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Beschreibung

[0001] Die Erfindung beschreibt ein in der Bildauf-
nahme sehr schnelles Mikroskop mit mehreren frei
konfigurierbaren Detektionskanalen und guter 3D
Auflésung.

Stand der Technik

[0002] Zur Erzielung hoher Bildraten in der konfoka-
len bzw. 4D-Mikroskopie sind Mallhahmen zur Paral-
lelisierung der Probenabtastung erforderlich. Diese
bedeuten bisher eine Einschrankung der Auflésung
in 2D oder 3D durch nichtveranderliche konfokale
Blenden (z.B. bei einer Nipkow-Disk), sowie eine Li-
mitierung der Zahl der eingesetzten Detektoren und
deren feste spektrale Zuordnung (i.d.R. eine extern
angebrachte CCD-Kamera). Dies schrankte die mog-
lichen Anwendungen und Proben bzw. die Qualitat
der Bildergebnisse in 3D erheblich ein.

Aufgabenstellung

[0003] Ein erfindungsgemalles neues schnelles
konfokales bzw. 4D-Mikroskop zeichnet sich durch
die Kombination von hohen Bildraten durch Paralleli-
sierung der Probenabtastung sowie einer einstellba-
ren konfokalen Blende aus. Zudem werden interne
Detektoren verwendet, deren Anordnung so geldst ist
dass mehrere wahlbare Farbteiler eine flexible Konfi-
guration der Detektionskanale erlauben. Damit wer-
den neue Anwendungen bei der Bildaufnahme mog-
lich, die bisher an schnellen konfokalen oder 4D-Mi-
kroskopen nicht méglich waren. Insbesondere kann
vorteilhaft bei schnellem Wechsel der Detektionska-
nale und der detektierten Wellenlange eine Tren-
nung/Entmischung von Uberlagerten spektralen Sig-
nalen wie Fluoreszenzsignalen erfolgen, wie sie prin-
zipiell in DE19915137A1, US 6028306 beschrieben
ist.

[0004] Die Erfindung ist gleichermalRen bei Multi-
punktbeleuchtungen wie in US 6028306 und Nipko-
wanordnungen wie in US6028306, W08807695,
EP539691A vorteilhaft anwendbar.

Ausfiihrungsbeispiel

[0005] Die Erfindung wird nachfolgend unter Bezug-
nahme auf die Zeichnungen beispielhalber hoch na-
her erlautert.

[0006] Eig, 3 zeigt schematisch ein Laserscanning-
mikroskop 1, das im wesentlichen aus finf Kompo-
nenten aufgebaut ist: einem Strahlungsquellenmodul
2, das Anregungsstrahlung fur die Laserscanningmi-
kroskopie erzeugt, einem Scanmodul 3, das die An-
regungsstrahlung konditioniert und zum Scannen
Uber eine Probe geeignet ablenkt, einem zur Verein-
fachung nur schematisch gezeigten Mikroskopmodul
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4, das die vom Scanmodul bereitgestellte scannende
Strahlung in einem mikroskopischen Strahlengang
auf eine Probe richtet, sowie einem Detektormodul 5,
das optische Strahlung von der Probe erhalt und de-
tektiert. Das Detektormodul 5 kann dabei, wie es in
Fig. 1 dargestelltist, spektral mehrkanalig ausgefiihrt
sein.

[0007] Zur allgemeinen Beschreibung eines punkt-
weise abtastenden Laser Scanning Mikroskopes wird
auf DE 19702753A1 verwiesen, die somit Bestandteil
der hier vorliegenden Beschreibung ist.

[0008] Das Strahlungsquellenmodul 2 erzeugt Be-
leuchtungsstrahlung, die fur die Laserscanningmikro-
skopie geeignet ist, also insbesondere Strahlung, die
Fluoreszenz auslésen kann. Je nach Applikation
weist das Strahlungsquellenmodul dazu mehrere
Strahlungsquellen auf. In einer dargestellten Ausfih-
rungsform werden zwei Laser 6 und 7 im Strahlungs-
quellenmodul 2 vorgesehen, denen jeweils ein Licht-
ventil 8 sowie ein Abschwacher 9 nachgeschaltet
sind und die ihre Strahlung Gber ein Koppelstelle 10
in eine Lichtleitfaser 11 einkoppeln. Das Lichtventil 8
wirkt als Strahlablenker, mit dem eine Strahlabschal-
tung bewirkt werden kann, ohne den Betrieb der La-
ser in der Lasereinheit 6 bzw. 7 selbst abschalten zu
mussen. Das Lichtventil 8 ist beispielsweise als
AOTF ausgebildet, das zur Strahlabschaltung den
Laserstrahl vor der Einkopplung in die Lichtleitfaser
11 in Richtung einer nicht dargestellten Lichtfalle ab-
lenkt.

[0009] In der beispielhaften Darstellung der Eig, 1
weist die Lasereinheit 6 drei Laser B, C, D auf, wohin-
gegen die Lasereinheit 7 nur einen Laser A beinhal-
tet. Die Darstellung ist also beispielhaft fir eine Kom-
bination aus Einzel- und Multiwellenldngenlaser, die
einzeln oder auch gemeinsam an eine oder mehrere
Fasern angekoppelt sind. Auch kann die Ankopplung
Uber mehrere Fasern gleichzeitig erfolgen, deren
Strahlung spéater nach Durchlaufen einer AnpalRoptik
durch Farbvereiniger gemischt wird. Es ist somit
moglich, verschiedenste Wellenlangen oder -berei-
che fOr die Anregungsstrahlung zu verwenden.

[0010] Die in die Lichtleitfaser 11 eingekoppelte
Strahlung wird mittels verschieblichen Kollimations-
optiken 12 und 13 Uber Strahlvereinigungsspiegel 14,
15 zusammengefiihrt und in einer Strahlformungs-
einheit hinsichtlich des Strahlprofils verandert.

