; @ N° de publication : 92925

@) BREVET D’INVENTION Bl

@ N° de dépét: 92925 @ Int. Cl.:
G02B 21/00, GO2B 21/36, GO2B 27/00

@ Date de dépét: 23/12/2015

. Priorité: @ Inventeur(s):

FAHRBACH FLORIAN —
69115 HEIDELBERG (Allemagne), KNEBEL WERNER —

Date de mise a disposition du public: 07/08/2017 76709 KRONAU (Allemagne)
Date de délivrance: 25/09/2017 Mandataire(s):

BRADL Joachim - Leica Microsystems GmbH —
@ Titulaire(s): 35578 WETZLAR (Allemagne)

LEICA MICROSYSTEMS CMS GMBH -
35578 WETZLAR (Allemagne)

Verfahren zum Untersuchen einer Probe mittels Lichtblatt-Mikroskopie und Lichtblatt-Mikroskop.

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Untersuchen
einer Probe mittels Lichtblatt- Mikroskopie, wobei eine in
einer Beleuchtungsebene befindliche Probenfliche mittels
eines sich in der Beleuchtungsebene ausbreitenden

Zrov

Lichtblattes beleuchtet und von der Beleuchtungsebene \\\ /
ausgehendes Detektionslicht detektiert wird. Das ¢ : :

Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass eine Position dz’ﬁi ; ; N
eines Lichtblattfokus des Lichtblattes in der / \ 4
Beleuchtungsebene (26) durch Verdndern der optischen :
Lange des Lichtweges des das Lichtblatt bildenden

Beleuchtungslichtes bewegt wird.
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Titel: Verfahren zum Untersuchen einer Probe mittels Lichtblatt-Mikroskopie und
Lichtblatt-Mikroskop

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Untersuchen einer Probe mittels Lichtblatt-
Mikroskopie, wobei eine in einer Beleuchtungsebene befindliche Probenfléche
mittels eines sich in der Beleuchtungsebene ausbreitenden Lichtblattes beleuchtet

und von der Beleuchtungsebene ausgehendes Detektionslicht detektiert wird.

Die FErfindung betrifft auBerdem ein Lichtblatt-Mikroskop  mit  einem
Beleuchtungsobjektiv, das ein Lichtblatt fokussiert, um eine Probenfldche mittels des
sich in der Beleuchtungsebene ausbreitenden Lichtblattes zu beleuchten, und mit
einem Detektionsobjektiv, durch das von der Beleuchtungsebene ausgehendes

Detektionslicht zu einem Detektor gelangt.

Die Lichtblatt-Mikroskopie, auch SPIM-Technik (Single Plane lllumination Microscopy)
genannt, bei der eine schichtweise Beleuchtung der Probe erfolgt, erlaubt eine
schnellere und probenschonendere Erfassung von Bilddaten, als beispielsweise bei
einer punktweisen Abtastung einer Probe. Ein bekanntes Einsatzgebiet der SPIM-
Technologie ist der Bereich der Fluoreszenz-Mikroskopie, wobei Fluorophore in der
Probe mit Laserlicht angeregt werden. Bei der SPIM-Technologie findet hierbei eine
Anregung nur in einer von einem Beleuchtungslichtblatt beleuchteten Ebene statt.
Eine Schadigung der Probe durch Beleuchtungslicht in anderen Ebenen ist hierdurch

vermieden.

Eine nach dem SPIM-Verfahren arbeitende optische Vorrichtung ist in
DE 102 57 423 A1 beschrieben. Bei diesem Mikroskop wird eine Probe mit einem
diUnnen Lichtblatt beleuchtet, wahrend die Beobachtung senkrecht zu der Ebene
des beleuchtenden Lichtblattes erfolgt. Hierbei erfolgen die Beleuchtung und die
Detektion Uber zwei separate optische Strahlengdnge mit jeweils separater Optik,

insbesondere mit zwei separaten, zueinander senkrechten Objektiven.

