegung einer Integrationszeit erfolgen kann. Wahrend der Integ-
rationszeit der Kamera sind dann einige der LED angeschaltet, andere ausgeschaltet, da die
Pulsweitenmodulation zwischen den LED 16 nicht synchronisiert ist. Die LED 16 des LED-
Arrays 17 missen in diesem Fall nicht einzeln ansteuerbar bzw. schaltbar sein.

Selbstverstandlich ist es auch moglich, die Beleuchtungselemente einzeln oder gruppenweise
anzusteuern und zu verschiedenen Beleuchtungsmustern zu schalten. Dabei wird ein erster Teil
der Beleuchtungselemente Licht abstrahlend und mindestens ein zweiter Teil der Beleuch-
tungselemente kein Licht abstrahlend oder Licht einer anderen Farbe abstrahlend oder Licht in
einer anderen Polarisation abstrahlend geschaltet. Im Falle der Erzeugung stochastischer Be-
leuchtungsmuster in Fig. 4 wird der erste Teil der Beleuchtungselemente flr jedes Beleuch-
tungsmuster 3 stochastisch ausgewahlt. Der zweite Teil der Beleuchtungselemente strahlt kein
Licht ab. Um ein qualitatives gutes Ubersichtkontrastbild erzeugen zu kénnen, werden relativ
viele Ubersichtsrohbilder benétigt, so dass fiir die Aufnahme der Ubersichtsrohbilder in der Re-
gel mehrere Sekunden bendtigt werden. Diese Zeit kann verklrzt werden, indem der zweite Teil
der Beleuchtungselemente nicht abgeschaltet wird, sondern Licht einer anderen Farbe ab-
strahlt, so dass zwei Ubersichtsrohbilder gleichzeitig aufgenommen werden, die anschlieBend
nach Farben separiert werden.

Ubersichtskontrastbilder lassen sich sowohl in einem Dunkelfeldmodus als auch in einem Hell-
feldmodus erzeugen, in Abhangigkeit vom Verrechnungsalgorithmus, der hier beispielsweise
auf einer Top-Hat-Transformation far ein Hellfeldkontrastbild oder auf einer Black-Hat-
Transformation far ein Dunkelfeldkontrastbild, jeweils mit anschlieBender, pixelweiser Maxi-
mum-Projektion, basieren kann, wobei beide Transformationen gleichermaBen auf die Uber-
sichtsrohbilder angewendet werden kénnen, so dass man ein Ubersichtskontrastbild sowohl im
Hellfeldmodus als auch im Dunkelfeldmodus erzeugen kann. Bei dieser Art der Beleuchtung
lassen sich Glaskanten, d.h. die Réander des Probentragers 1, oder Deckglaser gut sichtbar
machen, sie weisen einen hohen Kontrast im Gegensatz zu der eigentlichen Probe auf.

Wahrend bei der Verwendung von stochastischen Beleuchtungsmustern relativ viele Bilder —in
der Regel zwischen 30 und 50 — aufgenommen werden muassen, um zufriedenstellende Kon-
traste im Ubersichtskontrastbild zu erhalten, kommen andere Beleuchtungsmuster mit weit we-
niger Bildern aus. Solche Muster sind in Fig. 5 und Fig. 6 dargestellt, es handelt sich um
schachbrettartige Muster. An- und ausgeschaltete Beleuchtungselemente — LED 16 — weisen
dabei eine schachbrettartige Verteilung auf, der erste Teil der Beleuchtungselemente, die ange-
schaltet sind, entspricht dann beispielsweise den weiBen Feldern des Schachbretts, der ausge-
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schaltete zweite Teil der LED 16 den schwarzen Feldern. Es werden zwei Ubersichtsrohbilder
bendtigt, die mit zueinander komplementaren, d.h. invertierten Beleuchtungsmustern erzeugt
werden. Diese beiden Schachbrettmuster sind in Fig. 5 dargestellt. Der erste der Teil der Be-
leuchtungselemente wird von den angeschalteten LED 16 gebildet, und in jeder Zeile und jeder
Spalte ist nur jede zweite LED 16 angeschaltet. Im rechten der beiden Beleuchtungsmuster sind
dabei diejenigen LED 16 angeschaltet, die im linken Bild ausgeschaltet waren und umgekehrt.
Das Beleuchtungsmuster kann dabei Gber das ganze LED-Array 17 ausgedehnt sein, oder nur
Uber einen interessierenden Bereich des Probentragers 1, um die Gesamtmenge an Licht zu
reduzieren und die Probe nicht unnétig zu belasten. Die schachbrettartige Beleuchtung lasst
sich insbesondere zur Verwendung eines Ubersichtskontrastbildes im Dunkelfeldmodus ver-
wenden, als Verrechnungsalgorithmus wird hier insbesondere ein auf pixelweiser Projektion
basierender Rangordnungsprojektionsalgorithmus in der Minimum-Projektion verwendet. Es
werden nur zwei Ubersichtrohbilder benétigt, und das Verfahren liefert sehr guten Kontrast,
sowohl flr den Probentrager 1 und Probenbereiche — beispielsweise die Glaskanten von Deck-
glasern — als auch fur die Probe selbst.