[0011] Die Kollimatoren 12, 13 sorgen dafir, daf} die
vom Strahlungsquellenmodul 2 an das Scanmodul 3
zugefihrte Strahlung in einen Unendlichstrahlen-
gang kollimiert wird. Dies erfolgt jeweils vorteilhaft mit
einer einzelnen Linse, die durch Verschiebung ent-
lang der optischen Achse unter Steuerung (einer
nicht dargestellten) zentralen Ansteuereinheit eine
Fokussierungsfunktion hat, indem der Abstand zwi-
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schen Kollimator 12, 13 und dem jeweiligen Ende der
Lichtleitfaser veranderbar ist.

[0012] Die Strahlformungseinheit, welche spater
noch eingehend erldutert wird, erzeugt aus dem rota-
tionssymmetrischen, gaulyférmig profilieten Laser-
strahl, wie er nach den Strahlvereinigungsspiegeln
14, 15 vorliegt, einen zeilenférmigen Strahl, der nicht
mehr rotationssymmetrisch ist, sondern im Quer-
schnitt zur Erzeugung eines rechteckig beleuchteten
Feldes geeignet ist.

[0013] Dieser auch als zeilenférmig bezeichnete
Beleuchtungsstrahl dient als Anregungsstrahlung
und wird Uber einen Hauptfarbteiler 17 und eine noch
zu beschreibende Zoomoptik zu einem Scanner 18
geleitet. Auf den Hauptfarbteiler wird spéater ebenfalls
noch eingegangen, hier sei lediglich erwahnt, daf} er
die Funktion hat, vom Mikroskopmodul 4 zurlickkeh-
rende Probenstrahlung von der Anregungsstrahlung
zu trennen.

[0014] Der Scanner 18 lenkt den zeilenférmigen
Strahl ein- oder zweiachsig ab, wonach er durch ein
Scanobjektiv 19 sowie eine Tubuslinse und ein Ob-
jektiv des Mikroskopmoduls 4 in einen Fokus 22 ge-
blndelt wird, der in einem Praparat bzw. in einer Pro-
be liegt. Die optische Abbildung erfolgt dabei so, daf®
die Probe in einer Brennlinie mit Anregungsstrahlung
beleuchtet wird.

[0015] Derart im linienférmigen Fokus angeregte
Fluoreszenz-Strahlung gelangt Giber Objektiv und Tu-
buslinse des Mikroskopmoduls 4 und das Scanobjek-
tiv 19 zurick zum Scanner 18, so dal} in Ruckrich-
tung nach dem Scanner 18 wieder ein ruhender
Strahl vorliegt. Man spricht deshalb auch davon, daf}
der Scanner 18 die Fluoreszenz-Strahlung descannt.

[0016] Der Hauptfarbteiler 17 lalt die in anderen
Wellenlangenbereichen als die Anregungsstrahlung
liegende Fluoreszenz-Strahlung passieren, so daf}
sie Uber einen Umlenkspiegel 24 im Detektormodul 5
umgelenkt und dann analysiert werden kann. Das
Detektormodul 5 weist in der Ausflhrunsform der
Fia. 1 mehrere spektrale Kanale auf, d.h. die vom
Umlenkspiegel 24 kommende Fluoreszenz-Strah-
lung wird in einem Nebenfarbteiler 25 in zwei spektra-
le Kanale aufgeteilt.

[0017] Jeder spektrale Kanal verfugt Uber eine
Schlitzblende 26, die eine konfokale oder teil-konfo-
kale Abbildung bezlglich der Probe 23 realisiert und
deren GroRRe die Tiefenscharfe, mit der die Fluores-
zenz-Strahlung detektiert werden kann, festlegt. Die
Geometrie der Schlitzblende 26 bestimmt somit die
Schnittebene innerhalb des (dicken) Praparates, aus
der Fluoreszenz-Strahlung detektiert wird.

[0018] Der Schlitzblende 26 ist hoch ein Blockfilter
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27 nachgeordnet, das unerwilinschte, in das Detek-
tormodul 5 gelangte Anregungsstrahlung abblockt.
Die derart abseparierte, aus einem bestimmten Tie-
fenabschnitt stammende, zeilenférmig aufgefacherte
Strahlung wird dann von einem geeigneten Detektor
28 analysiert. Analog zum geschilderten Farbkanal
ist auch der zweite spektrale Detektionskanal aufge-
baut, der ebenfalls eine Schlitzblende 26a, ein Block-
filter 27a sowie einen Detektor 28a umfalit.

[0019] Die Verwendung einer konfokalen
Schlitz-Apertur im Detektormodul 5 ist nur beispiel-
haft. Natlrlich kann auch ein Einzelpunktscanner
realisiert sein. Die Schlitzblenden 26, 26a sind dann
durch Lochblenden ersetzt und die Strahlformungs-
einheit kann entfallen. Im Ubrigen sind fir eine solche
Bauweise alle Optiken rotationssymmetrisch ausge-
fuhrt. Dann kénnen natdrlich statt einer Einzelpunk-
tabtastung und -detektion auch prinzipiell beliebige
Mehrpunktanordnungen, wie Punktwolken oder Nip-
kow-Scheibenkonzepte, verwendet werden, wie sie
spater noch anhand Fig. 3 und Elg. 4 erlautert wer-
den. Wesentlich ist dann allerdings, dalt der Detektor
28 ortsauflésend ist, da eine parallele Erfassung
mehrerer Probenpunkte beim Durchlauf des Scan-
ners erfolgt.