Aus DE 10 2009 044 983 Al ist ein Mikroskop bekannt, das eine
Beleuchtungseinrichtung aufweist, mit der ein Lichtblatt zur Beleuchtung eines

Probenbereichs erzeugt wird, welches in Richtung einer Beleuchtungsachse eines
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Beleuchtungsstrahlenganges und in Richtung einer Querachse, welche quer zur
Beleuchtungsachse liegt, anndhernd flachig ausgedehnt ist. Das Mikroskop weist
auBerdem eine Detektierungseinrichtung auf, mit der Licht detektiert wird, welches
entlang einer Detektierungsachse eines Detektierungsstrahlengangs aus dem
Probenbereich abgestrahlt wird, wobei Beleuchtungsachse und Detektierungsachse
sowie Querachse und Detektierungsachse in einem von Null verschiedenen Winkel
aufeinander stehen, und wobei die Detektierungseinrichtung auBerdem im
Detektierungsstrahlengang ein Detektierungsobjektiv. umfasst. Bei einem solchen
Mikroskop umfasst die Detektierungseinrichtung auBerdem ein von einer Frontlinse
des Detektierungsobjektivs rd@umlich getrennt angeordnetes und von dieser
unabhdngig verstellbares optisches Detektierungselement, mittels dessen die GréBe
eines Detektierungsbildfeldes stufenlos variierbar ist, und/oder mittels dessen eine

Detektierungsfokusebene im Probenbereich stufenlos verschiebbar ist.

Aus Dean, K. & Fiolka, R., “Uniform and scalable light-sheets generated by extended
focusing”, Opt. Express 22, 26141-26152 (2014), ist ein System bekannt, bei dem ein
dUnner, kurzer Beleuchtungsstrahl mit einer schnell durchstimmbaren Linse entlang
der optischen Achse vor und zurick geschoben wird. Durch die geringere
Scharfentiefe des Strahls kann dieser dUnner sein, was den Bildkontrast steigern soll.
Da allerdings auch der out-of-focus Bereich des Strahls Fluoreszenz anregt wird, wird
eine Schlitzblende verwendet, um den gewuUnschten Effekt zu erreichen. Diese
Schlitzblende verlduft in einer konjugierten Ebene im Detektionsstrahlengang
kollinear mit dem Beleuchtungsstrahl. Trotz der Nutzung der Schlitzblende fallt die
Steigerung des Bildkontrastes relativ klein aus, insbesondere weil viel Fluoreszenzlicht

detektiert wird, das nicht vom Fokus des Beleuchtungsstrahls angeregt wurde.

Aus Zong, W. et al. ,Large-field high-resolution two-photon digital scanned light-
sheet microscopy” Cell Res. (2014), ist ein dhnliches Mikroskop bekannt, wobei dort
allerdings eine nichtlineare Fluoreszenz-Anregung erfolgt. Auch in CN 10 440 74 36 ist

ein solches Mikroskop beschrieben.

Verfahren, bei denen durchstimmbarer Linsen verwendet werden, haben den
Nachteil, dass sie in der Praxis bereits auf Grund der bei Gblichen Mikroskopen
vorliegenden Platzverhdltnisse nicht umsetzbar sind. AuBerdem ist die Verwendung
von durchstimmbaren Linsen insbesondere aus folgendem Grund problematisch: Zur

Zeit gibt es vor allem zwei Typen von durchstimmbaren Linsen: ,Eletrically tunable
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lenses" (ETL) bei denen das Volumen der Linse zur Verdnderung der Brechkraft durch
Verschiebung einer FUssigkeit physisch verdndert wird, oder ,Tunable acoustic 9025
gradient index lenses", bei denen mittels Dichteschwankungen eine Anderung des
Brechungsindex und damit der Brechkraft verursacht wird. Wdahrend ETLs mit

5 Grenzfrequenzen im Bereich von 100Hz nachteiliger Weise langsam sind, werden
TAG-Linsen resonant bei Frequenzen von mindestens einigen 10°Hz betrieben. Beide
Linsentypen sind durch ihr Frequenzsprektrum nicht geeignet, eine sdgezahnférmige
Bewegung eines Fokus zu ermdglichen. Bei TAG-Linsen ist die statische Positionierung
an beliebigen Positionen gdanzlich unmdglich, bei ETLs unterliegt sie nachteiliger

10 Weise einer zeitlichen Dirift.

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren anzugeben, das
es erlaubt, schnell und zuverldssig Abbildungen einer Probenschicht mit einer

erhéhten Auflésung zu erzeugen.

15
Die Aufgabe wird durch ein Verfahren geldst, das dadurch gekennzeichnet ist, dass
eine Position eines Lichtblattfokus des Lichtblattes in der Beleuchtungsebene durch
Verdndern der optischen Lange des Lichtweges des das Lichtblatt bildenden
Beleuchtungslichtes bewegt wird.

