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(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR LICHTFELDMIKROSKOPIE

| 1 Messung von Bilddatensatz von Probe mit Lichtfeldanordnung

2 Erzeugung von Teildatensatz #n aus Differenzdatensatz #n-1
e Differenzdatensatz #0: = Bilddatensatz
e z.B. Teildatensatz #1 = niederfrequenter Anteil von Bilddatensatz

| 3 Rekonstruktion von Teilobjekt #n aus Teildatensatz #n l

I 4 optional: Auswertung, Evaluierung von Teilobjekt #n; optional: Ende des Verfahrens l

5 optional: Korrektur von Teilobjekt #n: korrigiertes Teilobjekt #n;
optional: Ende des Verfahrens

| 6 Erzeugung von simuliertem Bilddatensatz #n fir Teilobjekt #n ]

7 Berechnung von Differenzdatensatz #n durch Bilden der Differenz zwischen
dem simuliertem Bilddatensatz #n und dem Differenzdatensatz #n-1

|
| 8 optional:Auswertung von Differenzdatensatz #n ]

1
| 9 optional:Korrektur von Differenzdatensatz #n: korrigierter Differenzdatensatz #n l

I
| 10 Erzeugung eines weiteren Teildatensatzes aus dem Differenzdatensatz #n? ]

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren ;

zur Lichtfeldmikroskopie, bei dem folgende Verfahrens- JA: 11 erhdhenum 1
. . . . 12 Wiederhol der Schritte 2, 3, 6, 7 und 10 und
schritte durchgefiihrt werden. a) Messung eines Bilddaten- optional einen oder mehrere der Schvitis 4,5, 6, 9
H H H H . e z.B. Teildatensatz #2 = Anteil mittlerer Frequenzen von Bilddatensatz,

satzes von _emer Probg mit e_lner Llchtfeldanordnung,. b) Differenzdatensatz #2 entspricht dann dem Anteil hoher Frequenzen
Erzeugen mindestens eines Teildatensatzes aus dem Bild- des Bilddatensatzes
datensatz; c) Rekonstruieren eines dreidimensionalen :
Objekts aus dem im Schritt b) erZeUgten Teildatensatz. Die NEIN: 13 Rekonstruktion von letztem Teilobjekt aus Differenzdatensatz #n

: H H 7 H _ 14 Erzeugung von Gesamtobjekt durch Kombination von mindestens
Erl'flndung .betrlfﬂ aullerdem eine Vorrichtung zur Lichtfeld Zure. Insbesondere von allon Tellobjekton
mikroskopie.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft in einem ersten
Gesichtspunkt ein Verfahren zur Lichtfeldmikrosko-
pie. In einem zweiten Gesichtspunkt betrifft die Erfin-
dung eine Vorrichtung zur Lichtfeldmikroskopie nach
dem Oberbegriff des Anspruchs 31.

[0002] Eine gattungsgemaRe Vorrichtung zur Licht-
feldmikroskopie beinhaltet mindestens folgende
Komponenten: eine Lichtquelle zum Aussenden von
Anregungslicht, einen Beleuchtungsstrahlengang
zum Leiten des Anregungslichts auf oder in eine
Probe, einen zweidimensional ortsaufldsenden
Detektor zum Nachweis von von der Probe abge-
strahltem Licht, einen Detektionsstrahlengang min-
destens mit einem Mikroskopobjektiv und einem Mul-
tilinsenarray zum Abbilden von von der Probe
abgestrahltem Licht auf den Detektor und eine
Steuer- und Auswerteeinheit zum Ansteuern der
Lichtquelle und des Detektors und zum Auswerten
der von dem Detektor erhaltenen Messdaten. Die
Steuer- und Auswerteeinheit ist dazu eingerichtet,
die Lichtquelle und den Detektor zur Aufnahme min-
destens eines Bilddatensatzes der Probe anzu-
steuern.

[0003] In der biomedizinischen Forschung werden
zunehmend Prozesse in Organen, Geweben und
Organismen untersucht. Zur schnellen Bildaufnahme
kommt zunehmend die Lichtfeldmikroskopie (LFM)
zum Einsatz. Die Lichtfeldmikroskopie hat den Vor-
teil, dass aus einer einzigen Kameraaufnahme, die
in der Regel innerhalb von Bruchteilen von Sekunden
erfolgt, ein Volumen mit einigen zehn bis hundert
Schnittbildern/z-Ebenen rekonstruiert werden kann.
Die mogliche Ausdehnung des beobachteten Volu-
mens in z-Richtung hangt dabei stark vom verwende-
ten Mikroskopobjektiv und insbesondere von dessen
numerischer Apertur ab.

[0004] Bei der Lichtfeldmikroskopie sind verschie-
dene Ausfiihrungsformen moglich. Bei der soge-
nannten Ortsraum-Lichtfeldmikroskopie wird in
einer zur Objektebene konjugierten Ebene im Detek-
tionsstrahlengang ein Multilinsenarray (MLA) ange-
ordnet. In dessen hinterer Brennebene, die dann
zur hinteren Brennebene des Mikroskopobjektivs
(BFP, back focal plane) optisch konjugiert ist, wird
dann mit einem Kamerasensor detektiert.

[0005] Eine fir die Mikroskopie intuitivere Methode
ist die sogenannte Fourier- Lichtfeldmikroskopie, bei
der das Multilinsenarray (MLA) in einer zur Pupillen-
ebene des Objektivs konjugierten Ebene angeordnet
ist. Die Detektion erfolgt wieder in der hinteren
Brennebene (BFP) des Multilinsenarrays. In diesem
Fall werden reale Abbilder des Probenvolumens als
Teilbilder innerhalb des aufgenommenen Kamerabil-
des erfasst, die aber jeweils zu unterschiedlichen
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parallaktischen Blickrichtungen auf die Probe geho-
ren. Wegen der Parallaxe bewirkt eine - gedachte -
axiale Verschiebung eines emittierenden Fluores-
zenzmolekils im Objektraum eine von der Position
der jeweils betrachtenden Linse abhangige laterale
Verschiebung des Signals auf dem Kamerasensor.

[0006] In der vorliegenden Anmeldung wird der
Begriff der Punktverteilungsfunktion verwendet.
Damit ist diejenige Intensitatsverteilung des Lichts
gemeint, in welche ein paralleles Strahlenbindel
von einer Linse, beispielsweise von einer Linse des
Multilinsenarrays, tberfuhrt wird. Fir diese Funktion
sind auch die Begriffe Punktverwaschungsfunktion,
Punktbildfunktion oder der englische Begriff Point-
Spread-Function (PSF) gelaufig.

[0007] Zur Rekonstruktion der strukturellen Volu-
meninformation aus den Rohdaten stehen verschie-
dene Algorithmen zur Verfiigung.

[0008] Bei einem ersten Algorithmus werden
zunachst alle Teilbilddaten aus dem Kamerabild zu
einem Bildstapel separiert, wobei jedes Teilbild die-
ses Stapels einer Blickrichtung auf die Probe ent-
spricht. Um den Bildinhalt einer bestimmten axialen
Probenebene zu berechnen, wird nun jedes Teilbild
dieses Stapels um die flr die gewahlte axiale Ebene
erwartete parallaktische Verschiebung verschoben.
Danach wird der so erzeugte Stapel zu einem Bild
einer z-Ebene aufsummiert. Um ein dreidimensiona-
les Bild zu erhalten, auch als 3D-Stapel bezeichnet,
wird dieses Verfahren dann fur die weiteren axialen
Probenebenen wiederholt und aus Bildern fiir die ein-
zelnen z-Ebenen wird dann ein dreidimensionales
Bild zusammengesetzt.

[0009] Der Nachteil dieses Verfahrens, das auch als
Shift&Sum-Verfahren (S&S) bezeichnet wird, ist,
dass Detailinformationen, insbesondere bei dichtbe-
setzten Proben, stark von Hintergrundsignal tGberla-
gert sein kénnen.

[0010] Bei einem ahnlichen Verfahren werden die
Teilbilder des Bildstapels jeweils in derselben Weise
wie beim Shift&Sum-Verfahren entsprechend der fir
die jeweils gewahlte axiale Ebene erwartete parallak-
tische Verschiebung verschoben. AnschlieRend wer-
den die Bilder des so erzeugten Stapels aber nicht
wie beim Shift&Sum-Verfahren fir eine z-Ebene auf-
summiert, sondern sie werden vielmehr multipliziert.
Dieses als Shift&Multiply-Verfahren bezeichnete Ver-
fahren liefert ebenfalls gute Ergebnisse flr Proben
mit relativ wenigen Emittern im Probenvolumen.

[0011] Die mithilfe des Shift&Sum- oder des
Shift&Multiply-Verfahrens gewonnenen dreidimen-
sionalen Bilder der Probe kdnnen gegebenenfalls
noch verbessert werden, indem eine Entfaltung mit
der gesamten Punktverteilungsfunktion (PSF) des
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Multilinsenarrays durchgefuhrt wird. Die gesamte
Punktverteilungsfunktion (PSF) des Multilinsenar-
rays setzt sich zusammen aus den Punktverteilungs-
funktionen der einzelnen Linsen des Multilinsenar-
rays.

[0012] Eine weitere wichtige Klasse von Verfahren
zur Rekonstruktion eines dreidimensionalen Bilds
der Probe gehen aus von der Betrachtung einer
Abbildungsfunktion, welche die Wirkung des abbild-
enden optischen Systems, hier: des Lichtfeldmikros-
kops, beschreibt und welche die gesuchte raumliche
(also dreidimensionale) Verteilung von Strahlungse-
mittern in ein zu beobachtendes Bild uberfuhrt. Die
Auswerteaufgabe besteht nun darin, zu dieser Abbil-
dungsfunktion die inverse Funktion aufzufinden, um
aus beobachteten Bilddaten die gesuchte raumliche
Verteilung von Strahlungsemittern zu erhalten. Zu
diesen Verfahren gehéren insbesondere Entfaltungs-
verfahren. Bei iterativen Entfaltungsverfahren, bei-
spielsweise unter Verwendung des Richardson-
Lucy-lterationsschemas, wird nicht direkt die inverse
Abbildungsfunktion ermittelt, sondern es wird iterativ
die Verteilung von Strahlungsemittern gesucht, die
bei Anwendung der Abbildungsfunktion am besten
zu den beobachteten Bilddaten passt.

[0013] Eine weitere Methode nutzt einen Joint
Deconvolution Ansatz (jDCV). Hierzu ist ebenso die
Kenntnis der Abbildungsfunktion, beispielsweise in
Form der Punktverteilungsfunktion (PSF), zu jeder
Mikrolinse notwendig und die Rechenzeiten sind
deutlich langer als etwa bei Shift&Sum-Verfahren.
Dafir erhalt man ein deutlich kontrastreicheres Bild.

[0014] AulRerdem kdnnen sogenannte Wiener-Ent-
faltungsverfahren (Wiener-Deconvolution) bei den
Rekonstruktionsverfahren zum Einsatz kommen,
um das Rauschen bei hohen Ortsfrequenzen zu
reduzieren.

[0015] Eine gattungsgemaRe Vorrichtung und Ver-
fahren zur Bildrekonstruktion sind beschrieben in
Vol. 27, No. 18 / 2 September 2019 / Optics Express
25573.

[0016] Eine Schwierigkeit bei Verfahren zur Rekon-
struktion der dreidimensionalen Bilder aus einem
gemessenen Bilddatensatz ist, dass bei bestimmten
Probenbedingungen Artefakte in den rekonstruierten
Objekten entstehen kdnnen.

[0017] Problematisch kann beispielsweise ein
Untergrundsignal mit niedrigen Ortsfrequenzen, ins-
besondere ein homogenes Untergrundsignal, sein.
Solch ein Untergrundsignal kann beispielsweise von
der Probe selbst kommen, zum Beispiel in Form von
Autofluoreszenzlicht von Gewebe und/oder Autofluo-
reszenzlicht eines Einbettmediums, in welchem die
zu untersuchende Probe eingebettet ist. Auch
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bestimmte Messaufbauten kénnen dazu neigen,
hohe Untergrundsignale zu liefern.