[0020] In Eig. 4 ist zu sehen, dal’ die nach den be-
weglichen, d.h. verschieblichen Kollimatoren 12 und
13 vorliegenden Gaul'schen Strahlenbiindel Gber
eine Spiegeltreppe in Form der Strahlvereinigungs-
spiegel 14, 16 vereinigt und bei der gezeigten Bau-
weise mit konfokaler Schlitzblende anschlieRend in
ein Strahlblndel mit rechteckigem Strahlquerschnitt
konvertiert werden. In der Ausfihrungsform der
Fig. 1 wird in der Strahlformungseinheit ein Zylinder-
teleskop 37 verwendet, dem eine Asphéareneinheit 38
nachgeordnet ist, auf das eine Zylinderoptik 39 folgt.

[0021] Nach der Umformung liegt ein Strahl vor, der
in einer Profilebene im wesentlichen ein rechteckiges
Feld ausleuchtet, wobei die Intensitatsverteilung ent-
lang der Feldlangsachse nicht gauf3férmig, sondern
kastenformig ist.

[0022] Die Beleuchtungsanordnung mit der Aspha-
reneinheit 38 kann zur gleichmafigen Flllung einer
Pupille zwischen einer Tubuslinse und einem Objek-
tiv dienen. Damit kann die optische Auflésung des
Objektivs voll ausgeschopft werden. Diese Variante
ist somit auch zweckmalRig in einem Einzelpunkt oder
Multipunkt scannenden Mikroskopsystem, z.B. in ei-
nem linien-scannenden System (bei letzterem zu-
satzlich zu der Achse, in der auf bzw. in die Probe fo-
kussiert wird).

[0023] Die z.B. linienférmig konditionierte Anre-
gungsstrahlung wird auf den Hauptfarbteiler 17 ge-
lenkt. Dieser ist in einer bevorzugten Ausfihrungs-
form als spektral-neutraler Teilerspiegel gemafl der
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DE 10257237 A1 ausgefihrt, deren Offenbarungsge-
halt hier vollumfanglich einbezogen ist. Der Begriff
.Farbteiler" umfafdt also auch nichtspektral wirkende
Teilersysteme. Anstelle des beschriebenen spektral
unabhéangigen Farbteilers kann auch ein homogener
Neutralteiler (z.B. 50/50, 70/30, 80/20 0.4.) oder ein
dichroitischer Teiler Verwendung finden. Damit appli-
kationsabhangig eine Auswahl mdglich ist, ist der
Hauptfarbteiler vorzugsweise mit einer Mechanik ver-
sehen, die einen einfachen Wechsel ermdéglicht, bei-
spielsweise durch ein entsprechendes Tellerrad, das
einzelne, austauschbare Teiler enthalt.

[0024] Ein dichroitischer Hauptfarbteiler ist beson-
ders dann vorteilhaft, wenn kohérente, d. h. gerichte-
te Strahlung detektiert werden soll, wie z.B. Reflexi-
on, Stokes'sche bzw. anti-Stokes'sche Raman-Spek-
troskopie, koharente Raman-Prozesse héherer Ord-
nung, allgemein parametrische nicht-lineare optische
Prozesse, wie Second Harmonic Generation, Third
Harmonic Generation, Sum Frequency Generation,
Zwei- und Mehrfotonenabsorption bzw. Fluoreszenz.
Mehrere dieser Verfahren der nicht-linearen opti-
schen Spektroskopie erfordern den Einsatz zweier
oder mehrer Laserstrahlen, die kollinear Gberlagert
werden. Hierbei erweist sich die dargestellte Strahl-
vereinigung der Strahlung mehrerer Laser als beson-
ders vorteilhaft. Grundsatzlich kdnnen die in der Flu-
oreszenzmikroskopie weitverbreiteten dichroitischen
Strahlteiler verwendet werden. Auch ist es fir Ra-
man-Mikroskopie vorteilhaft vor den Detektoren holo-
grafische Notch-Teiler oder -Filter zu Unterdriickung
des Rayleigh-Streuanteils zu verwenden.

[0025] In der Ausfiihrungsform der Fig. 1 wird die
Anregungsstrahlung bzw. Beleuchtungsstrahlung
dem Scanner 18 Uber eine motorisch steuerbare
Zoom-Optik 41 zugefiihrt. Damit kann der Zoom-Fak-
tor angepaldt werden und das abgetastete Sehfeld ist
in einem bestimmten Verstellbereich kontinuierlich
variierbar. Besonders vorteilhaft ist eine Zoom-Optik,
bei der wahrend Anpassung der Fokuslage und des
Abbildungsmalstabes die Pupillenlage im kontinuier-
lichen Durchstimmvorgang erhalten bleibt. Die in
Fig. 1 dargestellten, durch Pfeile symbolisierten, drei
motorischen Freitheitsgrade der Zoom-Optik 41 ent-
sprechen genau der Zahl der Freitheitsgrade, die zur
Anpassung der drei Parameter, Abbildungsmalistab,
Fokus-, Pupillenlage, vorgesehen sind. Besonders
bevorzugt ist eine Zoom-Optik 41, an deren aus-
gangsseitigen Pupille eine feste Blende 42 angeord-
net ist. In einer praktischen einfachen Realisierung
kann die Blende 42 auch durch die Begrenzung der
Spiegelflache des Scanners 18 vorgegeben sein. Die
ausgangsseitige Blende 42 mit der Zoom-Optik 41 er-
reicht, da® unabhangig vom Verstellen der Zoomver-
grolerung immer ein festgelegter Pupillendurchmes-
ser auf das Scanobjektiv 19 abgebildet wird. Somit
bleibt die Objektivpupille auch bei beliebiger Verstel-
lung der Zoomoptik 41 vollstandig ausgeleuchtet. Die
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Verwendung einer eigenstandigen Blende 42 verhin-
dert vorteilhaft das Auftreten ungewollter Streustrah-
lung im Bereich des Scanners 18.