20

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Lichtblatt-Mikroskop
anzugeben, das es erlaubt, schnell und zuverlassig Abbildungen mit einem erhdhten

Aufldésungsvermdgen zu erzeugen.

25 Diese Aufgabe wird durch ein Lichtblatt-Mikroskop geldst, das gekennzeichnet ist
durch ein im Strahlengang des das Lichtblatt bildenden Beleuchtungslichtes
angeordnetes Lichtblattfokusschiebemittel, mittels dem eine Position eines
Lichtblattfokus des Lichtblattes in der Beleuchtungsebene durch Ver&ndern der
optischen Lange des Lichtweges des Beleuchtungslichtes bewegbar ist.

30
Die aus dem Stand der Technik bekannte, bei der Lichtblatt-Mikroskopie zumeist
Ubliche, statische Beleuchtung mit einem Lichtblatt, dessen Fokus in der Mitte des
Bildfeldes angeordnet ist und dessen Schdarfentiefe an die GréBe des Bildfeldes
entlang der Beleuchtungsachse angepasst ist fUhrt dazu, dass die Dicke des

35 Lichtblattes groBer ist als notwendig wenn lediglich kleinere, insbesondere nicht

zentral liegende, Ausschnitte aus dem Bildbereich von Interesse sind. Wie weiter

) | | |
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unten noch im Detail erlutert ist, ermdglicht es die vorliegende Erfindung in
einfacher und dennoch sehr zuverl&ssiger Weise, stets ein dUnneres Lichtblatt zu
verwenden und dies im Hinblick auf die Erzeugung kontrastreicherer Bilder
auszunutzen. Dies kann, was weiter unten noch im Detail erlGutert ist, insbesondere
dadurch realisiert werden, dass das Lichtblatt stérker fokussiert wird, was einen
dUnneren und in Lichtausbreitungsrichtung kirzeren Lichblattfokus, jedoch auch ein
groBere Dicke des BeleuchtungslichtbUndels auBerhalb des Fokusbereichs zur Folge
hat, wobei dllerdings ausschlieBlich das Detektionslicht, das aus dem mittels des
Lichtblattfokus beleuchteten Bereich entstammt detektiert wird. Durch axiales
Verschieben des Lichtblattfokusses entlang der Lichtausbreitungsrichtung innerhalb
der Beleuchtungsebene und kann ein grdéBeres die gesamte in  der
Beleuchtungsebene liegende, interessierende Probenschicht sukzessive kontrastreich

abgebildet werden.

Die Erfindung hat den ganz besonderen Vorteil, dass eine Mdglichkeit zum Schieben
des Lichtblattfokusses innerhalb der Beleuchtungsebene in Lichtausbreitungsrichtung
oder entgegen der Lichtausbreitungsrichtung auf einfache, jedoch sehr zuverlassige
und stérungsunanfallige Weise realisierbar ist. DarGber hinaus kann die Erfindung in
AuBerst Vorteilhafter Weise auch bei Ublichen Mikroskopaufbauten, insbesondere bei
Mikroskopaufbauten, die ein handelsUbliches Mikroskopstativ aufweisen, redlisiert
werden, weil die bei derartigen Mikroskopaufbauten Ublicherweise freien
Bauraumbereiche  for das, weiter unten im  Detail beschriebene,

Lichtblattfokusschiebemittel genutzt werden kdnnen.

Durch das Verandern der optischen Lange des Lichtweges des Beleuchtungslichtes
wird insbesondere eine Verdnderung der Position des Lichtblattfokus dann erzielt,
wenn das Lichtblattfokusschiebemittel in  einem nicht kollimierten Teil des

Beleuchtungslichtstrahls angeordnet ist.

Bei einer besonderen AusfUhrung werden zum Ver&ndern der optischen Lange des
Lichtweges des Beleuchtungslichtes, insbesondere motorisch gesteuert, sukzessive
durchsichtige Bldcke unterschiedlicher Dicke und/oder mit unterschiedlichem
Brechungsindex in den Lichtweg eingebracht. Dies kann beispielsweise in der Weise
erfolgen, dass ein fUr ein erstes Schieben des Lichtblattfokusses bereits eingebrachter
Block im Strahlengang verbleibt und dass fUr ein weiteres Schieben ein weiterer Block

zusatzlich in den Strahlengang eingebracht wird.