[0018] Weiterhin kdnnen starke Gradienten der Hel-
ligkeit in den Bilddaten die Rekonstruktionsverfahren
vor Schwierigkeiten stellen. Sodann kénnen Struktu-
ren, die sich mit der verwendeten Lichtfeld-Anord-
nung nicht eindeutig erfassen lassen, dazu flihren,
dass die Rekonstruktionsverfahren Artefakte liefern.
Beispiele dafir sind insbesondere Mehrdeutigkeiten
der Bilddaten, die daraus resultieren, dass in der
optischen Ubertragungsfunktion der Lichtfeld-Anord-
nung bestimmte Ortsfrequenzbereiche fehlen. Zum
Beispiel kann es Situationen geben, in denen sich
die Bilddaten fur eine Hohlkugel nicht von denjenigen
unterscheiden, die fur eine volle Kugel gewonnen
werden.

[0019] Darliber hinaus koénnen Strukturen der
Probe, die sich aullerhalb eines rekonstruierten
Volumens befinden, zu Artefakten fihren, etwa
durch Streulicht, welches von solchen aullerhalb lie-
genden Strukturen auf den Bereich des rekonstruier-
ten Volumens gestrahlt wird.

[0020] Es ist klar, dass auch Situationen, in denen
mehrere der angegebenen Bedingungen vorliegen,
problematisch sind.

[0021] Als Artefakte werden insbesondere Unter-
schwinger und Uberschwinger an steilen Intensitats-
kanten in der x-, y- und z-Richtung beobachtet. Sol-
che Phanomene werden auch als ,Ringing®
bezeichnet. Sodann findet man auch die Aufspaltung
von hellen Strukturen in den fokussierten Bereichen.
SchlieRlich werden Artefakte beobachtet, die aus
Strukturen des abgebildeten Objekts resultieren, die
in dem Objekt real aullerhalb des eventuell einge-
schrankten rekonstruierten Volumens liegen.

[0022] Als Aufgabe der Erfindung kann angesehen
werden, ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Licht-
feldmikroskopie anzugeben, mit denen die Rekon-
struktion eines dreidimensionalen Objekts, welches
die jeweils untersuchte Probe darstellt, verbessert
wird.

[0023] Diese Aufgabe wird durch das Verfahren mit
den Merkmalen des Anspruchs 1 und durch die Vor-
richtung mit den Merkmalen des Anspruchs 31
gelost.

[0024] Bei dem erfindungsgemalen Verfahren zur
Lichtfeldmikroskopie werden folgende Verfahrens-
schritte durchgeflhrt:

a) Messung eines Bilddatensatzes von einer
Probe mit einer Lichtfeldanordnung;

b) Erzeugen mindestens eines Teildatensatzes
aus dem Bilddatensatz;
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c) Rekonstruieren eines dreidimensionalen
Objekts aus dem im Schritt b) erzeugten Teilda-
tensatz.

[0025] Die Vorrichtung zur Lichtfeldmikroskopie mit
den oben angegebenen Merkmalen ist erfindungsge-
mafR dadurch weitergebildet, dass die Steuer- und
Auswerteeinheit aulRerdem dazu eingerichtet ist,
das erfindungsgemafe Verfahren durchzufihren.

[0026] Die erfindungsgemalie Vorrichtung zur Licht-
feldmikroskopie ist mithin zur Durchfiihrung des
erfindungsgemalen Verfahrens geeignet und einge-
richtet.

[0027] Bevorzugte Varianten des erfindungsgema-
3en Verfahrens werden im Folgenden, insbesondere
im Zusammenhang mit den abhangigen Ansprichen
und den Figuren erlautert.

[0028] Allgemeines Ziel der Lichtfeldmikroskopie ist
es, aus einem Bilddatensatz, der mit einer Kamera
gewonnen wurde, ein dreidimensionales Bild der
untersuchten Probe zu rekonstruieren. Die rekonst-
ruierten dreidimensionalen Bilder werden zur begriff-
lichen Trennung von den Bilddaten, die mit der
Kamera gewonnen werden, in der vorliegenden
Beschreibung und in den Ansprichen allgemein als
Objekte, insbesondere als dreidimensionale Objekte,
bezeichnet. Wenn ein rekonstruiertes Objekt nur
einen Teil der untersuchten Probe darstellte oder
nur einen Teil derjenigen Bereiche der untersuchten
Probe darstellt, fir die man sich interessiert, kann es
auch als Teilobjekt bezeichnet werden. Ein rekonst-
ruiertes Objekt, welches als finales Ergebnis der
Rekonstruktionsverfahren und mithin als Darstellung
der untersuchten Probe gelten kann, wird als Pro-
benobjekt oder, wenn es sich aus mehreren Teilob-
jekten zusammensetzt, auch als Gesamtobjekt
bezeichnet.

[0029] Als eine erste wesentliche Erkenntnis der
Erfindung kann angesehen werden, dass es zum
Vermeiden von Artefakten bei der Rekonstruktion
zweckmalig ist, die Bilddaten nicht unmittelbar so,
wie sie durch die Messung gewonnen werden, der
Rekonstruktion zuzuflihren, sondern vielmehr aus
einem gewonnenen Bilddatensatz mindestens
einen Teildatensatz zu erzeugen, abzuspalten oder
abzutrennen, fur den dann ein Objekt rekonstruiert
wird.

[0030] Das rekonstruierte Objekt kann beispiels-
weise ein Teilobjekt sein. Unter Verwendung des im
Schritt ¢) rekonstruierten dreidimensionalen Objekts
kann ein endglltiges dreidimensionales Objekt
erzeugt werden, welches die zu untersuchende
Probe darstellt. Dieses endgultige dreidimensionale
Objekt kann als Probenobijekt, finales Probenobjekt
oder als Gesamtobjekt bezeichnet werden.
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[0031] Es ist auch mdglich, dass das im Schritt c)
rekonstruierte dreidimensionale Objekt schon als
Darstellung der untersuchten Probe, also als Ender-
gebnis der Rekonstruktion und mithin als finales Pro-
benobjekt angesehen oder gewertet werden kann.

[0032] Unter dem Begriff des Teildatensatzes sollen
alle Teilmengen eines Bilddatensatzes aber auch
aus dem Bilddatensatz oder Teilen davon durch
Bearbeitung, beispielsweise Filterung, hervorgegan-
gene Datensatze verstanden werden.

[0033] Der Teildatensatz kann insbesondere mit der
MaRgabe aus dem Bilddatensatz erzeugt werden,
dass Artefakte beim Rekonstruieren eines endguilti-
gen dreidimensionalen Objekts, welches die untersu-
chende Probe darstellt, reduziert werden.

[0034] Mit dem erfindungsgemalfien Verfahren kon-
nen Artefakte deutlich reduziert werden. Aullerdem
kénnen die zur Verfiigung stehenden Rechnerres-
sourcen effektiver fur die Rekonstruktion der Probe-
nobjekte eingesetzt werden.

[0035] Das Anregungslicht ist elektromagnetische
Strahlung, insbesondere im sichtbaren Spektralbe-
reich und angrenzenden Bereichen. An das kontrast-
gebende Prinzip ist fiir die vorliegende Erfindung nur
insoweit eine Anforderung gestellt, als die Probe
infolge der Bestrahlung mit dem Anregungslicht
Emissionslicht abstrahlt und/oder das Anregungs-
licht ablenkt, streut oder zurtckstrahlt. Typischer-
weise ist das Emissionslicht Fluoreszenzlicht, wel-
ches die Probe, insbesondere dort vorhandene
Farbstoffmolekile, infolge der Bestrahlung mit dem
Anregungslicht abstrahlt oder abstrahlen.

[0036] Zum Bereitstellen des Anregungslichts kann
mindestens eine Lichtquelle, beispielsweise ein
Laser, vorhanden sein. Die spektrale Zusammenset-
zung des Anregungslichts kann, insbesondere zwi-
schen zwei oder mehr Farben, einstellbar sein. Das
Anregungslicht kann auch simultan polychromatisch
sein, beispielsweise wenn gleichzeitig unterschiedli-
che Farbstoffe nachgewiesen werden sollen.

[0037] Mit dem Begriff des Beleuchtungsstrahlen-
gangs werden alle optischen strahlfiihrenden und
strahlverdndernden Komponenten bezeichnet, bei-
spielsweise Linsen, Spiegel, Prismen, Gitter, Filter,
Blenden, Strahlteiler, Modulatoren, z.B. Spatial-
Light Modulatoren (SLM), mit denen und Uber welche
das Anregungslicht der Lichtquelle bis auf die zu
untersuchende Probe geleitet wird.

[0038] Die Beleuchtung der Probe kann Uber eine
Optik, insbesondere ein Mikroskopobjektiv, erfolgen,
welche nicht Teil des Detektionsstrahlengangs ist.
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[0039] Alternativ kann die Beleuchtung der Probe
Uber dasselbe Mikroskopobjektiv erfolgen, welches
auch Teil des Detektionsstrahlengangs ist.

[0040] Von der zu untersuchenden Probe infolge der
Bestrahlung mit dem Anregungslicht ausgesandtes
und/oder abgelenktes, beispielsweise gestreutes,
Licht wird als Emissionslicht bezeichnet und gelangt
Uber den Detektionsstrahlengang auf die Kamera.
Mit dem Begriff des Detektionsstrahlengangs werden
alle strahlfihrenden und strahlverdandernden opti-
schen Komponenten, beispielsweise Objektive, Lin-
sen, Spiegel, Prismen, Gitter, Filter, Blenden, Strahl-
teiler, Modulatoren, z.B. Spatial-Light Modulatoren
(SLM), bezeichnet, mit denen und Uber welche das
Emissionslicht von der zu untersuchenden Probe bis
auf den Detektor geleitet wird.

[0041] Der Detektor ist ein hinreichend schneller
optischer Detektor mit einer zweidimensional orts-
aufldsenden Sensorflache. Der Detektor kann insbe-
sondere eine Kamera, insbesondere mit einem CCD-
, SCMOS-, CMOS- oder SPAD-Kamera-Chip sein.

[0042] Das Multilinsenarray dient dazu, von einer
Probe abgestrahltes Licht auf den Detektor abzubil-
den. Der Detektor kann dabei zwar bevorzugt in einer
Brennebene der Linsen des Multilinsenarrays oder
jedenfalls in der Nahe dieser Brennebene angeord-
net sein. Dieses ist aber zur Verwirklichung der vor-
liegenden Erfindung nicht unbedingt notwendig. Die
Abbildung kann in diesem Sinn auch unscharf sein.
Notwendig ist nur, dass das Multilinsenarray in einer
definierten und bekannten Relativposition zu dem
zweidimensional ortsauflésenden Detektor angeord-
net ist.

[0043] Mit dem Begriff der Steuereinheit werden alle
Hardware- und Softwarekomponenten bezeichnet,
die mit den Komponenten des erfindungsgemafen
Mikroskops zu dessen bestimmungsgemaler Funk-
tion zusammenwirken. Insbesondere kann die
Steuereinheit eine Recheneinrichtung, beispiels-
weise einen PC, und eine Kamerasteuerung aufwei-
sen, die zum schnellen Auslesen von Messsignalen
in der Lage ist.

[0044] Die Rechnerressourcen der Steuer- und Aus-
werteeinheit kdnnen auf mehrere Rechner und gege-
benenfalls auf ein Rechnernetz, insbesondere auch
Uber des Internet, verteilt sein. Die Steuer- und Aus-
werteeinheit kann insbesondere Ubliche Bedie-
nungs- und Peripheriegerate aufweisen, wie Maus,
Tastatur, Bildschirm, Speichermedien, Joystick,
Internetverbindung. Die Steuer und Auswerteeinheit
kann insbesondere die Bilddaten von dem Detektor
einlesen.

[0045] Die Rekonstruktion der dreidimensionalen
Objekte aus einem aufgenommenen Bild der unter-
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suchten Probe unter Verwendung von Parametern
der Lichtfeldanordnung, wie numerische Apertur
des Mikroskopobjektivs, optische Parameter des
Multilinsenarrays, wird durch die Steuer- und Aus-
werteeinheit ausgefuhrt.

[0046] An das Mikroskopobijektiv ist keine beson-
dere Anforderung gestellt. Es kann insbesondere
ein Immersionsobjektiv sein.

[0047] Das erfindungsgemafle Verfahren und die
erfindungsgemafle Vorrichtung eignen sich grund-
satzlich fir jede Art von Proben, die zuganglich sind
fur die Untersuchung mit Lichtfeldmikroskopie.