Bei der Verwendung von Beleuchtungsmustern wie in Fig. 5 gezeigt, lassen sich LED-Arrays 17
mit einfarbigen LEDs verwenden, die beispielsweise wei3es Licht oder Licht in einer der Grund-
farben R, G, B abstrahlen; fir die Detektion kann ein Flachendetektor verwendet werden, der
farbig oder monochrom registriert.

Strahlt der erste Teil der Beleuchtungselemente Licht ab und der zweite Teil der Beleuchtungs-
elemente kein Licht, so werden in dem in Fig. 5 gezeigten Fall zwei Ubersichtsrohbilder zur
Erzeugung eines Ubersichtkontrastbildes benétigt, die nacheinander aufgenommen werden
mussen. Die Ubersichtsrohbilder lassen sich aber auch gleichzeitig mit einer Kamera aufneh-
men und anschlieBend separieren, wenn alle Teile der Beleuchtungselemente Licht von einan-
der paarweise verschiedener Polarisationen abstrahlen. Zur Erzeugung der schachbrettartigen
Beleuchtungsmuster kann hier ein LED-Array 17 verwendet werden, welches entsprechend
dem Muster mit komplementdren Polarisationsfiltern, die einander in Zeilen und Spalten ab-
wechseln, ausgestattet ist. Die Polarisationsfilter kdnnen auch schaltbar sein. Auf diese Weise
kénnen die beiden Ubersichtsrohbilder mit einer Aufnahme erzeugt werden und miissen nur

anschlieBend separiert werden, wozu die Polarisation ebenfalls detektiert werden muss.

Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass alle Teile der Beleuchtungselemente Licht vonein-
ander paarweise verschiedener Farben abstrahlen, d.h. beispielsweise bei vier Teilen von Be-
leuchtungselementen, das jeder der Teile Licht in einer anderen Farbe abstrahlt. Dies ist in Fig.
6 wieder anhand eines schachbrettartigen Beleuchtungsmusters erlautert. Der erste Teil der
Beleuchtungselemente umfasst hier blaue LED 18, die also Licht im blauen Wellenlangenbe-
reich abstrahlen, wéhrend der zweite Teil der Beleuchtungselemente rote LED 19, d.h. im roten
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Wellenlangenbereich Licht abstrahlende LED, umfasst. Die beiden Gitter sind ineinander ver-
schachtelt, so dass auf dem LED-Array 17 ein rot-blaues Schachbrett dargestellt ist. Der Pro-
bentrager 1 wird mit diesem Beleuchtungsmuster beleuchtet, und es wird eine Aufnahme ge-
macht, die bereits beide notwendigen Ubersichtsrohbilder umfasst. Die einzelnen Ubersichts-
rohbilder erhalt man, indem man die Aufnahme nach Farbkanalen separiert. Je nach Ausgestal-
tung der Kamera, d.h. nach Anzahl der Farbkanéle und der LED 13 des LED-Arrays 17 kdnnen
auch drei oder mehr Muster miteinander verschachtelt werden, mit denen die Probe bzw. der
Probentrager 1 gleichzeitig beleuchtet wird. Idealerweise sind dabei die LED 16 des LED-Arrays
17 und die Farbkanéle der fir die Aufnahme verwendeten Kamera aufeinander abgestimmt,
ohne weitere MaBnahmen stehen hier in der Regel die drei Grundfarbkandle Rot, Griin und
Blau zur Verfliigung, da auch weiBes Licht abstrahlende LED aus roten, grinen und blauen
Sub-LEDs zusammengesetzt sind.