92925

]




10

15

20

25

30

35

10336-P-LU 23.12.2015

Alternativ ist es insbesondere auch mdglich, ein stufenweises Schieben dadurch zu
realisieren, dass sukzessive und jeweils im Austausch gegeneinander durchsichtige
Bldcke unterschiedlicher Dicke und/oder mit unterschiedlichem Brechungsindex in
den Lichtweg eingebracht werden. Ein hierfUr besonderes pradestiniertes
Lichtblattfokusschiebemittel kann mehrere Bldcke unterschiedlicher Dicke und/oder

mit unterschiedlichem Brechungsindex aufweisen.

Besonders prdzise und schnell einstellbar ist eine hierfUr ausgebildete AusfUhrung, bei
der die Blocke einen Bogen oder einen geschlossenen Ring bildend miteinander
verbunden sind, wobei der Bogen oder der Ring zum Verdndern der optischen
Lange, insbesondere um die optische Achse oder um eine zur optischen Achse
parallele Ache, gedreht wird. Auf diese Weise kann ndmlich schnell der jeweils im
Strahlengang befindliche Block gegen einen anderen Block ausgetauscht werden,
wobei die Dicke und/oder der Brechungsindex des durchstrahlten Bereichs des Rings
von der jeweiligen Drehstellung des Bogens oder des Rings abhdngt. Vorzugsweise

erfolgt das Drehen motorisch gesteuert.

Der Ring der Blécke kann vorteilhaft insbesondere als Stufenring mit einer entlang
einer Schraubenlinie ansteigenden Dicke der Bldécke, die nach 360 Grad stufenweise
von dem dicksten Block auf den dunnsten Block abfdllt, ausgebildet sein. Mit einer
derartigen AusfUhrung kann der Lichtblattfokus durch ein, insbesondere motorisch
gesteuertes, Rotieren des Stufenrings vergleichsweise langsam in
Lichtausbreitungsrichtung oder gegen die Lichtausbreitungsrichtung verschoben
werden, wobei auf das langsame Schieben ein schneller Ricksprung erfolgt, bevor

sich der Vorgang des langsamen Schiebens wiederholt.

Die Blécke kdnnen als voneinander zerstérungsfrei separierbare Bldcke ausgebildet
sein. Besonders robust und einfach handhabbar ist eine AusfOhrung, bei der die

Blbcke unterschiedliche Bereiche eines einstUckig hergestellten Kérpers sind.

Alternativ zu den o.g. AusfUhrungen kann auch vorgesehen sein, dass ein von dem
Beleuchtungslicht durchleuchtetes Element mit einer entlang einer Bahn
kontinuierlich  ansteigenden Dicke und/oder kontinuierich ansteigendem
Brechungsindex zum Ver&ndern der optischen Ladnge des Lichtweges relativ zum

Strahlengang des Beleuchtungslichtes bewegt wird. Das Element kann insbesondere
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ringférmig ausgebildet und so drehbar gelagert sein, dass die Dicke und/oder der

Brechungsindex des jeweils durchstrahlten Bereichs von der Drehstellung des

Elements abhdngt. Insbesondere kann das Element um die optische Achse des

Strahlengangs des BeleuchtungslichtbUndes bzw. der Ausbreitungsrichtung des

BeleuchtungslichtbUndels oder um eine zur optischen Achse parallele Ache drehbar

gelagert sein.

Bei einer weiteren Alternative werden zwei im Strahlangang des Beleuchtungslichtes
angeordnete, durchsichtige Keil- oder Ringelemente zum Verandern der optischen
Lange des Lichtweges relativ zueinander, insbesondere motorische gesteuert,
verschoben. Hierbei kann vorteilhaft insbesondere vorgesehen sein, dass eines der
Keil- oder Ringelemente eine Eintritisfidche und das andere der Keil- oder
Ringelemente eine Austrittsfldche fOr das Beleuchtungslicht aufweist, wobei die
Eintrittsfldche und die Austrittsfldche parallel zueinander angeordnet sind. Die Keil-
oder Ringelemente kdnnen in einer Kontaktebene, insbesondere Uber eine
ImmersionsflUssigkeit, wie beispielsweise eine Olimmersion, miteinander in Kontakt
stehen. Eine solche AusfUhrung vermeidet einen Strahlversatz zwischen dem
einfallenden und dem ausfallenden Beleuchtungslicht wenn die Eintrittsfildche und

die Austrittsfldche senkrecht auf der optischen Achse der Beleuchtungsoptik stehen.