[0048] Die mit dem Lichtfeldmikroskop aufgenom-
menen Bilder umfassen jeweils einen Satz von Teil-
bildern. Die Teilbilder sind diejenigen Bilder, die von
einer einzelnen Linse des Multilinsenarrays auf dem
zweidimensional ortsauflosenden Detektor erzeugt
werden. Die Anzahl der Teilbilder entspricht also der
Anzahl der genutzten Linsen des Multilinsenarrays.
Das Multilinsenarray kann beispielsweise 37 oder
89 Linsen aufweisen.

[0049] Die von dem Detektor bei einer Messung
erhaltenen Bilddaten kdénnen zwar als eine der
Anzahl der genutzten Linsen des Multilinsenarrays
entsprechende Anzahl von Teilbildern aufgefasst
und als solche ausgewertet werden. Das gesamte
von dem Detektor gemessene Bild, das als Gesamt-
bild bezeichnet werden kann, kann aber auch als ein
einzelnes Bild mit einer entsprechenden Anzahl von
Bildbereichen aufgefasst werden. Die Auswertung
der Bildinformation und Rekonstruktion der Volumen-
struktur der Probe kann auf Basis von einigen oder
allen Teilbildern oder auf Basis des Gesamtbilds
erfolgen. Moglich ist auch, dass nur Ausschnitte von
allen oder nur einigen Teilbildern fiir die Auswertung
berucksichtigt werden.

[0050] Die Lichtfeldmikroskopie kann als Fluores-
zenzmikroskopie durchgefihrt werden und als Licht-
quellen werden dann bevorzugt Lichtquellen, insbe-
sondere Laser, verwendet, die zur
Fluoreszenzanregung der Farbstoffe, mit denen die
zu untersuchenden Proben prépariert wurden, geeig-
net sind.

[0051] Bei einer besonders vorteilhaften Ausfih-
rungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung ist
das Multilinsenarray in einer zur hinteren Brenn-
ebene des Mikroskopobjektivs optisch konjugierten
Ebene (Pupillenebene) angeordnet. Die zu den ein-
zelnen Linsen gehdrenden Teilbilder entsprechen
dann Bildern der Probe aus unterschiedlichen paral-
laktischen Winkeln. Bei dieser als Fourier-Lichtfeld-
mikroskopie bezeichneten Variante sind die Teilbilder
anschaulich verstandlich. Die vorliegende Erfindung
ist aber nicht auf die Fourier-Lichtfeldmikroskopie
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beschrankt. Vielmehr kann fir das erfindungsge-
maRe Verfahren und die erfindungsgemafe Vorrich-
tung die als Ortsraum-Lichtfeldmikroskopie bezeich-
nete Variante zum Einsatz kommen, bei der das
Multilinsenarray in einer zu einer Ebene der Probe
optisch konjugierten Ebene (Zwischenbildebene)
angeordnet ist.

[0052] Mdglich sind aulRerdem Anordnungen und
Verfahrensvarianten, bei denen sich das Multilinse-
narray weder in einer Zwischenbildebene noch in
einer Pupillenebene befindet. Die mit solchen Anord-
nungen erhaltenen Bilddaten enthalten grundsatzlich
dieselbe Information wie bei der Ortsraum-Lichtfeld-
mikroskopie und der Fourier-Lichtfeldmikroskopie.
Die Verfahren zur Rekonstruktion eines dreidimen-
sionalen Bilds der Probe missen dann unter Verwen-
dung der jeweils bestehenden geometrischen Para-
meter des Abbildungssystems, insbesondere der
Relativposition des Multilinsenarrays zu einer Zwi-
schenbildebene und/oder einer Pupillenebene,
angepasst werden.

[0053] Ob und inwieweit Artefakte bei der Rekon-
struktion vermieden werden koénnen, hangt im Ein-
zelnen spezifisch von den Verfahren ab, welche
zum Erzeugen des Teildatensatzes verwendet wer-
den. Grundsatzlich kann der im Schritt b) erzeugte
Teildatensatz so erzeugt werden, dass er im Hinblick
auf interessierende Probenbereiche im Wesentli-
chen erwiinschte Anteile enthalt. Eine Rekonstruk-
tion eines solchen Teildatensatzes wiirde dann ein
Objekt liefern, welches einem finalen Probenobjekt
schon vergleichsweise ahnlich ist oder, gegebenen-
falls, sogar schon als finales Probenobjekt gewertet
werden kann. Es ist aber auch moglich, den Teilda-
tensatz zunachst so zu erzeugen, dass er im Hinblick
auf interessierende Probenbereiche im Wesentli-
chen unerwiinschte Anteile enthalt. Auf dem Weg
zur Rekonstruktion eines finalen Probenobjekts sind
dann neben der Rekonstruktion fiir einen solchen
Teildatensatz weitere Verfahrensschritte notwendig.
Schliel3lich ist es auch mdglich, einen Teildatensatz
im Schritt b) so zu generieren, dass er im Hinblick auf
interessierende Probenbereiche, gegebenenfalls in
gleicher oder ahnlicher GréRenordnung, sowohl
erwlinschte als auch unerwiinschte Anteile enthalt.

[0054] Beibevorzugten Varianten des erfindungsge-
mafen Verfahrens erfolgt das Erzeugen des mindes-
tens einen Teildatensatzes durch eine Zerlegung des
Bilddatensatzes in eine Mehrzahl von Teildatensat-
zen. In der Praxis hat sich gezeigt, dass es schon
ausreichend sein kann, wenn der Bilddatensatz in
genau zwei Teildatensatze zerlegt wird.

[0055] Beispielsweise kann der gemessene Bildda-
tensatz als Summe oder eine andere Verknipfung
von Teildatensatzen darstellbar sein.

6/22

2024.04.25

[0056] Wenn aus einem gemessenen Bilddatensatz
Daten abgetrennt werden, sei es im Ortsraum, bei-
spielsweise wenn Daten von den Bilddatensatz sub-
trahiert werden, oder im Raum der Ortsfrequenzen,
beispielsweise bei einer Filterung, kann der verblei-
bende Teilbilddatensatz als Restbilddatensatz
bezeichnet werden.

[0057] Die Ringing-Artefakte entstehen insbeson-
dere, wenn die Probe einen, beispielsweise konstan-
ten Untergrund oder Hintergrund zeigt. Im Rahmen
der Arbeiten, die zu der vorliegenden Erfindung
gefihrt haben, konnte gezeigt werden, dass das
Rekonstruktionsergebnis, mithin die rekonstruierten
Objekte, deutlich weniger Ringing-Artefakte aufwei-
sen, wenn bei dem gemessenen Bilddatensatz vor
Anwendung eines Rekonstruktionsverfahrens der
Hintergrund von dem Gesamtsignal abgetrennt
wird. Beispielsweise kann zum Abtrennen von Hin-
tergrundsignal eine Filterung des Bilddatensatzes
oder eines Restbilddatensatzes durchgefihrt wer-
den. Filterung ist hier zu verstehen als eine Manipu-
lation des Spektrums der Ortsfrequenzen des Bildda-
tensatzes, d. h. ein Bilddatensatz oder
Restbilddatensatz wird im Raum der Ortsfrequenzen
manipuliert. Andere Verfahren sind mdglich, insbe-
sondere konnen die Daten auch direkt im Ortsraum
manipuliert werden.

[0058] Beispielsweise kann ein Teildatensatz
erzeugt werden, indem auf den gemessenen Bildda-
tensatz oder einen Restbilddatensatz mindestens
eines der folgenden Verfahren angewendet wird:

* Hochpassfilterung;

* Tiefpassfilterung;

» Bandpassfilterung;

* Rolling-Ball-Algorithmus;

* Filterung mit Wavelet-Filter;

* Algorithmus zur Bestimmung des konstanten
oder sich ortlich andernden Hintergrundsignals
im Ortsraum

[0059] Beispielsweise kann der Bilddatensatz oder
ein Restbilddatensatz in mindestens zwei, gegebe-
nenfalls teilweise Uberlappende, Frequenzbander
der Ortsfrequenzen zerlegt werden. In der Praxis
hat sich gezeigt, dass es schon ausreichend sein
kann, den Bilddatensatz in zwei Frequenzbander zu
zerlegen.

[0060] Alternativ oder erganzend kann zur Erzeu-
gung eines Teildatensatzes eine Offset-Funktion
von dem Bilddatensatz oder einem Restbilddaten-
satz subtrahiert werden. Dieses Verfahren ist eben-
falls zur Entfernung eines Hintergrunds besonders
geeignet.
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[0061] Die Offset-Funktion kann insbesondere lokal
im Bild unterschiedliche Werte aufweisen, das heil3t
in Abhangigkeit der x- und y-Koordinate kann ein
unterschiedlicher Offset subtrahiert werden.

[0062] Beispielsweise kann die Offset-Funktion fir
mindestens zwei Teilbilder, insbesondere fir meh-
rere oder alle Teilbilder des gemessenen Bilddaten-
satzes oder eines Restbilddatensatzes, jeweils einen
konstanten Wert aufweisen. Der Wert des Offsets
kann durch Bildauswertung, insbesondere individuell
fur jedes der Teilbilder, bestimmt werden.

[0063] Grundsatzlich muss im Auge behalten wer-
den, dass bei jeder Filterung und/oder Subtraktion
eines Offsets auch Messinformation, die von der
Probe stammt, verlorengeht. Je nachdem welcher
Natur die untersuchten Probe ist, kann das uner-
wiuinscht sein.

[0064] Die unterschiedlichen Algorithmen zur
Rekonstruktion von dreidimensionalen Objekten
sind flr unterschiedliche Probenbedingungen jeweils
unterschiedlich anfallig fir bestimmte Bildartefakte in
den rekonstruierten Objekten. Es hat sich zum Bei-
spiel gezeigt, dass Proben mit homogenem Unter-
grund mehr Artefakte erzeugen als Proben ohne
Untergrundsignal. Andererseits ist bei Bilddaten mit
vergleichsweise geringem Kontrast, im Wesentlichen
unabhangig von der Hohe eines Untergrundsignals,
die Ausbildung von Artefakten eher gering.

[0065] Es kann deshalb zweckmafig sein, den
gemessenen Bilddatensatz in mehrere Teildaten-
satze zu zerlegen, die jeweils einen unterschiedli-
chen Bildkontrast aufweisen.

[0066] Wichtig ist generell, dass samtliche hier
beschriebenen Verfahren zur Erzeugung von Teilda-
tensatzen und zur Zerlegung eines gemessenen
Bilddatensatzes in mehrere Teildatensatze miteinan-
der kombiniert werden kénnen und, wo zweckmaRig,
parallel oder sequenziell durchgefihrt werden
kénnen.

[0067] Grundsatzlich kann es schon ausreichen,
aus einem einzigen Teildatensatz ein dreidimensio-
nales Objekt zu rekonstruieren, welches dann als
finales Probenobjekt gewertet wird. Bei einer
Variante des erfindungsgemafen Verfahrens wird
mithin mindestens aus einem und insbesondere aus
allen Teildatensatzen jeweils ein dreidimensionales
Teilobjekt rekonstruiert.

[0068] Ein dreidimensionales Gesamtobjekt, insbe-
sondere ein die untersuchte Probe darstellendes
finales Probeobjekt, kann erhalten werden, indem
mindestens zwei Teilobjekte, die aus zwei unter-
schiedlichen aus dem gemessenen Bilddatensatz
erzeugten Teildatensatzen rekonstruiert wurden, mit-
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einander kombiniert werden. Dabei geht weniger
Information der Probe verloren und Artefakte, bei-
spielsweise Ringing-Artefakte, konnen gleichwohl
reduziert werden.

[0069] Grundsatzlich kann aus jedem der Teildaten-
satze mit demselben Rekonstruktionsverfahren ein
Teilobjekt rekonstruiert werden. Es kann aber zweck-
mafig sein, dass jeweils zum Einsatz kommende
Rekonstruktionsverfahren in Abhangigkeit des jewei-
ligen Teildatensatzes auszuwahlen. Bevorzugte
Varianten des erfindungsgemaRen Verfahrens zeich-
nen sich also dadurch aus, dass die Rekonstruktion
fur mindestens zwei Teildatensatze, insbesondere
fur alle Teildatensatze, mit jeweils unterschiedlichen
Rekonstruktionsverfahren oder mit demselben
Rekonstruktionsverfahren unter Verwendung unter-
schiedlicher Parameter, wie beispielsweise unter-
schiedliche rdumliche Auflésung, durchgefuhrt wird.