[0026] Mit der Zoom-Optik 41 wirkt das Zylindertele-
skop 37 zusammen, das ebenfalls motorisch betatig-
bar ist und der Asphéareneinheit 38 vorgeordnet ist.
Dies ist in der Ausfihrungsform der Ejg, 2 aus Grin-
den eines kompakten Aufbaus gewahlt, mul} aber
nicht so sein.

[0027] Wird ein Zoom-Faktor kleiner 1,0 gewiinscht,
wird das Zylinderteleskop 37 automatisch in den op-
tischen Strahlengang eingeschwenkt. Es verhindert,
daf die Aperturblende 42 unvollstandig ausgeleuch-
tet ist, wenn das Zoomobijektiv 41 verkleinert ist. Das
einschwenkbare Zylinderteleskop 37 gewahrleistet
somit, dal} auch bei Zoom-Faktoren kleiner 1, d. h.
unabhangig von der Verstellung der Zoomoptik 41
am Ort der Objektivpupille stets eine Beleuchtungsli-
nie konstanter Lange vorliegt. Im Vergleich zu einem
einfachen Sehfeld-Zoom sind somit Laserleistungs-
verluste in dem Beleuchtungsstrahl vermieden.

[0028] Da beim Einschwenken des Zylinderteles-
kops 37 ein Bildhelligkeitssprung in der Beleuch-
tungslinie unvermeidlich ist, ist in der (nicht darge-
stellten) Steuereinheit vorgesehen, dalk die Vor-
schubgeschwindigkeit des Scanners 18 oder ein Ver-
starkungsfaktor der Detektoren im Detektormodul 5
bei aktiviertem Zylinderteleskop 37 entsprechend an-
gepaldt ist, um die Bildhelligkeit konstant zu halten.

[0029] Neben der motorisch angetriebenen Zoom-
optik 41 sowie dem motorisch aktivierbaren Zylinder-
teleskop 37 sind auch im Detektormodul 5 des Laser-
scanningmikroskops der Fig. 1 fernsteuerbare Jus-
tierelemente vorgesehen. Zur Kompensation von
Farblangsfehlern sind beispielsweise vor der Schlitz-
blende eine Rundoptik 44 sowie eine Zylinderoptik 39
und unmittelbar vor dem Detektor 28 eine Zylinderop-
tik 39 vorgesehen, die jeweils in axialer Richtung mo-
torisch verschiebbar sind.

[0030] Zusatzlich ist zur Kompensation eine Korrek-
tureinheit 40 vorgesehen, die nachfolgend kurz be-
schrieben wird.

[0031] Die Schlitzblende 26 bildet zusammen mit ei-
ner vorgeordneten Rundoptik 44 sowie der ebenfalls
vorgeordneten ersten Zylinderoptik 39 sowie der
nachgeordneten zweiten Zylinderoptik ein Pinho-
le-Objektiv der Detektoranordnung 5, wobei das Pin-
hole hier durch die Schlitzblende 26 realisiert ist. Um
eine unerwinschte Detektion von im System reflek-
tierter Anregungsstrahlung zu vermeiden, ist der
zweiten Zylinderlinse 39 noch das Blockfilter 27 vor-
geschaltet, das Uber geeignete spektrale Eigenschaf-
ten verfugt, um lediglich gewiinschte Fluoreszenz-
strahlung zum Detektor 28, 28a gelangen zu lassen.
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[0032] Ein Wechsel des Farbteilers 25 oder des
Blockfilters 27 bringt unvermeidlich einen gewissen
Kipp- oder Keilfehler bei Einschwenken mit sich. Der
Farbteiler kann einen Fehler zwischen Probenbe-
reich und Schlitzblende 26, das Blockfilter 27 einen
Fehler zwischen Schlitzblende 26 und Detektor 28
nach sich ziehen. Um zu verhindern, dal® dann eine
Neujustierung der Lage der Schlitzblende 26 bzw.
des Detektors 28 erforderlich ist, ist zwischen der
Rundoptik 44 und der Schlitzblende 26, d.h. im Abbil-
dungsstrahlengang zwischen Probe und Detektor 28
eine planparallele Platte 40 angeordnet, die unter
Steuerung eines Controllers in verschiedene Kipp-
stellungen gebracht werden kann. Die planparallele
Platte 40 ist dazu in einer geeigneten Halterung ver-
stellbar angebracht.

[0033] Eig. 2 zeigt, wie mit Hilfe der Zoom-Optik 41
innerhalb des zur Verfigung stehenden maximalen
Scanfeldes SF ein Bereich (region of interest) ROI
ausgewahlt werden kann. Belaf3t man die Ansteue-
rung des Scanners 18 so, dal® die Amplitude sich
nicht verandert, wie dies beispielsweise bei Reso-
nanz-Scanner zwingend erforderlich ist, bewirkt eine
an der Zoom-Optik eingestellte Vergréfierung groler
1,0 eine Einengung des ausgewahlten Bereiches
ROI zentriert um die optische Achse des Scanfeldes
SF.

[0034] Resonanzscanner sind beispielsweise in
Pawley, Handbook of Biological Confocal Microsco-
py, Plenum Press 1994, Seite 461ff beschrieben.

[0035] Steuert man den Scanner so an, dal} er ein
Feld asymmetrisch zur optischen Achse, d. h. zur Ru-
helage der Scannerspiegel abtastet, so erhalt man im
Zusammenhang mit einer Zoomwirkung eine Offset-
verschiebung OF des ausgewahlten Bereiches ROI.
Durch die bereits erwdhnte Wirkung des Scanners
18, zu descannen, und durch den nochmaligen
Durchlauf durch die Zoom-Optik 41, wird die Auswahl
des interessierenden Bereiches ROl im Detektions-
strahlengang wieder in Richtung auf den Detektor hin
aufgehoben. Somit kann man eine beliebige inner-
halb des Scanbildes SF liegende Auswahl fiir den
Bereich ROI treffen. Zusatzlich kann man fur ver-
schiedene Auswahlen des Bereiches ROI Bilder ge-
winnen und diese dann zu einem hochauflésenden
Bild zusammensetzen.