Anstelle eines Beleuchtungsmusters in Schachbrettform kdnnen auch andere Beleuchtungs-
muster verwendet werden, bei denen der erste Teil der Beleuchtungselemente — und entspre-
chend der zweite und ggf. weitere Teile — eine regelmaBige Verteilung im Unterschied zur sto-
chastischen Verteilung aufweist. Fig. 7 zeigt ein solches Beispiel, ein sogenanntes Kreuzmus-
ter, bei dem vier verschiedene Beleuchtungsmuster erzeugt werden und entsprechend vier
Ubersichtsrohbilder bendtigt werden. Gegeniiber schachbrettartigen Beleuchtungsmustern ist
der Kontrast hier leicht erhdht. Ebenfalls vier einzelne Ubersichtsrohbilder werden bei der Ver-
wendung von Halbpupillenmustern bendtigt, wie sie in Fig. 8 dargestellt sind. Fir die Erzeugung
eines Ubersichtsrohbildes wird das LED-Array 17 in zwei Hélften eingeteilt, der erste Teil der
Beleuchtungselemente liegt dann in der einen Halfte und der zweite Teil der Beleuchtungsele-
mente, der ausgeschaltet ist, in der anderen Halfte. Das zweite Ubersichtsrohbild wird mit dazu
komplementérer Verteilung aufgenommen, d.h. wenn zunéchst der erste Teil der Beleuch-
tungselemente die linke Halfte auf dem LED-Array 17 ausfillt, so fiillt er fiir das zweite Uber-
sichtrohbild die rechte Halfte aus. Zwei weitere Ubersichtsrohbilder werden erzeugt, indem das
LED-Array in eine obere und eine untere Halfte eingeteilt wird, d.h. mit einer Teilungsrichtung
senkrecht zur ersten Teilungsrichtung. Bei transparenten Probentréagern mit vertikalen Elemen-
ten, insbesondere bei sogenannten Chamber Slides oder transparenten Multiwell-Platten lasst
sich so ein hoher Kontrast erzielen. Das Ubersichtskontrastbild wird vorzugsweise im Dunkel-
feldmodus erzeugt, wozu ein auf pixelweiser Projektion basierender Verrechnungsalgorithmus,
vorzugsweise ein Rangordnungsprojektions-Algorithmus verwendet wird. Dabei werden die
Ubersichtsrohbilder pixelweise verglichen und entsprechend einer Projektionsbedingung der
Intensitatswert eines der Pixel fiir die entsprechende Position im Ubersichtskontrastbild ausge-
wahlt.

In einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens wird ausgenutzt, dass jede weiBes Licht ab-
strahlende LED aus drei einzelnen, jeweils in den verschiedenen Grundfarben Rot, Griin und
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Blau Licht abstrahlenden, einander benachbarten Sub-LEDs gebildet wird. Unterschiedliche
Beleuchtungen — die Beleuchtungsmuster kénnen hier identisch sein — kénnen hier durch die
Beleuchtung aus verschiedenen Winkeln in den Grundfarben eingestellt werden. In diesem Fall
wird ein Verrechnungsalgorithmus gewéhlt, mit dem ein Ubersichtskontrastbild im Hellfeldmo-

dus erzeugt wird.

Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens besteht darin, das Beleuchtungsmuster 3 nur in
mindestens einem Ausschnitt des Arrays von Beleuchtungselementen zu erzeugen. Die unter-
schiedlichen Beleuchtungen werden dann durch abtastendes Verschieben des mindestens
einen Ausschnitts auf dem Array erzeugt. Beleuchtungselemente auBerhalb des mindestens
einen Ausschnitts werden dabei so geschaltet, dass sie kein Licht abstrahlen. Dies ist in Fig. 9
am Beispiel des Schachbrettmusters dargestellt, aus dem hier ein kleiner Ausschnitt aus vier
LEDs 16 ausgewahlt wurde, der in eine Sequenz von Bildern bzw. Beleuchtungsmustern eine
Zeile abtastet und dann zeilenweise Gber das LED-Array 17 verschoben wird. Im Vergleich mit
dem im Zusammenhang mit Fig. 5 beschriebenen Schachbrettmuster werden hier mehr Uber-
sichtrohbilder bendtigt, der Kontrast ist vergleichbar in der Qualitat. Vorteilhaft ist jedoch die
Menge an Licht pro Zeit, welche durch das LED-Array 17 abgestrahlt wird, deutlich geringer als
bei Verwendung der beiden vollen Muster. Die Hintergrundhelligkeit ist daher reduziert und es
finden sich weniger stérende Reflexe in den Ubersichtrohbildern. Die fir die Aufnahme der
Ubersichtrohbilder bendtigte Zeit kann verringert werden, indem beispielsweise im Bild des
Probentragers 1 raumlich weit entfernte Bereiche gleichzeitig Ausschnitte mit Beleuchtungs-
mustern verschoben werden, und / oder in dem zu verschiebenden Ausschnitt Beleuchtungs-

muster in verschiedenen Farben erzeugt werden, die getrennt registriert werden.

Im Ausschnitt, der Gber das LED-Array 17 verschoben wird, kdnnen auch andere Muster er-
zeugt werden, beispielsweise kdnnen alle LED 16 bis auf eine eingeschaltet sein, so dass der
Ausschnitt nur eine — ausgeschaltete — LED umfasst, dieser Ausschnitt wird dann verschoben.
Eine andere Mdglichkeit besteht darin, nur eine LED einzuschalten und alle anderen auszulas-
sen, und diesen Ausschnitt iber das Array zu verschieben und dabei die Ubersichtsrohbilder

aufzunehmen.

Als Verrechnungsalgorithmus bietet sich hier insbesondere ein Rangordnungsprojektions-
Algorithmus an, insbesondere auch in der Minimum-Projektion, so dass man ein Ubersichtskon-
trastbild im Dunkelfeldmodus erhalt.

Generell kann es notwendig sein, den Hellfeldbereich auf der Kamera zu Gbersteuern, um ein
gutes Dunkelfeldsignal fur Dunkelfeldkontraste zu erhalten. Fir eine anschlieBende Hellfeldauf-
nahme muss dann eventuell eine weitere Aufnahme ohne Ubersteuerten Hellfeldbereich durch-

gefihrt werden.
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Eine andere Ausgestaltung des Verfahrens schlieBlich wird im Folgenden anhand der Fig. 10-
12 erlautert. Dabei werden unterschiedliche Beleuchtungen nicht mit verschiedenen Beleuch-
tungsmustern erzeugt, sondern indem zwischen zwei Aufnahmen der Probentrager 1 relativ
zum Beleuchtungsmuster 3 lateral verschoben wird. In Bezug auf Fig. 1 entspricht das einer
Verschiebung senkrecht zur optischen Achse. Dabei kann entweder der Probentrager 1 gegen
das Beleuchtungsmuster 3 oder umgekehrt verschoben werden, es kénnen aber auch beide
gegeneinander verschoben werden. Meist ist eine Verschiebung des Probentragers 1 allein
einfacher zu realisieren, da dieser gewohnlich auf einem in allen drei Raumrichtungen verfahr-
baren Tisch montiert ist. Die LED 16 des LED-Arrays 17 werden in einem festen Muster, bei-
spielsweise in einem regularen Gitter geschaltet. Zwischen zwei Ubersichtsrohbildern wird das
Beleuchtungsmuster 3 und / oder der Probentrager 1 in einer Ebene orthogonal zur optischen
Achse der Kamera verschoben. In den Fig. 10-12 sind verschiedene Probentrager in jeweils
vier verschiedenen Positionierungen des Beleuchtungsmusters 3 relativ zum Probentrager 1
dargestellt, realisiert mit dem LED-Array 17 und den LED 16. Als Probentrager in Fig. 10 wird
eine Slide 20 mit Deckglasern 21 verwendet, die sichtbar gemacht werden sollen, in Fig. 11
handelt es sich um eine Multiwell-Platte 22, deren Napfchen 23 sichtbar gemacht werden sollen
und in Fig. 12 handelt es sich bei den Probentrager um ein Chamber-Slide 24, deren Kammern
25 sichtbar gemacht werden sollen. Die Ubersichtskontrastbilder sind in allen Fallen auf der
rechten Seite der Figuren dargestellt. Ubersichtskontrastbilder kdnnen hier sowohl im Hellfeld-
als auch im Dunkelfeldmodus erzeugt werden. Im Falle eines Ubersichtskontrastbildes im Dun-
kelfeldmodus wird als Verrechnungsalgorithmus die Minimum-Projektion als Spezialfall der
Rangordnungsprojektion verwendet, im Falle eines Ubersichtskontrastbildes im Hellfeldmodus
kann eine Maximumsprojektion verwendet werden. Zum Ausgleich von Helligkeitsunterschieden
kann hier wie auch in allen anderen Féllen, wo es notwendig erscheint, im Anschluss an die
Verrechnung eine Shading-Korrektur vorgenommen werden. Im Falle einer segmentierungsba-
sierten Verrechnung kann die Shading-Korrektur auch vor der Verrechnung der Ubersichtroh-