[0070] Bei weiteren bevorzugten Ausgestaltungen
des erfindungsgemalRen Verfahrens werden aus
mindestens zwei Teildatensatzen oder aus allen Teil-
datensatzen sequenziell oder parallel jeweils dreidi-
mensionale Teilobjekte rekonstruiert.

[0071] Bei einer besonders bevorzugten Variante
des erfindungsgemaRen Verfahrens ist eine raumli-
che Auflésung, mit welcher eine Rekonstruktion fir
einen bestimmten Teildatensatz durchgefihrt wird,
umso hoher, je hdher die in dem jeweiligen Teildaten-
satz enthaltenen Ortsfrequenzen sind. Die raumliche
Auflésung wird auch als Sampling bezeichnet. Je
geringer die raumliche Auflosung gewahlt wird,
umso geringer ist auch der Rechenaufwand.

[0072] Zur Rekonstruktion eines dreidimensionalen
Objekts aus einem Teildatensatz kann mindestens
eines der folgenden Verfahren angewendet werden:

 Shift&Sum-Verfahren;
+ Shift&Multiply-Verfahren;

» Wiener-Entfaltung oder Lucy Richardson Ent-
faltung in Kombination mit Shift&Sum oder
Shift&Multiply-Verfahren;

* Lucy-Richardson-Entfaltung;

« Joint oder Multi-View Lucy-Richardson-Entfal-
tung;

» Single-Value-Decomposition-Verfahren, insbe-
sondere in Kombination mit einer Regularisie-
rung (z.B. inverse Filterung mit Tikhonov Regu-
larisierung);

« Entfaltung mit Punktverwaschungsfunktionen,
die insbesondere Streulichtanteile enthalten
kdonnen.
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[0073] Auch Verfahren unter Verwendung von
kinstlicher Intelligenz und neuronalen Netzen kén-
nen zum Einsatz kommen.

[0074] Samtliche hier beschriebenen Varianten zur
Rekonstruktion von dreidimensionalen Objekten
aus Teildatensatzen kénnen miteinander kombiniert
werden.

[0075] Die Kombination von dreidimensionalen Teil-
objekten zu einem dreidimensionalen Gesamtobjekt
kann insbesondere bewerkstelligt werden durch eine
Uberlagerung von mindestens zwei dreidimensiona-
len Teilobjekten, die jeweils durch Rekonstruktion
aus verschiedenen Teildatensatzen des Bilddaten-
satzes hervorgehen.

[0076] Beispielsweise kann zum Uberlagern der
Teilobjekte zu dem Gesamtobjekt mindestens eines
der folgenden Verfahren durchgefiihrt werden:

+ Addition der Teilobjekte im Ortsraum;

» gewichtete Addition der Teilobjekte im Orts-
raum;

* Multiplikation der Teilobjekte im Ortsraum;

» gewichtete Multiplikation der Teilobjekte im
Ortsraum;

+ Addition der Teilobjekte im Raum der Ortsfre-
quenzen;

» gewichtete Addition der Teilobjekte im Raum
der Ortsfrequenzen.

[0077] Eine Addition von Teilobjekten im Raum der
Ortsfrequenzen entspricht einer Uberlagerung oder
Uberblendung von Frequenzbandern. In der Praxis
hat sich gezeigt, dass dabei schon mit zwei Fre-
quenzbandern gute Resultate erreicht werden. Die
Frequenzbander koénnen insbesondere teilweise
Uberlappen. Die Addition von Teilobjekten kann eine
gewichtete Addition sein, bei der die einzelnen Sum-
manden jeweils mit einem individuellen Gewicht-
ungsfaktor gewichtet werden. Diese Faktoren kon-
nen so gewahlt werden, dass ihre Summe gleich 1
ist.

[0078] Ein wichtiger Sachverhalt bei der Erzeugung
eines Teildatensatzes aus einem gemessenen Bild-
datensatz beziehungsweise bei dessen Zerlegung in
eine Mehrzahl von Teildatensatze ist, dass die Teil-
datensatze moglicherweise insoweit inkonsistent
sind, als kein reales dreidimensionales Objekt exis-
tiert, fir welches eine Lichtfeld-Abbildung den
betreffenden Teildatensatz liefert.

[0079] Bei einer weiteren Gruppe von vorteilhaften
Ausfihrungsvarianten des erfindungsgemafen Ver-
fahrens werden Effekte solcher Inkonsistenzen redu-
ziert, indem die Teildatensatze jeweils unter Wah-
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rung der Konsistenz erzeugt werden. Insbesondere
ist es dann auch mdglich, ein Gesamtobjekt aus Teil-
objekten zusammenzusetzen oder zu kombinieren,
welche jeweils aus konsistenten Teildatensatzen
rekonstruiert wurden. Artefakte kénnen auf diese
Weise deutlich reduziert werden.

[0080] Bevorzugt konnen folgende Verfahrens-
schritte durchgeflhrt werden: im Schritt c) wird aus
einem Teildatensatz ein Teilobjekt rekonstruiert, fur
dieses Teilobjekt wird ein Lichtfeld-Bilddatensatz
simuliert, der simulierte Lichtfeld-Bilddatensatz wird
mit dem Teildatensatz verglichen und danach wird
mindestens einer der folgenden Schritte durch-
gefiuhrt:

* Abspeichern eines Ergebnisses des Ver-
gleichs;

* Ausgeben und/oder Anzeige des Ergebnisses
des Vergleichs an einen Benutzer;

* Erzeugen einer Empfehlung an einen Benutzer
in Abhangigkeit des Ergebnisses des Vergleichs
hinsichtlich weiterer Schritte zur Rekonstruktion
eines Objekts;

+ Andern der Erzeugung des Teildatensatzes im
Schritt b).

[0081] Eventuelle Inkonsistenzen des Teildatensat-
zes fuhren dazu, dass der simulierte Lichtfeld-Bildda-
tensatz nicht vollstdndig mit dem Teildatensatz, aus
dem der simulierte Lichtfilter-Bilddatensatz hervor-
geht, Ubereinstimmt. Unterschiede zwischen dem
urspringlichen Teildatensatz und dem simulierten
Lichtfeld-Bilddatensatz werden bei dem Vergleich
ermittelt und koénnen als Maly fir die Konsistenz
oder Inkonsistenz des jeweiligen Teildatensatzes
herangezogen werden.

[0082] Weil die optische Transferfunktion, insbeson-
dere die Punktverwaschungsfunktionen des Mikro-
skopobjektivs und der Linsen des Multilinsenarrays,
gut bekannt sind, ist die Simulation des Lichtfeld-
Bilddatensatzes mit sehr guter Genauigkeit moglich.
Wichtig ist, dass der Lichtfeld-Bilddatensatz, der
durch solch eine Simulation entsteht, konsistent ist,
wenn das Objekt, fir welches die Simulation durch-
gefihrt wird, mindestens theoretisch méglich ist. Der
Konsistenz des simulierten Datensatzes ist es aber
nicht abtraglich, wenn das Objekt zwar theoretisch
mdglich ist, als solches aber nicht plausibel ist, bei-
spielsweise weil es in der Natur nicht vorkommende
Strukturen aufweist.

[0083] Fur den Vergleich kdnnen grundsatzlich
bekannte Verfahren zum Einsatz kommen, wie bei-
spielsweise Bildkorrelation, Summe der quadrati-
schen Abweichungen. Die Empfehlungen an einen
Benutzer kénnen insbesondere Vorschlage zur Ver-
anderung von Verfahrensvarianten oder Verfahrens-
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parametern im Hinblick auf die Rekonstruktion eines
Teilobjekts und insbesondere im Hinblick auf die
Rekonstruktion eines finalen Probenobjekts betref-
fen. Insbesondere koénnen die Empfehlungen die
Erzeugung des Teildatensatzes im Schritt b) betref-
fen, so dass im Hinblick auf die Rekonstruktion eines
Teilobjekts und insbesondere die Rekonstruktion
eines finalen Probenobjekts Verbesserungen
erreicht werden.

[0084] Bei einem weiteren bevorzugten Ausflih-
rungsbeispiel des erfindungsgemallen Verfahrens
werden die folgende Schritte

* Erzeugen eines Teildatensatzes;

Rekonstruieren eines Objekts aus dem
erzeugten Teildatensatz;

» Simulieren eines Lichtfeld-Bilddatensatzes aus
dem rekonstruierten Objekt;

 Vergleichen des simulierten Lichtfeld-Bildda-
tensatzes mit dem Teildatensatz;

+ Andern der Erzeugung des Teildatensatzes im
Schritt b)

mehrmals hintereinander durchgefiihrt, bis ein
Ergebnis-Teildatensatz erreicht ist, fir den der Ver-
gleich mit dem simulierten Lichtfeld-Bilddatensatz
eine hinreichend gute Ubereinstimmung liefert.

[0085] Fur den so ermittelten Ergebnis-Teildaten-
satz und/oder fir denjenigen Teildatensatz, der dem
urspringlichen Bilddatensatz abziglich des Ergeb-
nis-Teildatensatzes entspricht, kann dann ein Objekt
rekonstruiert werden.

[0086] Artefakte kénnen schon deutlich reduziert
werden, wenn die zu rekonstruierenden Teildaten-
satze geeignet erzeugt beziehungsweise die fir die
Erzeugung der Teildatensatze anzuwendenden Ver-
fahren geeignet gewahlt werden. Es ist aber auch
moglich, Teildatensatze und/oder rekonstruierte
Objekte gezielt im Hinblick auf Artefakte zu untersu-
chen. Dabei erhaltene Informationen, kbnnen einer-
seits verwendet werden, um die Erzeugung des
jeweiligen Teildatensatzes zu verandern. Teildaten-
satze und/oder rekonstruierte Objekte kdnnen aber
auch gezielt verandert oder korrigiert werden. Bei
einer vorteilhaften Variante des erfindungsgemafen
Verfahrens werden beispielsweise folgende Verfah-
rensschritte durchgeflihrt: in einem dreidimensiona-
len Objekt, welches aus einem Teildatensatz
rekonstruiert wird, werden Objektbereiche gesucht,
die auf Artefakte der Rekonstruktion hindeuten, und
danach wird mindestens einer der folgenden Schritte
ausgefihrt:

» Abspeichern von gefundenen Objektberei-
chen;
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» Ausgeben und/oder Anzeigen der gefundenen
Objektbereiche an einen Benutzer;

* Erzeugen und Ausgeben und/oder Anzeigen
einer Empfehlung an einen Benutzer in Abhan-
gigkeit der gefundenen Objektbereiche betref-
fend weitere Schritte zur Rekonstruktion eines
Objekts oder finalen Probenobjekts;

» Korrigieren der gefundenen Objektbereiche,
die auf Artefakte der Rekonstruktion hindeuten.

[0087] Anhand von ausgegebenen oder angezeig-
ten Objektbereichen kann ein Benutzer manuell das
Objekt korrigieren. Das Ausgeben und/oder Anzei-
gen der gefundenen Objektbereiche kann dem
Benutzer auch relevante Informationen zur Verfi-
gung stellen, anhand deren der Benutzer Verfah-
rensparameter verdndern kann fur die Erzeugung
der Teildatensatze und/oder deren Rekonstruktion
zur Verbesserung letzten Endes der Rekonstruktion
eines finalen Probenobjekts. Ebenso kdnnen die
Empfehlungen an den Benutzer betreffen: Korrekt-
uren in den gefundenen Objektbereichen, Anderun-
gen von Parametern der Verfahren zur Erzeugung
der Teildatensatze und/oder der Verfahren zu deren
Rekonstruktion alles zur Verbesserung der Rekon-
struktion eines finalen Probenobjekts. Moglich ist
auch, dass solche Anderungen von Verfahrenspara-
metern und/oder Korrekturen des Objekts automa-
tisch vorgenommen werden.

[0088] Als Objektbereiche, die auf Artefakte hindeu-
ten, kénnen beispielsweise solche Pixel des Objekts
gewertet werden, deren Bildwerte auflerhalb von
festzulegenden Werteintervallen liegen. Mdglich ist
zum Beispiel, dass Pixel des Objekts, deren Bild-
werte kleiner als null oder grofier als ein Schwellwert
sind, als Objektbereiche gewertet werden, die auf
Artefakte hindeuten.

[0089] Ein korrigiertes Objekt kann beispielsweise
erzeugt werden, indem Pixel, deren Bildwerte aulRer-
halb von festzulegenden Werteintervallen liegen, ins-
besondere Pixel, mit negativen Bildwerten, in dem
dreidimensionalen Objekt auf festzulegende Werte,
insbesondere auf Null, gesetzt werden. Dieses kann
automatisch oder manuell, gegebenenfalls fir nur
einige der gefundenen Objektbereiche, durch einen
Benutzer, durchgefiihrt werden.