[0036] Mdchte man den ausgewahlten Bereich ROI
nicht nur um einen Offset OF gegenlber der opti-
schen Achse verschieben, sondern auch zusatzlich
drehen, ist eine Ausflhrungsform zweckmaRig, die in
einer Pupille des Strahlenganges zwischen Haupt-
farbteiler 17 und Probe 23 ein Abbe-Konig-Prisma
vorsieht, das bekanntermafien eine Bildfelddrehung
zur Folge hat. Auch diese wird in Richtung auf den
Detektor hin wieder aufgehoben. Nun kann man Bil-
der mit verschiedenen Offsetverschiebungen OF und
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verschiedenen Drehwinkeln messen und anschlie-
Rend zu einem hochaufldsenden Bild verrechnen,
beispielsweise gemal einem Algorithmus, wie er in
der Verdéffentlichung, Gustafsson, M., ,Doubling the
lateral resolution of wide-field fluorescence microsco-
py using structured illumination”, in ,Three-dimensio-
nal and multidimensional microscopy: Image acquisi-
tion processing VII", Proceedings of SPIE, Vol. 3919
(2000), p 141-150, beschrieben ist.

[0037] Eig. 3 zeigt eine weitere mogliche Bauweise
fur ein Laserscanningmikroskop 1, bei dem ein Nip-
kowscheiben-Ansatz zur Verwirklichung kommt. Das
Lichtquellenmodul 2, das in Eig. 3 stark vereinfacht
dargestellt ist, beleuchtet Gber ein Minilinsenarray 65
durch den Hauptfarbteiler 17 hindurch eine Nip-
kow-Scheibe 64, wie sie beispielsweise in US
6.028.306, WO 88 07695 oder DE 2360197 A1 be-
schrieben ist. Die Uber das Minilinsenarray 65 be-
leuchteten Pinholes der Nipkow-Scheibe werden in
die im Mikroskopmodul 4 befindliche Probe abgebil-
det. Um auch hier die probenseitige Bildgrofie variie-
ren zu kdénnen, ist wiederum die Zoom-Optik 41 vor-
gesehen.

[0038] In Abwandlung zur Bauweise der Fig, 4 ist
beim Nipkow-Scanner die Beleuchtung im Durch-
gang durch den Haupftfarbteiler 17 vorgenommen
und die zu detektierende Strahlung wird ausgespie-
gelt. Dariber hinaus ist in Abwandlung zu Eig. 2 der
Detektor 28 nun ortsauflésend ausgefuhrt, damit die
mit der Nipkow-Scheibe 64 erreichte Multipunktbe-
leuchtung auch entsprechend parallel abgetastet
wird. Ferner ist zwischen der Nipkow-Scheibe 64 und
der Zoom-Optik 41 eine geeignete feststehende Op-
tik 63 mit positiver Brechkraft angeordnet, welche die
durch die Pinholes der Nipkow-Scheibe 64 divergent
austretende Strahlung in geeignete Blndeldurch-
messer umwandelt. Der Hauptfarbteiler 17 ist fir den
Nipkow-Aufbau der Elg, 3 ein klassischer dichroiti-
scher Strahlteiler, d.h. nicht der zuvor erwahnte
Strahlteiler mit schlitzférmig oder punktférmig reflek-
tierendem Bereich.

[0039] Die Zoom-Optik 41 entspricht der zuvor er-
lauterten Bauweise, wobei natlirlich der Scanner 18
durch die Nipkow-Scheibe 64 Oberflissig wird. Er
kann dennoch vorgesehen werden, wenn man die
anhand Fig, 2 erlduterte Auswahl eines Bereiches
ROI vornehmen mochten. Gleiches gilt fir das Ab-
be-K&nig-Prisma.

[0040] Einen alternativen Ansatz mit Multipunktab-
tastung zeigt in schematischer Darstellung Eig. 4, bei
der mehrere Lichtquellen schrag in die Scannerpupil-
le einstrahlen. Auch hier laRt sich durch Nutzung der
Zoom-Optik 41 zur Abbildung zwischen Hauptfarbtei-
ler 17 und Scanner 18 eine Zoomfunktion wie in
Fig. 2 dargestellt realisieren. Durch gleichzeitiges
Einstrahlen von Lichtblindeln unter verschiedenen
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Winkeln in einer zur Pupille konjugierten Ebene, wer-
den Lichtpunkte in einer zur Objektebene konjugier-
ten Ebene erzeugt, die vom Scanner 18 gleichzeitig
Uber einen Teilbereich des gesamten Objektfeldes
gefihrt werden. Die Bildinformation entsteht durch
Auswertung samtlicher Teilbilder auf einem ortsauflé-
senden Matrixdetektor 28.

[0041] Als weitere Ausfihrungsform kommt eine
Multipunkt-Abtastung, wie in US 6.028.306 beschrie-
ben, in Frage, deren Offenbarung vollumfanglich
diesbezlglich hier einbezogen wird. Auch hier ist ein
ortsauflésender Detektor 28 vorzusehen. Die Probe
wird dann durch eine Multipunktlichtquelle beleuch-
tet, die durch einen Strahlexpander mit nachgeordne-
ten Mikrolinsenarray realisiert wird, das eine Multia-
perturenplatte so beleuchtet, daf dadurch eine Multi-
punktlichtquelle realisiert ist.

[0042] Eig. 5 zeigt beispielhaft eine

Anordnung von 2 internen Detektoren mit einem
wechselbaren Strahlteiler zur Detektion von mehre-
ren Farben an einem schnellen (parallelisierenden)
Zeilenscanner.