bilder vorgenommen werden.

Aufgrund der relativen Bewegung zwischen den Aufnahmen der Ubersichtsrohbilder muss fiir
die korrekte Anwendung des Verrechnungsalgorithmus bekannt sein, wie sich der Probentrager
bzw. das Beleuchtungsmuster 1 im Bild bewegt. Dazu ist eine Kalibrierung der Kamera bzw. der
Detektionsoptik 2 relativ zum Probentrager 1 bzw. zu einem Tisch, auf dem er montiert ist, not-
wendig, um die Probentragerkoordinaten auf Bildkoordinaten abbilden zu kdnnen und umge-
kehrt. Dazu wird anstelle des Probentragers zunachst ein Kalibriermuster an gleicher Position
verwendet bzw. auf dem Tisch eingespannt. Auf diese Weise lasst sich solch eine Abbildung —
eine Homographie, d.h. eine Abbildung von einer zweidimensionalen Ebene auf eine zweidi-
mensionale Ebene im Raum — schatzen. Selbstverstandlich ist es auch mdéglich, auf eine Kalib-
rierung zu verzichten, wenn die Relativbewegung per Bildanalyse oder mittels eines gesonder-
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ten Messsystems festgestellt werden kann, oder aber eine Eichung basierend auf Objektivpa-
rametern und Abstanden vorab vorzunehmen.

Die mit statischen Beleuchtungsmustern bestimmten Ubersichtskontrastbilder liefern qualitativ
den besten Kontrast, insbesondere bei der Verwendung von LED, da bei den dynamischen
Mustern, bei denen sich also die Muster andern, die ausgeschalteten LED ein recht starkes
Hintergrundsignal aufgrund von Ruackreflexion am Probentrager liefern kdnnen. Mittels entspre-
chender Bildverarbeitungsalgorithmen, beispielsweise mit Deep-Learning-Algorithmen, lassen
sich diese Artefakte jedoch bei der Auswertung eliminieren, d.h. sie werden nicht bericksichtigt.

Eine weitere Mdglichkeit der Verwendung von statischen Mustern zur Erzeugung unterschiedli-
cher Beleuchtungen, ohne die Probe bzw. den Probentrager 1 relativ zum Beleuchtungsmuster
lateral zu verschieben, besteht darin, ein Ubersichtskontrastbild aus mehreren Aufnahmen, die
mit verschiedenen Belichtungen vorgenommen wurden, nach Art einer HDR-Aufnahme (HDR —
High Dynamic Range) zusammenzusetzen. Aus beispielsweise drei Ubersichtrohbildern, die mit
verschiedenen Belichtungen aufgenommen werden, lasst sich ein Ubersichtskontrastbild als
HDR-Bild zusammensetzen.

Dabei kann bei der Berechnung des Ubersichtskontrastbildes zusatzlich die Position der Be-
leuchtungselemente im Hinblick auf die Probe bzw. den Probentrager bericksichtigt werden,
wie im Zusammenhang mit Fig. 3 erlautert. Beleuchtet das Beleuchtungselement direkt den
Probentrager bzw. die Probe, so werden Hellfeldinformationen genutzt, ansonsten Dunkelfeldin-
formationen. Damit ist das Ubersichtskontrastbild eine Mischung aus Hell- und Dunkelfeldkon-
trasten ist.