[0090] ZweckmaRig kann auch sein, auf ein, gege-
benenfalls korrigiertes, Objekt zur Reduzierung von
nicht plausiblen Strukturen, beispielsweise von
besonders scharfen Kanten, weitere Algorithmen
auf das betreffende Objekt zu dessen weiterer Kor-
rektur anzuwenden. Beispielsweise kann eine
Weichzeichnerfunktion angewendet werden.

[0091] Bei weiteren bevorzugten Ausgestaltungen
des erfindungsgemaRen Verfahrens konnen die fol-
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genden Verfahrensschritte durchgefihrt werden:
Zunachst wird aus einem gemessenen Bilddatensatz
ein Teildatensatz erzeugt, wobei das grundsatzlich
unter Einsatz von jedem der hier beschriebenen Ver-
fahren durchgefiihrt werden kann. Aus dem erzeug-
ten Teildatensatz wird ein dreidimensionales Objekt
rekonstruiert. Gegebenenfalls kénnen an diesem
Objekt, wie vorstehend beschrieben, Korrekturen
durchgefiihrt werden. Fir das, insbesondere korri-
gierte, dreidimensionale Objekt wird sodann ein
Lichtfeld-Bilddatensatz simuliert. Aus den oben
beschriebenen Griinden ist dieser Lichtfeld-Bildda-
tensatz immer konsistent. Sodann wird ein Differenz-
datensatz berechnet durch Bilden der Differenz zwi-
schen dem gemessenen Bilddatensatz und dem
simulierten Lichtfeld-Bilddatensatz. Weil die Licht-
feld-Abbildung eine lineare Abbildung ist und weil
der simulierte Lichtfeld-Bilddatensatz konsistent ist,
wird auch der Differenzdatensatz konsistent sein,
wenn der urspringlich gemessene Bilddatensatz
konsistent ist.

[0092] Bevorzugt kénnen in dem Differenzdatensatz
wiederum Bildbereiche gesucht werden, die auf
Artefakte der Rekonstruktion hindeuten und
anschlieBend kann mindestens einer der folgenden
Schritte ausgeflihrt werden:

» Abspeichern von gefundenen Bildbereichen;

» Ausgeben und/oder Anzeigen der gefundenen
Bildbereiche an einen Benutzer;

» Erzeugen und Ausgeben und/oder Anzeigen
einer Empfehlung an einen Benutzer in Abhan-
gigkeit der gefundenen Objektbereiche betref-
fend weitere Schritte zur Rekonstruktion eines
Objekts, insbesondere eines finalen Probenob-
jekts;

* Korrigieren der gefundenen Bildbereiche, die
auf Artefakte der Rekonstruktion hindeuten.

[0093] Anhand von ausgegebenen oder angezeig-
ten Bereichen des Differenzdatensatzes kann ein
Benutzer den Differenzdatensatz manuell korrigie-
ren. Das Ausgeben und/oder Anzeigen von gefunde-
nen Bereichen des Differenzdatensatzes kann dem
Benutzer auch relevante Informationen zur Verfu-
gung stellen, anhand deren Verfahrensparameter
verandert werden kdnnen fir die Erzeugung der Teil-
datenséatze und/oder deren Rekonstruktion zur Ver-
besserung letzten Endes der Rekonstruktion eines
finalen Probenobjekts. Ebenso kénnen die Empfeh-
lungen an den Benutzer betreffen: mogliche Korrekt-
uren in den gefundenen Bereichen des Differenzda-
tensatzes, Anderungen von Parametern der
Verfahren zur Erzeugung der Teildatensatze und/o-
der der Verfahren zu deren Rekonstruktion alles zur
Verbesserung der Rekonstruktion eines finalen Pro-
benobjekts. Mdglich ist auch, dass solche Anderun-
gen von Verfahrensparametern und/oder Korrekt-
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uren des Differenzdatensatzes  automatisch

vorgenommen werden.

[0094] Als Bildbereiche, die auf Artefakte hindeuten,
kénnen solche Pixel des Differenzdatensatzes
gewertet werden, deren Bildwerte auflerhalb von
festzulegenden Werteintervallen liegen, beispiels-
weise groRer als ein Schwellwert oder kleiner als
Null sind.

[0095] Ein korrigierter Differenzdatensatz kann bei-
spielsweise erzeugt werden, indem Pixel, deren Bild-
werte auerhalb von festzulegenden Werteinterval-
len liegen, insbesondere Pixel mit negativen
Bildwerten, in dem Differenzdatensatz manuell oder
automatisch auf festzulegende Werte, insbesondere
auf Null, gesetzt werden.

[0096] In vergleichbarer Weise wie bei der Korrektur
eines rekonstruierten Objekts kann es auch hier
zweckmafig sein, auf einen, gegebenenfalls korri-
gierten, Differenzdatensatz zur Reduzierung von
nicht plausiblen Strukturen, beispielsweise von
besonders scharfen Kanten, weitere Algorithmen
auf den betreffenden Differenzdatensatz zu dessen
weiterer Korrektur anzuwenden. Beispielsweise
kann eine Weichzeichnerfunktion auf den Differenz-
datensatz angewendet werden.

[0097] Aus dem, gegebenenfalls korrigierten, Diffe-
renzdatensatz kann dann ein Teilobjekt rekonstruiert
werden, welches als Rest-Teilobjekt bezeichnet wer-
den kann. Dieses Rest-Teilobjekt reprasentiert die
restlichen Anteile des ursprunglichen Bilddatensat-
zes, die bei der urspringlichen Erzeugung des Teil-
datensatzes nicht abgespalten wurden. Fur die
Rekonstruktion des Teilobjekts aus dem Differenzda-
tensatz kdnnen grundsatzlich alle hier beschriebe-
nen Rekonstruktionsverfahren zur Anwendung kom-
men.

[0098] Oben wurden Verfahrensvarianten beschrie-
ben, bei denen ein einziger Teildatensatz aus dem
gemessenen Bilddatensatz erzeugt oder abgespal-
ten wird, aus diesem Teildatensatz sodann ein Teil-
objekt rekonstruiert wird und anschlieRend aus dem
Restbilddatensatz ein weiteres Teilobjekt rekonst-
ruiert wird, welches die restliche Bildinformation
reprasentiert. Es ist aber auch mdglich, von vornhe-
rein mehrere Teildatensatze zu erzeugen, wobei die
jeweiligen Verfahren zur Erzeugung der Teildaten-
satze sowohl auf den urspriinglich gemessenen Bild-
datensatz als auch auf die jeweils verbleibenden
Restbilddatensatze angewendet werden kbénnen.

[0099] Wenn nach der Rekonstruktion eines Teilob-
jekts ein aus einer Simulation gewonnener Lichtfeld-
Bilddatensatz von dem urspringlich gemessenen
Bilddatensatz oder einem Restbilddatensatz abgezo-
gen werden soll, hatte sich zum Vermeiden von Arte-
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fakten als zweckmafRig erwiesen, dass zuerst Teilob-
jekte aus Teildatensatzen rekonstruiert werden, die
niedrigere Ortsfrequenzen enthalten, und dass
anschlielend nach und nach Teilobjekte aus Teilda-
tensatzen rekonstruiert werden, die zunehmend
héhere Ortsfrequenzen enthalten. Es hat sich
gezeigt, dass das Subtrahieren von hochfrequenter
Bildinformation aus dem gemessenen Bilddatensatz
leicht Artefakte insoweit erzeugen kann, als auf dem
niederfrequenten Untergrund durch die Differenzbil-
dung eine kinstliche Lécherstruktur entsteht.

[0100] Die Rekonstruktion von dreidimensionalen
Objekten aus den Lichtfeld-Bilddaten ist recheninten-
siv. Die bendtigte Rechenzeit hangt insbesondere
davon ab, wie grol3 das zu rekonstruierende Volu-
men gewahlt wird. Wenn das zu rekonstruierende
Volumen in Richtung der optischen Achse kleiner
gewahlt wird als das reale abgebildete Objekt, kon-
nen sich bei der Rekonstruktion im rekonstruierten
Volumen, welches auch als Zielbereich bezeichnet
werden kann, Artefakte ergeben, die aus realen
Strukturen aulRerhalb des rekonstruierten Volumens
resultieren.

[0101] Solche Artefakte kdnnen bei der folgenden
Variante des erfindungsgemafien Verfahrens redu-
ziert werden, bei der folgende Verfahrensschritte
durchgefiihrt werden:

» Rekonstruieren eines Objekts aus dem Bildda-
tensatz oder einem daraus erzeugten Teildaten-
satz mit reduzierter Ortsauflosung fir ein Volu-
men, in welchem interessierende Bereiche der
Probe enthalten sind;

» Erzeugen eines reduzierten Teilobjekts durch
Setzen der Bildwerte des Obijekts fir alle Pixel
in einem Zielbereich, in welchem sich die inte-
ressierenden Bereiche der Probe befinden, auf
einen festzulegenden Wert, insbesondere auf
Null;

» Simulieren eines Lichtfeld-Bilddatensatzes fir
das reduzierte Teilobjekt;

» Erzeugen eines Differenzdatensatzes durch
Bilden der Differenz zwischen dem urspriinglich
gemessenen Bilddatensatz und dem fir das
reduzierte Teilobjekt simulierten Lichtfeld-Bild-
datensatz;

* Rekonstruieren eines Teilobjekts aus dem Dif-
ferenzdatensatz.

[0102] Der Zielbereich kann durch Auswertung des
mit reduzierter raumlicher Auflésung rekonstruierten
Teilobjekts ermittelt werden. Dieses kann durch
einen Benutzer visuell, aber auch vollstandig oder
teilweise automatisiert erfolgen.

[0103] Dadurch, dass das Objekt zunachst fir ein
vergleichsweise groRes Volumen rekonstruiert wird,
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werden bei dieser Verfahrensvariante auch Effekte
von defokussierten Objektstrukturen erfasst. Das
vergleichsweise grof3e zu rekonstruierende Volumen
fuhrt far sich genommen zu einer deutlich erhéhten
Berechnungszeit. Dem wird bei dieser Verfahrensva-
riante aber dadurch begegnet, dass das grof3e Volu-
men mit einer reduzierten o&rtlichen Auflésung
rekonstruiert wird. Die Rechenzeit kann so reduziert
werden. Hierzu ist es zweckmalig, den Teildaten-
satz, aus welchem im ersten Verfahrensschritt ein
Objekt rekonstruiert wird, zu erzeugen aus den
gemessenen Bilddaten durch Entfernen von Hinter-
grundsignal aus dem Bilddatensatz, insbesondere
durch Anwenden eines Tiefpassfilters oder eines
Rolling-Ball-Algorithmus auf den gemessenen Bild-
datensatz. Weiterhin kann die ortliche Auflésung
des Teildatensatzes, die auch als Pixel-Sampling
bezeichnet wird, reduziert werden. Beispielsweise
kann der Datensatz in den Koordinaten x und y
jeweils um den Faktor 4 und somit insgesamt um
den Faktor 16 reduziert werden.

[0104] Das reduzierte Teilobjekt enthalt nur noch
defokussierte Strukturen aullerhalb des Zielbe-
reichs.

[0105] Die Ortsauflésung des reduzierten Teilob-
jekts und/oder das Pixel-Sampling des flir das redu-
zierte Objekt simulierten Lichtfeld-Bilddatensatzes
kann dann wieder erhdht werden und, wie oben
beschrieben, kann fir den Differenzdatensatz ein
Objekt, jetzt mit einer fir das Volumen des Zielbe-
reichs erhéhter Ortsauflosung, berechnet werden.

[0106] Weil bei der Lichtfeldmikroskopie die Orts-
auflésung auRerhalb vom Fokus abnimmt, kann die
Rekonstruktion der defokussierten Objektstrukturen
mit deutlich reduzierter Ortsauflosung, also deutlich
reduziertem Sampling, erfolgen. Wenn fir die
Rekonstruktion ein iteratives Entfaltungsverfahren
verwendet wird, beispielsweise ein Richardson-
Lucy-Verfahren, kann bei der Rekonstruktion des
groRvolumigen Objekts mit vergleichsweise wenigen
lterationsschritten gearbeitet werden. Durch die
reduzierte Ortsauflésung (reduziertes Sampling)
und/oder die reduzierte Anzahl von lterationen beno-
tigt die Rekonstruktion des groRvolumigen Objekts
gleichwohl vergleichsweise wenig Rechenzeit.