[0043] Anhand eines schematisch dargstellten Lini-
enscanners (siehe Fig. 1 im Detail) wird dargestellt,
dal} mittels auswechselbarer dichroitischer Strahltei-
ler, beispielsweise (ber ein Teilerrad T sehr schnell
ein Wechsel zwischen verschiedenen spektralen De-
tektionswellenldngen und eine parallele Detektion
Uber mehrere Zeilendetektoren hier beispielhaft mit 1
und 2 bezeichnet, vorgenommen wird.

[0044] Fig. § zeigt eine
Anordnung einer verstellbaren konfokalen Schlitz-
blende zur verbesserten 3D-Detektion durch opti-
sche Schnittlegung an einem schnellen (parallelisie-
renden) Zeilenscanner.

[0045] Hier ist schematisch eine verstellbare
Schlitzblende dargestellt, um alternativ oder zusatz-
lich zur Anderung des spektralen Detektionsmodus
die Schnittdicke in Z-Richtung variieren zu kénnen.

[0046] Im Fall einer Strahlvervielfachung mit axialer
oder lateraler Aufspaltung kann statt einem dichroiti-
schen Strahlteiler auch ein Neutralteiler zum Einsatz
kommen. Die axial oder lateral gegeneinander ver-
setzten Lichtpfade kénnen beispielsweise durch ent-
sprechende axiale bzw. laterale Positionierung der
Schlitzblenden den Detektoren selektiv zugewiesen
werden.

[0047] Die beschriebene Erfindung stellt eine be-
deutende Ausweitung der Anwendungsmdglichkei-
ten von schnellen konfokalen Laserscanmikroskopen
dar. Die Bedeutung einer solchen Weiterentwicklung
l&sst sich anhand der zellbiologischen Standardlite-
ratur und den dort beschriebenen schnellen zellula-
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ren und subzelluldren Vorgangen' und den einge-
setzten Untersuchungsmethoden mit einer Vielzahl
von Farbstoffen? ablesen.

[0048] Siehe z.B.:
'B. Alberts et al. (2002): Molecular Biology of the
Cell; Garland Science.
2G. Karp (2002): Cell and Molecular Biology:
Concepts and Experiments; Wiley Text Books.
2R. Yuste etal. (2000): Imaging neurons — a labo-
ratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York.
’R.P. Haugland (2003): Handbook of fluorescent
Probes and research Products, 10th Edition; Mo-
lecular Probes Inc. and Molecular Probes Europe
BV.

[0049] De Erfindung hat insbesondere grol3e Be-
deutung fiir die folgenden Prozesse und Vorgange:

Entwicklung von Organismen

[0050] Die beschriebene Erfindung ist u.a. fir die
Untersuchung von Entwicklungsprozessen geeignet,
die sich vor allem durch dynamische Prozesse im
Zehntelsekunden bis hin zum Stundenbereich aus-
zeichnen. Beispielanwendungen auf der Ebene von
Zellverbanden und ganzen Organismen sind z.B. hier
beschrieben:
* Abdul-Karim, M.A. et al. beschreiben 2003 in Mi-
crovasc. Res., 66:113-125 eine Langzeitanalyse
von Blutgefassveranderungen im lebenden Tier,
wobei Fluoreszenzbilder in Intervallen Gber meh-
rere Tage aufgenommen wurde. Die 3D-Datensat-
ze wurden mit adaptiven Algorithmen ausgewer-
tet, um die Bewegungstrajektorien schematisch
darzustellen.
* Soll, D.R. et al. beschreiben 2003 in Scientific
World Journ. 3:827-841 eine softwarebasierte Be-
wegungsanalyse von mikroskopischen Daten von
Kernen und Pseudopodien lebender Zellen in al-
len 3 Raumdimensionen.
* Grossmann, R. et al. beschreiben 2002 in Glia,
37:229-240 eine 3D-Analyse der Bewegungen
von Mikrogliazellen der Ratte, wobei die Daten
Uber bis zu 10 Stunden aufgenommen wurden.
Gleichzeitig kommen nach traumatischer Schadi-
gung auch schnelle Reaktionen der Glia vor, so
dass eine hohe Datenrate und entsprechendes
Datenvolumen entsteht.

[0051] Das betrifft insbesondere folgende Schwer-
punkte:
* Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung,
deren Nachbarzellen empfindlich auf Laserbe-
leuchtung reagieren und die von der Beleuchtung
der 3D-ROI geschutzt werden missen;
* Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung
mit Markierungen, die gezielt durch Laserbeleuch-
tung in 3D gebleicht werden sollen, z.B. FRET-Ex-
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perimente;

+ Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung
mit Markierungen, die gezielt durch Laserbeleuch-
tung gebleicht und gleichzeitig auch ausserhalb
der ROl beobachtet werden sollen, z.B. FRAP-
und FLIP-Experimente in 3D;

+ Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D
Umgebung mit Markierungen und Pharmaka, die
manipulationsbedingte Anderungen durch Laser-
beleuchtung aufweisen, z.B. Aktivierung von
Transmittern in 3D;

+ Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D
Umgebung mit Markierungen, die manipulations-
bedingte Farbanderungen durch Laserbeleuch-
tung aufweisen, z.B. paGFP, Kaede;

+ Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D
Umgebung mit sehr schwachen Markierungen,
die z.B. eine optimale Balance von Konfokalitat
gegen Detektionsempfindlichkeit erfordern.

* Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband
mit variierenden Mehrfachmarkierungen, z.B.
CFP, GFP, YFP, DsRed, HcRed u.a.

* Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband
mit Markierungen, die funktionsabhangige Far-
banderungen aufweisen, z.B. Ca+-Marker

* Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband
mit Markierungen, die entwicklungsbedingte Far-
banderungen aufweisen, z.B. transgene Tiere mit
GFP

* Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband
mit Markierungen, die manipulationsbedingte Far-
banderungen durch Laserbeleuchtung aufweisen,
z.B. paGFP, Kaede

* Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband
mit sehr schwachen Markierungen, die eine Ein-
schrankung der Konfokalitdt zugunsten der De-
tektionsempfindlichkeit erfordern.

+ Letztgenannter Punkt in Kombination mit den
Vorangehenden.

Transportvorgange in Zellen

[0052] Die beschriebene Erfindung ist fir die Unter-
suchung von innerzellularen Transportvorgangen ex-
zellent geeignet, da hierbei recht kleine motile Struk-
turen, z.B. Proteine, mit hoher Geschwindigkeit
(meist im Bereich von Hundertstelsekunden) darge-
stellt werden miissen. Um die Dynamik von komple-
xen Transportvorgangen zu erfassen, kommen oft
auch Anwendungen wie FRAP mit ROI-Bleichen zum
Einsatz. Beispiele fiir solche Studien sind z.B. hier
beschrieben:
* Umenishi, F. et al. beschreiben 2000 in Biophys
J., 78:1024-1035 eine Analyse der rdumlichen Be-
weglichkeit von Aquaporin in GFP-transfizierten
Kulturzellen. Hierzu wurden in den Zellmembra-
nen Punkte gezielt lokal gebleicht und die Diffusi-
on der Fluoreszenz in der Umgebung analysiert.
* Gimpl, G. et al. beschreiben 2002 in Prog. Brain
Res., 139:43-55 Experimente mit ROI-Bleichen
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und Fluoreszenzimaging zur Analyse der Maobilitat
und Verteilung von GFP-markierten Oxytocin-Re-
zeptoren in Fibroblasten. Dabei stellen sich hohe
Anforderungen an die rdumliche Positionierung
und Aufldsung sowie die direkte zeitliche Folge
von Bleichen und Imaging.

+ Zhang et al. beschreiben 2001 in Neuron,
31:261-275 live cell Imaging von GFP-transfizier-
ten Nervenzellen, wobei die Bewegung von Gra-
nuli durch kombiniertes Bleichen und Fluoreszen-
zimaging analysiert wurde. Die Dynamik der Ner-
venzellen stellt dabei hohe Anforderungen an die
Geschwindigkeit des Imaging.

Wechselwirkungen von Molekiilen

[0053] Die beschriebene Erfindung istinsbesondere
fur die Darstellung molekularer und anderer subzellu-
larer Wechselwirkungen geeignet. Hierbei missen
sehr kleine Strukturen mit hoher Geschwindigkeit (im
Bereich um die Hundertstelsekunde) dargestellt wer-
den. Um die fur die Wechselwirkung notwendige
raumliche Position der Molekiile aufzul6sen, sind
auch indirekte Techniken wie z.B. FRET mit ROI-Blei-
chen einzusetzen. Beispielanwendungen sind z.B.
hier beschrieben:
+ Petersen, M.A. und Dailey, M.E. beschreiben
2004 in Glia, 46:195-206 eine Zweikanalaufhah-
me lebender Hippokampuskulturen der Ratte, wo-
bei die zwei Kanale fir die Marker Lectin und Sy-
tox raumlich in 3D und Uber einen langeren Zeit-
raum aufgezeichnet werden.
* Yamamoto, N. et al. beschreiben 2003 in Clin.
Exp. Metastasis, 20:633-638 ein Zweifarbimaging
von humanen fibrosarcoma Zellen, wobei griines
und rotes fluoreszentes Protein (GFP und RFP)
simultan in Echtzeit beobachtet wurde.
* Bertera, S. et al. beschreiben 2003 in Biotechni-
ques, 35:718-722 ein Multicolorimaging von trans-
genen Mausen markiert mit Timer reporter Prote-
in, welches seine Farbe nach Synthese von griin
in rot andert. Die Bildaufnahme erfolgt als schnel-
le Serie 3-dimensional im Gewebe am lebenden
Tier.

SignalUbertragung zwischen Zellen

[0054] Die beschriebene Erfindung ist fur die Unter-
suchung von meist extrem schnellen SignalUbertra-
gungsvorgangen hervorragend sehr gut geeignet.
Diese meist neurophysiologischen Vorgange stellen
héchste Anforderungen an die zeitliche Auflésung,
da die durch lonen vermittelten Aktivitdten sich im
Bereich von Hundertstel- bis kleiner als Tausendstel-
sekunden abspielen. Beispielanwendungen von Un-
tersuchungen im Muskel- oder Nervensystem sind
z.B. hier beschrieben:

* Brum G et al. beschreiben 2000 in J Physiol.

528: 419-433 die Lokalisation von schnellen Ca+

Aktivitdten in Muskelzellen des Frosches hach
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Reizung mit Caffeine als Transmitter. Die Lokali-
sation und Mikrometer-genaue Auflésung gelang
nur durch Einsatz eines schnellen, konfokalen Mi-
kroskopes.

+ Schmidt H et al. beschreiben 2003 in J Physiol.
551:13-32 eine Analyse von Ca+ lonen in Nerven-
zellfortsatzen von transgenen Mausen. Die Unter-
suchung von schnellen Ca+-Transienten in Mau-
sen mit verdnderten Ca+ bindenden Proteinen
konnte nur mit hochauflésender konfokaler Mikro-
skopie durchgefuhrt werden, da

auch die Lokalisation der Ca+ Aktivitat innerhalb der
Nervenzelle und deren genaue zeitliche Kinetik eine
wichtige Rolle spielt.