Das oben im Zusammenhang mit der Kalibrierung der Relativbewegung beschriebene Kalib-
riermuster kann auBerdem dazu verwendet werden, eine Korrektur geometrischer Verzeich-
nungen im Bild vorzunehmen, die bei jedem Ubersichtskontrastbild angewendet wird. AuBer-
dem lassen sich auch Hintergrundartefakte nach der Verrechnung herausrechnen.

Im Anschluss an die Erzeugung der Ubersichtskontrastbilder werden diese automatisch mittels
eines Bildauswertungsalgorithmus analysiert, vorzugsweise mit einem auf deep learning basie-
renden Algorithmus unter Verwendung neuronaler Netzwerke. Beispielsweise wird die Art des
Probentragertyps erkannt, der Probentrager kann auch im Bild lokalisiert werden. Weist der
Probentréger eine Beschriftung auf, so kann diese ebenfalls aus dem Kontrastbild bestimmt
werden. Gleiches gilt fir die Probe bzw. Bereiche auf dem Trager, wie beispielsweise Napf-
chen, welche Proben enthalten kdnnen. Mittels der Erkennung von Luftblasen oder anderen
Artefakten durch entsprechende Bildauswertungsalgorithmen lasst sich insbesondere bei Pro-
bentrégern, die mehrere Proben in getrennten Behaltnissen umfassen, die Untersuchungszeit,
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die fur den Probentrager verwendet wird, verkirzen, wenn dort solche Artefakte vorhanden
sind. SchlieBlich Iasst sich mittels der Bildauswertung des Ubersichtskontrastbildes im Falle
einer Immersionsflussigkeit auch das Volumen und die Form eines Immersionstropfens erken-
nen, sowie lassen sich Rickschlisse auf Verschmutzungen in der Immersionsflissigkeit zie-

hen.

Diese Informationen kdnnen bei einem Betrachter bzw. Benutzer am PC vorzugweise mittels
graphischer Mittel angezeigt werden, so dass der Benutzer sein weiteres Vorgehen an die Er-
gebnisse der Analyse des Ubersichtskontrastbildes anpassen kann. Wahrend es bei der Bedie-
nung durch einen Benutzer unter Umstanden auch ausreichend sein kann, diesem allein das
Ubersichtskontrastbild zu présentieren, kénnen die mittels der Bildauswertung gewonnenen
Informationen insbesondere auch fir die automatische Steuerung von Probenuntersuchungen
mit dem verwendeten Mikroskop verwendet werden. Das fiir den Nutzer bereit gestellte Uber-
sichtskontrastbild kann die Steuerung zur Navigation auf der Probe verwenden, um die weiteren
Untersuchungen vorzubereiten. Die Informationen des Ubersichtskontrastbildes, die mittels der
Bildverarbeitungsalgorithmen extrahiert werden, kdnnen aber auch eine robuste nachfolgende
Verarbeitung ermdglichen, welche beispielsweise automatisch relevante Strukturen des Pro-
bentragers — wie beispielsweise der Glaser — oder auch relevante Strukturen der Proben auf
dem Probentrager — wie beispielsweise Gewebeschnitte, Organismen oder Zellen — erkennt
und lokalisiert, beispielsweise um eine vollautomatische Grobpositionierung der Probe in allen
drei Raumrichtungen einzustellen. SchlieBlich erlauben die extrahierten Bildinformationen auch
eine robustere, schnellere und effizientere automatische Mikroskopie — beispielsweise High-
Throughput-Mikroskopie — mit geringerem Datenvolumen und kirzeren Aufnahmezeiten beim
automatischen Ausschluss von Fehlstellen.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Erzeugung und Analyse eines Ubersichtskontrastbildes eines Probentra-
gers (1) und / oder auf einem Probentrager (1) angeordneter Proben, bei dem

ein mindestens teilweise im Fokus einer Detektionsoptik (2) angeordneter Probentrager
(1) im Durchlicht mit einem zweidimensionalen, arrayférmigen Beleuchtungsmuster (3)
beleuchtet wird,

mindestens zwei Ubersichtsrohbilder mit unterschiedlichen Beleuchtungen des Proben-
tragers (1) detektiert werden,