[0107] Vorteilhaft ist auch bei dieser Verfahrensva-
riante, dass der Differenzdatensatz, wie oben
beschrieben, ein konsistenter Datensatz ist. Optional
kann das im ersten Verfahrensschritt rekonstruierte
Objekt, wie oben beschrieben, korrigiert werden.
Erganzend und/oder alternativ kann der Differenzda-
tensatz korrigiert werden, bevor daraus ein Proben-
objekt rekonstruiert wird.

[0108] Bei diesen Verfahren wird der Zielbereich,
also der Bereich, in dem sich die Probenstrukturen
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befinden, flr die man sich interessiert, in einer die
Konsistenz der Teildatensatze erhaltenden Weise
aus dem gemessenen Bilddatensatz herausge-
schnitten.

[0109] Weitere Vorteile und Merkmale der vorliegen-
den Erfindung werden im Folgenden mit Bezug auf
die beigefligten Figuren erlautert. Darin zeigt:

Fig. 1: eine schematische Ubersicht (iber eine
erfindungsgemafe Vorrichtung zur Lichtfeld-
mikroskopie;

Fig. 2: ein Flussdiagramm eines ersten Ausfuh-
rungsbeispiels des erfindungsgemafien Verfah-
rens sowie Varianten davon;

Fig. 3: ein Flussdiagramm eines zweiten Aus-
fihrungsbeispiels des erfindungsgemafien Ver-
fahrens;

Fig. 4: ein Flussdiagramm eines dritten Ausfih-
rungsbeispiels des erfindungsgemafen Verfah-
rens; und

Fig. 5: ein Flussdiagramm eines vierten Ausfiih-
rungsbeispiels des erfindungsgemafen Verfah-
rens.

[0110] Ein Beispiel einer erfindungsgemalfien Vor-
richtung zur Lichtfeldmikroskopie 100, die zur Durch-
fihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens geeig-
net und eingerichtet ist, wird mit Bezug auf Fig. 1
erlautert. Die dort gezeigte Vorrichtung 100 beinhal-
tet als wesentliche Komponenten: eine Lichtquelle 1,
typischerweise einen oder mehrere Laser, zum Aus-
senden von Anregungslicht 2, einen Beleuchtungsst-
rahlengang mit einem Mikroskopobjektiv 4 zum Lei-
ten des Anregungslichts 2 auf oder in eine Probe 5,
einen zweidimensional ortsauflésenden Detektor 11
zum Nachweis von von der Probe 5 abgestrahltem
Licht 6 und einen Detektionsstrahlengang mit dem
Mikroskopobjektiv 4 und einem Multilinsenarray 9
zum Leiten des von der Probe 5 abgestrahlten Lichts
6 auf den Detektor 11. Der Detektor 11 ist in oder in
der Nahe einer Brennebene des Multilinsenarrays 9
angeordnet und kann typischerweise eine sCMOS-,
CMOS-, CCD- oder SPAD-Kamera sein. Das Multi-
linsenarray 9 kénnte auch Teil des Objektivs 4 sein
und in dessen hinterer Brennebene angeordnet sein.

[0111] SchlieBlich ist zum Ansteuern der Lichtquelle
1 und des Detektors 11 und zum Auswerten der von
dem Detektor 11 erhaltenen Messdaten eine Steuer-
und Auswerteeinheit 12 vorhanden, bei der es sich
insbesondere um einen Rechner grundsatzlich
bekannter Natur handeln kann.

[0112] Die Steuer- und Auswerteeinheit kann grund-
satzlich durch einen einzigen Rechner verwirklicht
sein. Es ist aber auch maglich, dass die Steuer- und
Auswerteeinheit mehrere Rechner aufweist, auf
denen jeweils unterschiedliche Aufgaben, insbeson-
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dere Rekonstruktionsverfahren, durchgefihrt wer-
den, beispielsweise wenn fiir die Rekonstruktions-
verfahren neuronale Netze fir die Auswertung und
Verarbeitung des Bilddatensatzes zum Einsatz kom-
men. Insoweit kann die Bezeichnung Steuer- und
Auswerteeinheit auch Funktionseinheiten umfassen,
die an unterschiedlichen Orten angeordnet, und
gegebenenfalls weit voneinander entfernt und tber
die Cloud miteinander verbunden sind. Zur Interak-
tion mit einem Benutzer kann die Steuer- und Aus-
werteeinheit 12 grundsatzlich bekannte Funktions-
komponenten, wie Maus, Joystick, Tastatur,
Bildschirm, Lautsprecher, Kamera, Internetverbin-
dung aufweisen.

[0113] Das von der Lichtquelle 1 ausgesendete
Licht 2, insbesondere Anregungslicht flr Fluores-
zenzfarbstoffe, mit denen die Probe 5 prapariert ist,
gelangt durch einen dichroitischen Strahlteiler 3 zum
Mikroskopobjektiv 4 und wird von diesem in eine Pro-
benebene auf oder in der Probe 5 fokussiert. Von der
Probe 5 abgestrahltes Emissionslicht, insbesondere
von Fluoreszenzfarbstoffen abgestrahltes Fluores-
zenzlicht, gelangt Uber das Mikroskopobjektiv 4
zurlick auf den dichroitischen Strahlteiler 3 und wird
an diesem reflektiert in Richtung einer Relayoptik 8.
Die Relayoptik 8 besteht aus mindestens zwei tele-
skopartig zueinander angeordneten Linsen. An der
Position 7 befindet sich eine Zwischenbildebene,
also eine zur Probenebene optisch konjugierte
Ebene. Nach Durchtritt durch die Relayoptik 8
gelangt das Emissionslicht auf ein Multilinsenarray
9, welches in einer zur hinteren Brennebene des Mik-
roskopobjektivs 4 (Objektivpupille BFP) optisch kon-
jugierten Ebene angeordnet ist. Die einzelnen Linsen
des Multilinsenarrays 9 generieren auf dem in einer
Brennebene des Multilinsenarrays 9 angeordneten
Detektor 11 Teilbilder, die jeweils Einzelbilder der
Probe 5 aus unterschiedlichen Winkeln, genauer:
unterschiedlichen Parallaxewinkeln, sind. Ein mit
der Vorrichtung zur Lichtfeldmikroskopie 100 aufge-
nommener Bilddatensatz umfasst also jeweils einen
Satz von Teilbildern.

[0114] Bei der in Fig. 1 gezeigten Anordnung mit
dem in einer Pupillenebene angeordneten Multilinse-
narray 9 handelt es sich um einen Aufbau zur Fou-
rier-Lichtfeldmikroskopie. Alternativ ware auch die
sogenannte Ortsraum-Lichtfeldmikroskopie flir die
Verwirklichung der Erfindung mdglich, bei der ein
Multilinsenarray in einer zur Objektebene (statt zur
hinteren Brennebene des Mikroskopobjektivs 4)
optisch konjugierten Ebene im Detektionsstrahlen-
gang angeordnet ist. Die mit der Ortsraum-Lichtfeld-
mikroskopie erhaltene Rohbildinformation hangt mit
derjenigen, die man mit der Fourier-Lichtblattmikro-
skopie gewinnt, Uber eine Fourier-Transformation
zusammen. Das Resultat beider Methoden ist aber
am Ende prinzipiell gleich. Auch Zwischenformen
sind mdglich, bei denen sich das Multilinsenarray
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irgendwo zwischen einer Zwischenbildebene und
einer Pupillenebene befindet.

[0115] In realen Ausbildungen kann die erfindungs-
gemale Vorrichtung 100 zahlreiche weitere optische
Komponenten, insbesondere Spiegel, Linsen, Farb-
filter und Blenden, aufweisen, deren Funktion an sich
bekannt ist und die deshalb in der vorliegenden
Beschreibung nicht eigens beschrieben werden.
Weiterhin kénnen ansteuerbare Komponenten, die
die Wellenfronten des propagierten Lichts beeinflus-
sen, vorhanden sein, beispielsweise Spatial-Light-
Modulatoren und/oder deformierbare Spiegel. Diese
Komponenten sind in Fig. 1 ebenfalls nicht darge-
stellt.

[0116] Die Steuer- und Auswerteeinheit 12 ist erfin-
dungsgemal dazu eingerichtet, die Lichtquelle 1 und
den Detektor 11 zur Aufnahme mindestens eines
Bilddatensatzes der Probe 5 anzusteuern und das
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 30 durch-
zufihren.

[0117] Bei der in dem Flowchart der Fig. 2 veran-
schaulichten Variante wird im ersten Verfahrens-
schritt mit einer Lichtfeldanordnung, beispielsweise
der in Fig. 1 gezeigten Art, von einer Probe ein Bild-
datensatz aufgenommen. Im zweiten Verfahrens-
schritt wird dieser Bilddatensatz sodann zerlegt in
einen ersten Teildatensatz, der im wesentlichen Bild-
information der Probe enthalt (Vordergrund) und
einen zweiten Teildatensatz, der im wesentlichen
Hintergrundsignal enthalt. Sodann wird aus dem ers-
ten Teildatensatz ein Objekt 1 rekonstruiert. Das
Objekt 1 kann gegebenenfalls evaluiert werden und
kann schon als finales Probenobjekt angesehen wer-
den.

[0118] Optional kann auch aus dem zweiten Teilda-
tensatz, der im wesentlichen Hintergrundsignal ent-
halt, ein zweites Objekt 2 rekonstruiert werden. Das
Objekt 1 und das Objekt 2 kénnen auch als Teilobjekt
1 und Teilobjekt 2 bezeichnet werden. Ebenfalls
optional kénnen das Teilobjekt 1 und das Teilobjekt
2 zu einem Gesamtobjekt kombiniert oder Gberlagert
werden, welches die untersuchte Probe reprasen-
tiert.

[0119] Die in Fig. 3 gezeigte Variante unterscheidet
sich von derjenigen der Fig. 2 insoweit, als konkret
angegeben ist, dass der Teildatensatz aus dem im
ersten Verfahrensschritt gemessenen Bilddatensatz
hervorgeht durch Anwendung eines Filters oder
eines Korrekturalgorithmus dergestalt, dass der Teil-
datensatz im Wesentlichen Bilddaten ohne Hinter-
grundsignal enthalt. Beispielsweise kann der Filter
ein Tiefpassfilter sein.

[0120] Bei der in Fig. 4 veranschaulichten Variante
wird der Teildatensatz erzeugt durch Anwendung
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eines Rolling-Ball-Algorithmus auf den im ersten Ver-
fahrensschritt gemessenen Bilddatensatz. Die Wir-
kung eines Rolling-Ball-Algorithmus ist dhnlich wie
diejenige eines Tiefpassfilters, d. h. es werden nie-
derfrequente Komponenten aus den Bilddaten ent-
fernt, jedoch wirkt der Rolling-Ball-Filter lokal auf die
Bilddaten und global wie der Tiefpassfilter. Aus dem
erhaltenen Teildatensatz wird sodann bei dieser
Variante unter Verwendung eines Richardson-Lucy-
Entfaltungsalgorithmus ein finales Probenobjekt
rekonstruiert. Auch andere Rekonstruktionsverfah-
ren kdnnen zum Einsatz kommen.

[0121] Eine weitere bevorzugte Variante des erfin-
dungsgemalien Verfahrens wird schlief3lich mit
Bezug auf das Diagramm in Fig. 5 beschrieben.
Das Zeichen # ist hier jeweils zu lesen und zu ver-
stehen als ,Nummer®.

[0122] Das Verfahren startet, entsprechend dem
Verfahrensschritt a) des Anspruchs 1, im Schritt 1
mit der Messung eines Bilddatensatzes von einer
Probe mit einer Lichtfeldanordnung, beispielsweise
der in Fig. 1 gezeigten Art.

[0123] Wie im Folgenden beschrieben wird, kdnnen
bei dem in Fig. 5 veranschaulichten Verfahren die
Verfahrensschritte 2, 3, 6, 7 und 10 und optional
einer, mehrere oder jeder der Schritte 4, 5, 8, 9 in
einem Zyklus mehrmals durchlaufen werden. Des-
halb wird zu Beginn nach dem Verfahrensschritt 1
ein Zahler n auf 1 gesetzt.