Patentanspriiche

1. Lichtrastermikrokop zur Erfassung mindestens
eines Probenbereiches durch eine Relativbewegung
zwischen Beleuchtungslicht und Probe,
wobei das Beleuchtungslicht die Probe parallel in
mehreren Punkten oder Bereichen beleuchtet und
mehrere Punkte oder Bereiche mit einer Detektoran-
ordnung simultan detektiert werden,
wobei ein Flachendetektor vorgesehen ist und zur Er-
zeugung der Beleuchtung eine bewegte Lochscheibe
vorgesehen ist
wobei Detektionsstrahlengange mit auswechselba-
ren und/oder schaltbaren Strahlteilern und/oder Fil-
tern vorgesehen sind

2. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 1, wobei
einstellbare Konfokalblenden zur Anderung der opti-
schen Schnittdicke vorgesehen sind

3. Lichtrastermikroskop nach einem der vorange-
henden Anspriche, wobei mehrere interne Detekto-
ren mit schalt- und/oder wechselbaren Strahlteilern
zur Wellenlangenzuweisung fiir diese Detektoren
vorgesehen sind

4. Lichtrastermikroskop nach einem der vorange-
henden Ansprliche wobei eine Ansteuereinheit zur
shchronen Ansteuerung von spektraler Detektion
und Blendeneinstellung vorgesehen ist

5. Lichtrastermikroskop nach einem der vorange-
henden Anspriiche
mehrere Beleuchtungsregionen parallel durch meh-
rere Punkte oder Linien beleuchtet werden, denen
Detektoren zugeordnet sind
wobei mittels schneller Wechsel der spektralen De-
tektion Fluoreszenzspektren aufgezeichnet und un-
terschiedliche Wellenldngen spektral getrennt wer-
den Wobei ein Entmischungsverfahren angewendet
wird

6. Lichtrastermikroskop mit einem Resonanz-
scanner, Nipkowscanner oder Multipunktscanner
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7. Verwendung von Anordnungen und/oder Ver-
fahren nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriiche
zur Untersuchung von Entwicklungsprozessen, ins-
besondere dynamischer Prozesse im Zehntelsekun-
den bis hin zum Stundenbereich, insbesondere auf
der Ebene von Zellverbanden und ganzen Organis-
men, insbesondere nach mindestens einem der fol-
genden Punkte:

+ Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung, de-
ren Nachbarzellen empfindlich auf Laserbeleuchtung
reagieren und die von der Beleuchtung der 3D-ROI
geschitzt werden missen;

* Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung mit
Markierungen, die gezielt durch Laserbeleuchtung in
3D gebleicht werden sollen, z.B. FRET-Experimente;
* Analyse lebender Zellen in einer 3D Umgebung mit
Markierungen, die gezielt durch Laserbeleuchtung
gebleicht und gleichzeitig auch ausserhalb der ROI
beobachtet werden sollen, z.B. FRAP- und FLIP-Ex-
perimente in 3D;

* Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D Umge-
bung mit Markierungen und Pharmaka, die manipula-
tionsbedingte Anderungen durch Laserbeleuchtung
aufweisen, z.B. Aktivierung von Transmittern in 3D;

* Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D Umge-
bung mit Markierungen, die manipulationsbedingte
Farbanderungen durch Laserbeleuchtung aufweisen,
z.B. paGFP, Kaede;

* Gezielte Analyse lebender Zellen in einer 3D Umge-
bung mit sehr schwachen Markierungen, die z.B.
eine optimale Balance von Konfokalitat gegen Detek-
tionsempfindlichkeit erfordern.

+ Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband mit
variierenden Mehrfachmarkierungen, z.B. CFP, GFP,
YFP, DsRed, HcRed u.a.

+ Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband mit
Markierungen, die funktionsabhangige Farbanderun-
gen aufweisen, z.B. Ca+-Marker

+ Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband mit
Markierungen, die entwicklungsbedingte Farbande-
rungen aufweisen, z.B. transgene Tiere mit GFP

+ Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband mit
Markierungen, die manipulationsbedingte Farbande-
rungen durch Laserbeleuchtung aufweisen, z.B.
paGFP, Kaede

+ Lebende Zellen in einem 3D-Gewebeverband mit
sehr schwachen Markierungen, die eine Einschran-
kung der Konfokalitat zugunsten der Detektionsemp-
findlichkeit erfordern.

 Letztgenannter Punkt in Kombination mit den Vor-
angehenden.

8. Verwendung von Anordnungen und/oder Ver-
fahren nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriche fir die Untersuchung von innerzelluldren
Transportvorgangen, insbesondere zur Darstellung
kleine motile Strukturen, z.B. Proteine, mit hoher Ge-
schwindigkeit (meist im Bereich von Hundertstelse-
kunden) insbesondere fir Anwendungen wie FRAP
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mit ROI-Bleichen

9. Verwendung von Anordnungen und/oder Ver-
fahren nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriche fir die Darstellung molekularer und ande-
rer subzelluldrer Wechselwirkungen, insbesondere
der Darstellung sehr kleine Strukturen mit hoher Ge-
schwindigkeit vorzugsweise unter Verwendung indi-
rekter Techniken wie z.B. FRET mit ROI-Bleichen zur
Auflésung submolekularar Strukturen

10. Verwendung von Anordnungen und/oder Ver-
fahren nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriiche schnellen Signallbertragungsvorgangen,
insbesondere neurophysiologischen Vorgangen mit
hoher zeitlicher Auflésung, da die durch lonen vermit-
telten Aktivitaten sich im Bereich von Hundertstel- bis
kleiner als Tausendstelsekunden abspielen, insbe-
sondere bei Untersuchungen im Muskel- oder Ner-
vensystem

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen
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Fig.5

Zeilendetektor 2

1 straniteiler

Y-Scanner

Zeilenlichtquelle

Fokusier-
einrichtung

Aufnahme- und
Beleuchtungsregion

N\

Probe

12/13



DE 10 2004 034 997 A1

Fig.6
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