in Abhangigkeit von aus dem Ubersichtskontrastbild zu extrahierenden Informationen ein
Verrechnungsalgorithmus ausgewahlt wird, mittels dessen die mindestens zwei Uber-
sichtsrohbilder zum Ubersichtskontrastbild verrechnet werden,

in Abhangigkeit von aus dem Ubersichtskontrastbild zu extrahierenden Informationen ein
Bildauswertungsalgorithmus ausgewéhlt wird, mittels dessen die Informationen aus dem
Ubersichtskontrastbild extrahiert werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zur Erzeugung von Beleuch-
tungsmustern ein Array bevorzugt gleich groBer Beleuchtungselemente verwendet wird,
wobei die einzelnen Beleuchtungselemente in den mindestens zwei Ubersichtsrohbildern

jeweils voneinander unterscheidbar sind.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Beleuchtungselemente
LED, OLED, Lichtleitfasern, Elemente eines beleuchteten DMD oder eines SLM verwen-
det werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die unter-
schiedlichen Beleuchtungen erzeugt werden, indem zwischen zwei Aufnahmen der Pro-
bentréger (1) relativ zum Beleuchtungsmuster (3) lateral verschoben wird oder unter-
schiedliche Belichtungszeiten flr die Detektion verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Ubersichtskontrastbild
aus Einzelkontrastbildern, die jeweils verschiedene Bereiche des Probentragers (1) und /

oder der Probe zeigen, zusammengesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die unter-
schiedlichen Beleuchtungen durch unterschiedliche Beleuchtungsmuster (3), die in Ab-
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10.

11.

12.

héngigkeit von den zu extrahierenden Informationen ausgewahlt werden, erzeugt wer-
den.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass zur Erzeugung unterschiedli-
cher Beleuchtungsmuster (3) die Beleuchtungselemente einzeln oder gruppenweise an-
gesteuert und zu verschiedenen Beleuchtungsmustern (3) geschaltet werden, wobei ein
erster Teil der Beleuchtungselemente Licht abstrahlend und mindestens ein zweiter Teil
der Beleuchtungselemente kein Licht oder Licht einer anderen Farbe oder Licht einer an-
deren Polarisation abstrahlend geschaltet wird.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass unterschiedliche Beleuch-
tungsmuster (3) erzeugt werden, indem
a. der erste Teil der Beleuchtungselemente fir jedes Beleuchtungsmuster (3)
stochastisch ausgewahlt wird, oder
b. der erste Teil der Beleuchtungselemente eine schachbrettartige oder eine
andere regelmaBige Verteilung, vorzugsweise eine kreuzférmige Verteilung oder
Halbpupillenverteilung im Array aufweist.

Verfahren nach Anspruch 8, Alternative b, bei dem der zweite Teil der Beleuchtungsele-
mente kein Licht abstrahlt, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens zwei Ubersichts-
rohbilder mit zueinander komplementaren Beleuchtungsmustern (3) aufgenommen wer-

den.

Verfahren nach Anspruch 8, Alternative b, bei dem alle Teile der Beleuchtungselemente
Licht voneinander paarweise verschiedener Farben oder Polarisationen abstrahlen, da-
durch gekennzeichnet, dass eine der Anzahl von Teilen entsprechende Anzahl von Uber-
sichtsrohbildern gleichzeitig in einem Bild aufgenommen und anschlieBend nach Farbka-

nélen bzw. Polarisation separiert wird.

Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, bei dem als Beleuchtungselemente LED (16) oder
OLED verwendet werden, dadurch gekennzeichnet, dass stochastische Beleuchtungs-
muster erzeugt werden, indem pulsweitenmodulierte Beleuchtungselemente verwendet
werden, deren Pulsweite langer als die Integrationszeit einer Detektoreinheit zur Auf-
nahme der Ubersichtsrohbilder gewéhlt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungsmuster (3)
nur in mindestens einem Ausschnitt des Arrays von Beleuchtungselementen erzeugt
wird, und die unterschiedlichen Beleuchtungen durch abtastendes Verschieben des min-
destens einen Ausschnitts auf dem Array erzeugt werden, wobei die Beleuchtungsele-
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13.

14.

15.

16.

17.

mente auBerhalb des mindestens einen Ausschnitts kein Licht abstrahlend geschaltet
werden.

Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Beleuchtungselemente als LED (16) ausgestal-
tet sind, dadurch gekennzeichnet, dass eine LED (16) aus drei einzelnen, jeweils in ver-
schiedenen Grundfarben Rot, Griin und Blau Licht abstrahlenden, einander benachbar-
ten Sub-LEDs gebildet wird, und unterschiedliche Beleuchtungen durch die Beleuchtung
aus verschiedenen Winkeln in den Grundfarben eingestellt werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass in Abhan-
gigkeit von der Wahl des Beleuchtungsverfahrens ein Verrechnungsalgorithmus zur Er-
zeugung eines Ubersichtskontrastbildes in einem Dunkelfeld- oder Hellfeldmodus aus-
gewahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass

— der Verrechnungsalgorithmus auf pixelweiser Projektion basiert, vorzugsweise auf ei-
ner Rangordnungsprojektion oder auf einer Projektion statistischer Momente, wobei
zur Erzeugung des Ubersichtskontrastbildes aus einem Stapel von mindestens zwei
Ubersichtsrohbildern die Ubersichtsrohbilder pixelweise verglichen und entsprechend
einer Projektionsbedingung der Intensitatswert eines der Pixel fur die entsprechende
Position im Ubersichtskontrastbild ausgewahlt wird, oder.

— der Verrechnungsalgorithmus auf morphologischen Operationen mit anschlieBender
pixelweiser Projektion, bevorzugt auf einer Top-Hat- oder Black-Hat-Transformation
mit anschlieBender pixelweiser Maximums-Projektion basiert, oder

— ein segmentierungs-basierter Verrechnungsalgorithmus ausgewahlit wird, bei dem fir
jedes Pixel eines Ubersichtsrohbildes zunachst bestimmt wird, ob dieses direkt von
einem Beleuchtungselement mit Licht bestrahlt wurde, und zur Erzeugung eines
Ubersichtskontrastbildes im Dunkelfeldkontrastmodus diese nicht beriicksichtigt wer-
den.

Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass zur Kor-
rektur von geometrischen Verzeichnungen vor der Aufnahme von Ubersichtsrohbildern
eine Kalibrierung mittels der Aufnahme und Auswertung eines Kalibriermusters vorge-
nommen wird, wobei das Kalibriermuster bevorzugt mit den Beleuchtungselementen des

Arrays erzeugt wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass aus dem
Ubersichtskontrastbild vor der Auswertung stérende Hintergrundsignale entfernt werden.
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18.

19.

20.

Verfahren zur Erzeugung und Analyse eines Ubersichtskontrastbildes eines Probentra-
gers (1) und / oder auf einem Probentrager (1) angeordneter Proben, bei dem

ein mindestens teilweise im Fokus einer Detektionsoptik (2) angeordneter Probentrager
(1) im Durchlicht mit einem zweidimensionalen, arrayférmigen Beleuchtungsmuster (3)
beleuchtet wird,

wobei zwischen dem arrayférmigen Beleuchtungsmuster (3) und dem Probentrager (1)
eine Streuscheibe eingebracht oder eine dort angeordnete schaltbare Streuscheibe
streuend geschaltet wird,

ein Ubersichtskontrastbild in einem Hellfeldmodus detektiert wird,

in Abhangigkeit von aus dem Ubersichtskontrastbild zu extrahierenden Informationen ein
Bildauswertungsalgorithmus ausgewéhlt wird, mittels dessen die Informationen aus dem
Ubersichtskontrastbild extrahiert werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass als Bild-
verarbeitungsalgorithmus ein Machine-Learning- Algorithmus, insbesondere ein Deep-
Learning-Algorithmus ausgewahlt wird, welcher bevorzugt anhand von Ubersichtskon-

trastbildern mit bekannten Informationen trainiert wird.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass

— zur Erkennung eines Typs des Probentragers (1) ein auf einem Convolutional Neural
Network basierender Deep-Learning-Algorithmus verwendet wird,

— zur Lokalisierung von Strukturen des Probentragers (1) oder der Probe eine semanti-
sche Segmentierung vorgenommen wird, bevorzugt mit einem auf einem Fully Convo-

lutional Network basierenden Deep-Learning-Algorithmus.
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