[0124] Wichtig ist auBerdem, dass bei der in Fig. 5
veranschaulichten Variante des erfindungsgemafien
Verfahrens in noch zu erlduternder Weise Differenz-
datensatze gebildet werden. In der hier verwendeten
Terminologie ist der urspringlich aufgenommene
Bilddatensatz der Differenzdatensatz #0. Aus dem
urspringlichen Bilddatensatz, mithin dem Differenz-
datensatz #0, wird im Verfahrensschritt 2 ein Teilda-
tensatz #1 erzeugt. Zum Beispiel kann als Teildaten-
satz #1 ein niederfrequenter Anteil aus dem
Differenzdatensatz #0, also aus dem urspriinglich
gemessenen Bilddatensatz abgespalten werden,
beispielsweise durch Anwendung eines Tiefpassfil-
ters.

[0125] Im Schritt 3 wird dann (dem Verfahrensschritt
c) des Anspruchs 1 entsprechend) aus dem Teilda-
tensatz #1 ein Teilobjekt #1 rekonstruiert.

[0126] Im optionalen Verfahrensschritt 4 kann die-
ses Teilobjekt #1 ausgewertet und/oder evaluiert
werden. Gegebenenfalls kann nach diesem Schritt
das Verfahren schon beendet werden und das Teil-
objekt #1 kann als finales Probenobjekt ausgegeben
werden.
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[0127] An die Auswertung des Teilobjekts #1 kann
sich aber auch eine Korrektur des Teilobjekts #1
anschlielen (optionaler Verfahrensschritt 5). Bei-
spielsweise kdnnen die Pixel des Teilobjekts #1, wel-
che, typischerweise aufgrund von Artefakten der
Rekonstruktion im Verfahrensschritt 3, negative
Werte aufweisen, auf 0 gesetzt werden. Als Ergebnis
des optionalen Verfahrensschritts 5 erhalt man ein
Teilobjekt #1. Auch nach dem Schritt 5 kann das Ver-
fahren gegebenenfalls beendet werden und das kor-
rigierte Teilobjekt #1 kann als finales Probenobjekt
ausgegeben werden. Die Korrektur kann automa-
tisch erfolgen oder interaktiv durch einen Benutzer.

[0128] Im Verfahrensschritt 6 wird sodann aus dem
Teilobjekt #1 oder dem korrigierten Teilobjekt #1 ein
simulierter Bilddatensatz #1 erzeugt.

[0129] Im Verfahrensschritt 7 wird sodann ein Diffe-
renzdatensatz #1 erzeugt durch Bilden der Differenz
zwischen dem urspriinglichen Bilddatensatz, also
dem Differenzdatensatz #0, und dem simulierten
Bilddatensatz #1.

[0130] Hieran kann sich eine Auswertung des Diffe-
renzdatensatzes #1 anschliel3en (optionaler Verfah-
rensschritt 8) und gegebenenfalls auch eine Korrek-
tur des Differenzdatensatzes #1 (optionaler
Verfahrensschritt 9). Beispielsweise kdnnen Pixel,
bei denen der Differenzdatensatz #1 negative
Werte aufweist , auf null gesetzt werden. Man erhalt
so als Ergebnis des optionalen Verfahrensschritts 9
einen korrigierten Differenzdatensatz #1. Auch hier
kann die Korrektur automatisch erfolgen oder inter-
aktiv durch einen Benutzer.

[0131] Die Simulierung eines Bilddatensatzes fir
ein Objekt liefert immer einen konsistenten Bildda-
tensatz, selbst wenn das Objekt, fir welches dieser
Bilddatensatz simuliert wird, nicht plausibel oder real
nicht moglich ist. Wenn der urspringliche Bilddaten-
satz (=Differenzdatensatz #0) ein konsistenter
Datensatz ist, wird deshalb auch der Differenzdaten-
satz ein konsistenter Bilddatensatz sein.

[0132] Der Differenzdatensatz #1 entspricht in dem
Beispiel, dass der im Verfahrensschritt 2 erzeugte
Teildatensatz #1 der niederfrequente Anteil des
urspringlichen Bilddatensatzes ist, einem Anteil mitt-
lerer und hoher Frequenzen des ursprunglichen Bild-
datensatzes (=Differenzdatensatz #0).

[0133] Im Verfahrensschritt 10 folgt dann eine Ent-
scheidung, ob aus dem Differenzdatensatz #1 ein
weiterer Teildatensatz erzeugt werden soll.

[0134] Wird diese Entscheidung im Verfahrens-
schritt 10 mit Ja beantwortet, wird im Verfahrens-
schritt 11 zunachst der Zahler n um 1 erhéht und
anschlieBend werden (Verfahrensschritt 12) die Ver-
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fahrensschritte 2, 3, 6, 7 und 10 und optional einer,
mehrere oder jeder der Schritte 4, 5, 8, 9 wiederholt.
Beispielsweise kann beim zweiten Durchlauf (n=2)
des Verfahrensschritts 2 als Teildatensatz #2 ein
Anteil mittlerer Frequenzen des Differenzdatensat-
zes #1 durch Anwendung eines Filters abgespalten
werden. Der im Verfahrensschritt 7 beim zweiten
Durchlauf erzeugte Differenzdatensatz #2 entspricht
dann im Wesentlichen dem Anteil hoher Frequenzen
des urspringlichen Bilddatensatzes, also des Diffe-
renzdatensatzes #0.

[0135] Die Differenzdatensatze, die im Verfahrens-
schritt 7 mit n grof3er 0 erzeugt werden, sind jeweils
Restbilddatensatze und Teildatensatze im Sinn der
Anspriche und der vorstehenden Beschreibung.
Die simulierten Bilddatensatze sind simulierte Licht-
feld-Bilddatensatze im Sinn der Anspriiche und der
vorstehenden Beschreibung.

[0136] Wenn die Frage im Verfahrensschritt 10 mit
Nein beantwortet wird, kann im Verfahrensschritt 13
aus dem Differenzdatensatz #1 ein letztes Teilobjekt
rekonstruiert werden, welches wiederum optional
ausgewertet, evaluiert und/oder korrigiert werden
kann.

[0137] Schliel3lich wird im Verfahrensschritt 14 aus
mindestens 2, insbesondere aus allen Teilobjekten,
die bisher rekonstruiert wurden, gegebenenfalls aus
den korrigierten Teilobjekten, durch Kombination ein
Gesamtobjekt erzeugt. Beispielsweise koénnen die
Teilobjekte zur Kombination zu dem Gesamtobjekt
im Frequenzraum Uberlagert werden.

[0138] Wenn der Tiefpassfilter, mit dem der Teilda-
tensatz #1 abgespalten wird, so gewahlt wird, dass
im wesentlichen Hintergrundsignal, also niedrige
Ortsfrequenzen (unerwiinschte Anteile), abgespal-
ten werden, konnte beispielsweise im Verfahrens-
schritt 14 das Gesamtobjekt kombiniert werden aus
den erwinschten Anteilen des Bilddatensatzes, mit-
hin den hohen und mittleren Ortsfrequenzen. Kon-
kret wirde das finale Probenobjekt also kombiniert
werden aus dem Teilobjekt #2, welches aus dem Teil-
datensatz #2 rekonstruiert wurde und die mittleren
Ortsfrequenzen enthalt, und dem letzten Teilobjekt,
welches aus dem Differenzdatensatz #2 rekonst-
ruiert wurde und die hohen Ortsfrequenzen enthalt.

[0139] Die hier beschriebene Vorgehensweise,
zunachst Teildatensatze abzuspalten, welche die
niedrigen Ortsfrequenzen enthalten, daraus Teilob-
jekte zu rekonstruieren und nach und nach die héhe-
ren Ortsfrequenzen abzuspalten, ist bevorzugt. Der
Grund dafur ist, dass es bei der umgekehrten Vorge-
hensweise, also bei der Subtraktion eines Bilddaten-
satzes, der fir ein Teilobjekt mit hohen Ortsfrequen-
zen simuliert wurde, von einem gemessenen
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Bilddatensatz vergleichsweise haufig Artefakte ent-
stehen.

Bezugszeichenliste und verwendete Abkirzungen

1 Lichtquelle (Laser)

2 Anregungslicht

3 dichroitischer Strahlteiler

4 Mikroskopobjektiv

5 Probe

6 Emissionslicht

7 Zwischenbildebene

8 Relayoptik

9 Multilinsenarray

10 Fourierebene (optisch konjugiert zu
BFP des Mikroskopobjektivs 4)

11 Detektor (Kamera, in Bildebene)

12 Steuer- und Auswerteeinheit

100 Vorrichtung zur Lichtfeldmikroskopie

BFP hintere Objektivpupille (back focal
plane)

LFM Lichtfeldmikroskop

LSM Laser-Scanning-Mikroskop

MLA Multilinsenarray

PSF Punktverteilungsfunktion

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Lichtfeldmikroskopie, bei dem
folgende Verfahrensschritte durchgefiihrt werden:
a) Messung eines Bilddatensatzes von einer Probe
(5) mit einer Lichtfeldanordnung;

b) Erzeugen mindestens eines Teildatensatzes aus
dem Bilddatensatz;

c) Rekonstruieren eines dreidimensionalen Objekts
aus dem im Schritt b) erzeugten Teildatensatz.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass der im Schritt b) erzeugte
Teildatensatz im Hinblick auf interessierende Pro-
benbereiche entweder im Wesentlichen erwinschte
Anteile oder im Wesentlichen unerwlinschte Anteile
enthalt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das Erzeugen des mindes-
tens einen Teildatensatzes erfolgt durch eine Zerle-
gung des Bilddatensatzes in eine Mehrzahl von Teil-
datensatzen.

4. \erfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass der gemessene
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Bilddatensatz als Summe oder eine andere Ver-
knlpfung von Teildatensatzen darstellbar ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Teildatensatz
erzeugt wird, indem auf den gemessenen Bilddaten-
satz oder einen Restbilddatensatz mindestens eines
der folgenden Verfahren angewendet wird:

» Hochpassfilterung;

» Tiefpassfilterung;

» Bandpassfilterung;

* Rolling-Ball-Algorithmus;

* Filterung mit Wavelet-Filter

» Algorithmus zur Bestimmung des teilweise oder
vollstdndigen homogenen Hintergrunds.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Teildatensatz
erzeugt wird durch Subtraktion einer Offset-Funktion
von dem Bilddatensatz oder einem Restbilddaten-
satz.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die Offset-Funktion lokal
unterschiedliche Werte aufweist.

8. \Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass der Bilddatensatz
in mindestens zwei Frequenzbander der Ortsfre-
quenzen zerlegt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Zerlegung des
Bilddatensatzes in mehrere Teildatensatze mit
jeweils unterschiedlichem Bildkontrast erfolgt.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass aus mindestens
zwei und insbesondere aus allen Teildatensatzen
jeweils ein dreidimensionales Teilobjekt rekonst-
ruiert wird.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass die Rekon-
struktion fir mindestens zwei Teildatensatze, insbe-
sondere fir alle Teildatensatze, mit jeweils unter-
schiedlichen Rekonstruktionsverfahren oder mit
demselben Rekonstruktionsverfahren unter Verwen-
dung unterschiedlicher Parameter durchgeflhrt
wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, dass aus mindes-
tens zwei Teildatensatzen oder aus allen Teildaten-
satzen sequenziell oder parallel jeweils dreidimen-
sionale Teilobjekte rekonstruiert werden.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass eine raumliche
Auflésung, mit welcher eine Rekonstruktion fir
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einen bestimmten Teildatensatz durchgefihrt wird,
umso hoéher ist, je hdéher die in dem jeweiligen Teil-
datensatz enthaltenen Ortsfrequenzen sind.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
13, dadurch gekennzeichnet, dass zuerst Teilob-
jekte aus Teildatensatzen rekonstruiert werden, die
niedrigere Ortsfrequenzen enthalten, und dass
anschlieRend nach und nach Teilobjekte aus Teilda-
tensatzen rekonstruiert werden, die zunehmend
héhere Ortsfrequenzen enthalten.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass zur Rekon-
struktion mindestens eines der folgenden Verfahren
angewendet wird:

» Shift&Sum-Verfahren;

« Shift&Multiply-Verfahren;

* Wiener-Entfaltung oder Lucy Richardson Entfal-
tung in Kombination mit Shift and Sum oder Shift
and Multiply Verfahren;

« Joint oder Multi-View Lucy-Richardson-Entfaltung;
+ Single-Value-Decomposition-Verfahren, insbeson-
dere in Kombination mit einer Regularisierung, ins-
besondere inverse Filterung mit Tikhonov Regulari-
sierung;

» Entfaltung mit Punktverwaschungsfunktionen, die
insbesondere Streulichtanteile enthalten.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
zwei Teilobjekte, die aus zwei unterschiedlichen
aus dem gemessenen Bilddatensatz erzeugten Teil-
datensatzen rekonstruiert werden, zu einem dreidi-
mensionalen Gesamtobjekt kombiniert werden.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch
gekennzeichnet, dass die Kombination des dreidi-
mensionalen Gesamtobjekts bewerkstelligt, wird
durch eine Uberlagerung von mindestens zwei Teil-
objekten, die jeweils durch Rekonstruktion aus ver-
schiedenen Teildatensatzen des Bilddatensatzes
hervorgehen.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17,
dadurch gekennzeichnet, dass zum Uberlagern
der Teilobjekte zu dem Gesamtobjekt mindestens
eines der folgenden Verfahren durchgefuhrt wird:

» Addition der Teilobjekte im Ortsraum;

» gewichtete Addition der Teilobjekte im Ortsraum;

» Multiplikation der Teilobjekte im Ortsraum;

« gewichtete Multiplikation der Teilobjekte im Orts-
raum;

« Addition der Teilobjekte im Raum der Ortsfrequen-
zen;

» gewichtete Addition der Teilobjekte im Raum der
Ortsfrequenzen.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
18,
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dadurch gekennzeichnet,

dass im Schritt c) aus einem Teildatensatz ein Teil-
objekt rekonstruiert wird, dass fur das Teilobjekt ein
Lichtfeld-Bilddatensatz simuliert wird,

dass der simulierte Lichtfeld-Bilddatensatz mit dem
Teildatensatz verglichen wird und

dass danach mindestens einer der folgenden
Schritte durchgefuhrt wird:

» Abspeichern eines Ergebnisses des Vergleichs;

» Ausgeben und/oder Anzeige des Ergebnisses des
Vergleichs an einen Benutzer;

» Erzeugen einer Empfehlung an einen Benutzer in
Abhangigkeit des Ergebnisses des Vergleichs hin-
sichtlich weiterer Schritte zur Rekonstruktion eines
Objekts;

« Andern der Erzeugung des Teildatensatzes im
Schritt b).

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
19, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte:
» Erzeugen eines Teildatensatzes;
» Rekonstruieren eines Objekts aus dem erzeugten
Teildatensatz;
+ Simulieren eines Lichtfeld-Bilddatensatzes aus
dem rekonstruierten Objekt;
* Vergleichen des simulierten Lichtfeld-Bilddatensat-
zes mit dem Teildatensatz;
« Andern der Erzeugung des Teildatensatzes im
Schritt b) mehrmals hintereinander durchgefihrt
werden, bis ein Ergebnis-Teildatensatz erreicht ist,
fur den der Vergleich mit dem simulierten Lichtfeld-
Bilddatensatz eine hinreichend gute Ubereinstim-
mung liefert.

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch
gekennzeichnet, dass fir den Ergebnis-Teildaten-
satz und/oder flir denjenigen Teildatensatz, der
dem urspringlichen Bilddatensatz abzuglich des
Ergebnis-Teildatensatzes entspricht, ein Objekt
rekonstruiert wird.

22. \Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
21,
dadurch gekennzeichnet,
dass in dem dreidimensionalen Objekt, welches aus
einem Teildatensatz rekonstruiert wird, Objektberei-
che gesucht werden, die auf Artefakte der Rekon-
struktion hindeuten,
dass danach mindestens einer der folgenden
Schritte ausgefiihrt wird:
* Abspeichern von gefundenen Objektbereichen;
» Ausgeben und/oder Anzeigen der gefundenen
Objektbereiche an einen Benutzer;
» Erzeugen und Ausgeben und/oder Anzeigen einer
Empfehlung an einen Benutzer in Abhangigkeit der
gefundenen Objektbereiche betreffend weitere
Schritte zur Rekonstruktion eines Objekts;
» Korrigieren der gefundenen Objektbereiche, die
auf Artefakte der Rekonstruktion hindeuten.
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23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch
gekennzeichnet, dass als Objektbereiche, die auf
Artefakte hindeuten, solche Pixel des Objekts
gewertet werden, deren Bildwerte auRerhalb von
festzulegenden Werteintervallen liegen.

24. \Verfahren nach Anspruch 22 oder 23,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Korrigiertes
Objekt erzeugt wird, indem Pixel, deren Bildwerte
aufderhalb von festzulegenden Werteintervallen lie-
gen, insbesondere Pixel, mit negativen Bildwerten,
in dem Objekt auf festzulegende Werte, insbeson-
dere auf Null, gesetzt werden.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
24, dadurch gekennzeichnet, dass ein Differenz-
datensatz berechnet wird durch Bilden der Differenz
zwischen dem gemessenen Bilddatensatz und
einem fur ein, insbesondere korrigiertes, dreidimen-
sionales Objekt simulierten Lichtfeld-Bilddatensatz.

26. Verfahren nach Anspruch 25,
dadurch gekennzeichnet,
dass in dem Differenzdatensatz Bildbereiche
gesucht werden, die auf Artefakte der Rekonstruk-
tion hindeuten, und
dass mindestens einer der folgenden Schritte aus-
gefluhrt wird:
» Abspeichern von gefundenen Bildbereichen;
* Ausgeben und/oder Anzeigen der gefundenen
Bildbereiche an einen Benutzer;
» Erzeugen und Ausgeben und/oder Anzeigen einer
Empfehlung an einen Benutzer in Abhangigkeit der
gefundenen Objektbereiche betreffend weitere
Schritte zur Rekonstruktion eines Objekts;
 Korrigieren der gefundenen Bildbereiche, die auf
Artefakte der Rekonstruktion hindeuten.

27. \Verfahren nach Anspruch 25 oder 26,
dadurch gekennzeichnet, dass als Bildbereiche,
die auf Artefakte hindeuten, solche Pixel des Diffe-
renzdatensatzes gewertet werden, deren Bildwerte
aufderhalb von festzulegenden Werteintervallen lie-
gen.

28. \Verfahren nach einem der Anspriche 25 bis
27, dadurch gekennzeichnet, dass ein Kkorrigierter
Differenzdatensatz erzeugt wird, indem Pixel, deren
Bildwerte auBerhalb von festzulegenden Werteinter-
vallen liegen, insbesondere Pixel mit negativen Bild-
werten, in dem Differenzdatensatz auf festzule-
gende Werte, insbesondere auf Null, gesetzt
werden.

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
29, dadurch gekennzeichnet, dass folgende Ver-
fahrensschritte durchgefiihrt werden:

» Rekonstruieren eines Objekts aus dem Bilddaten-
satz oder einem daraus erzeugten Teildatensatz mit
reduzierter Ortsauflosung flr ein Volumen, in wel-
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chem interessierende Bereiche der Probe (5) ent-
halten sind;

» Erzeugen eines reduzierten Objekts durch Setzen
der Bildwerte des Objekts fir alle Pixel in einem
Zielbereich, in welchem sich die interessierenden
Bereiche der Probe (5) befinden, auf einen festzule-
genden Wert, insbesondere auf Null;

» Simulieren eines Lichtfeld-Bilddatensatzes fiir das
reduzierte Objekt;

* Erzeugen eines Differenzdatensatzes durch Bilden
der Differenz zwischen dem urspriinglich gemesse-
nen Bilddatensatz und dem fir das reduzierte Teil-
objekt simulierten Lichtfeld-Bilddatensatz;

* Rekonstruieren eines Teilobjekts aus dem Diffe-
renzdatensatz.

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch
gekennzeichnet, dass der Zielbereich durch Aus-
wertung des mit reduzierter rdumlicher Auflésung
rekonstruierten Teilobjekts ermittelt wird.

31. Vorrichtung zur Lichtfeldmikroskopie (100)
mit einer Lichtquelle (1) zum Aussenden von Anre-
gungslicht (2),
mit einem Beleuchtungsstrahlengang zum Leiten
des Anregungslichts (2) auf oder in eine Probe (5),
mit einem zweidimensional ortsauflésenden Detek-
tor (11) zum Nachweis von von der Probe (5) abge-
strahltem Licht (6),
mit einem Detektionsstrahlengang mindestens mit
einem Mikroskopobjektiv (4) und einem Multilinse-
narray (9) zum Abbilden von von der Probe (5)
abgestrahltem Licht (6) auf den Detektor (11) und
mit einer Steuer- und Auswerteeinheit (12) zum
Ansteuern der Lichtquelle (1) und des Detektors
(11) und zum Auswerten der von dem Detektor
(11) erhaltenen Messdaten, wobei die Steuer- und
Auswerteeinheit (12) dazu eingerichtet ist, die Licht-
quelle (1) und den Detektor (11) zur Aufnahme min-
destens eines Bilddatensatzes der Probe (5) anzu-
steuern,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuer- und Auswerteeinheit (12) auller-
dem dazu eingerichtet ist, das Verfahren nach
einem der Anspriche 1 bis 30 durchzufiihren.

Es folgen 5 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

100

Fig. 1
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( N
Messung von Bilddatensatz von Probe mit Lichtfeldanordnung
\. J
( )
Zerlegung des Bilddatensatzes in ersten Teildatensatz
(Vordergrund) und zweiten Teildatensatz (Hintergrund) )

Rekonstruktion des

ersten Teildatensatzes

J/

Objekt 1
(Teilobjekt 1)
\.

J

optional

Rekonstruktion des )

zweiten Teildatensatzes

. J

Objekt 2 )
(Teilobjekt 2)

. J

optional

Kombination von Teilobjekt 1

mit Teilobjekt 2

zu Gesamtobjekt

optional

Fig. 2
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( A

Messung von Bilddatensatz von Probe mit Lichtfeldanordnung
\. v,

Erzeuge Teildatensatz durch Anwendung eines Filters
oder eines Korrekturalgorithmus
auf den Bilddatensatz; (Teildatensatz enthélt z.B.
im Wesentlichen Bilddaten ohne Hintergrundsignal)

\ J

Rekonstruktion des Teildatensatzes

finales Probenobjekt

Fig. 3
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p
Messung von Bilddatensatz von Probe mit Lichtfeldanordnung

\. v,
(" A
Erzeuge Teildatensatz durch Anwendung von
Rolling-Ball-Algorithmus auf den Bilddatensatz
J
Rekonstruktion des Teildatensatzes, z.B. unter )
Verwendung von Richardson-Lucy-Entfaltungsalgorithmus auf
Teildatensatz Y,
\
[ finales Probenobjekt
J

Fig. 4
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1 Messung von Bilddatensatz von Probe mit Lichtfeldanordnung

n=1

2 Erzeugung von Teildatensatz #n aus Differenzdatensatz #n-1
o Differenzdatensatz #0: = Bilddatensatz
e z.B. Teildatensatz #1 = niederfrequenter Anteil von Bilddatensatz

3 Rekonstruktion von Teilobjekt #n aus Teildatensatz #n

4 optional: Auswertung, Evaluierung von Teilobjekt #n; optional: Ende des Verfahrens

5 optional: Korrektur von Teilobjekt #n: korrigiertes Teilobjekt #n;
optional: Ende des Verfahrens

6 Erzeugung von simuliertem Bilddatensatz #n fUr Teilobjekt #n

7 Berechnung von Differenzdatensatz #n durch Bilden der Differenz zwischen
dem simuliertem Bilddatensatz #n und dem Differenzdatensatz #n-1

8 optional: Auswertung von Differenzdatensatz #n

9 optional: Korrektur von Differenzdatensatz #n: korrigierter Differenzdatensatz #n

10 Erzeugung eines weiteren Teildatensatzes aus dem Differenzdatensatz #n?

JA: 11 erhéhe num 1
12 Wiederholung der Schritte 2, 3, 6, 7 und 10 und
optional einen oder mehrere der Schritte 4, 5, 8, 9
e z.B. Teildatensatz #2 = Anteil mittlerer Frequenzen von Bilddatensatz,
Differenzdatensatz #2 entspricht dann dem Anteil hoher Frequenzen
des Bilddatensatzes

NEIN: 13 Rekonstruktion von letztem Teilobjekt aus Differenzdatensatz #n
14 Erzeugung von Gesamtobjekt durch Kombination von mindestens
zwei, insbesondere von allen Teilobjekten

Fig. 5
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