Wie bereits erwdhnt kann vorteilhaft vorgesehen sein, dass jeweils ausschlieBlich
Detektionslicht aus dem jeweils mit dem Lichtblattfokus beleuchteten Bereich
detektiert wird. Dies insbesondere derart, dass die hierbei sukzessive gewonnen
Bilddaten zu einer Gesamtabbildung der so abgetasteten Probenschicht

zusammengesetzt werden.

Um zu erreichen, dass jeweils ausschlieBlich Detektionslicht aus dem jeweils mit dem
Lichtblattfokus beleuchteten Bereich detektiert wird, bei einer besonderen
AusfUhrung ein Detektionsbereich eines Detektors synchron zur Bewegung des
Lichtblattfokus bewegt. Der Detektionsbereich kann insbesondere der jeweils aktiv
geschaltete Teil eines Fldchendetektors, beispielsweise eines CMOS-Detektors oder
sCMOS-Detektors, sein. Es ist beispielsweise vorteilhaft mdglich, lediglich einen Teil des
Fldchendetektors, nédmlich den Teil, der gerade dem Spaltdetektor entspricht,
auszulesen (aktiv geschalteter Teil), wahrend die Ubrigen Teile des Flachendetektors,
namlich die Teile, die auBerhalb des Spaltdetektors liegen, nicht ausgelesen werden

(nicht aktiv geschalteter Teil).
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Bei einer solchen AusfUhrung sind mechanische Bauteile, wie beispielsweise eine
Spaltblende, vermieden. Insoweit hat eine solche Ausfuhrung den besonderen
Vorteil einer groBen Langlebigkeit, weil ein bewegungsbedingter VerschleiB,
beispielsweise von mechanischen Blenden, vermieden ist. Es ist alternativ jedoch
auch moglich dem Detektor eine mechanische Spaltblende vorzuschalten, die
synchron zu dem Lichtblatt vor dem Detektor verschoben wird, um zu erreichen, dass
jeweils nur das Detektionslicht aus dem Bereich des Lichtblattfokus zu dem Detektor

gelangt.

Bei einer besonders vorteilhaften AusfUGhrung ist wenigstens eine einstellbare, zur
Bewegung des Llichtblattes  synchronisierte  Strahlablenkeinrichtung  im
Detektionsstrahlengang angeordnet, die es ermdglicht, die Abbildung des
interessierenden Bereichs in das Zentrum und/oder in den Auslesebereichs des
Fldchendetektors zu verschieben. Dies hat den ganz besonderen Vorteil, dass die
Auslesegeschwindigkeit auf diese Weise erheblich erhdht wird. Hierbei geht es nicht
lediglich darum (auch wenn dies moglich ist), mit Zoom- und Schiebe-Optik lediglich
den zentralen Bereich des Bildfeldes herauszuvergréBern. Vielmehr geht es
insbesondere darum, verschiedene interessierende Bereiche der Probe mit hoher
AuUfldsung abzubilden, was mit den aus dem Stand der Technik bekannten
Vorrichtungen auf Grund der eingangs erwdhnten Dicke des Lichtblattes dieser
Vorrichtungen nicht méglich ist. Vielmehr erméglicht es die vorliegende Erfindung
einen interessierenden Bereich oder sukzessive mehrere interessierende Bereich mit

hoher Auflésung zu untersuchen, ohne die Probe hierfUr verschieben zu mUssen.

Ein Verschieben der Abbildung des interessierenden Bereich in das Zentrum
und/oder in den Auslesebereich des in der Detektionsebene angeordneten
Fldchendetektors  ist  insbesondere  dann  von  Vortell, wenn die
Auslesegeschwindigkeit (beispielsweise die Kameraauslesegeschwindigkeit und/oder
die Framerate, fUr gleich groBe interessierende Bereiche von der Position der
Abbildung der interessierenden Bereiche auf dem Fldchendetektor abhdangt, wie

beispielsweise bei derzeit Ublichen sCMOS-Detektoren.

Das Lichtblatt kann, insbesondere mit einer Zylinderoptik, beispielsweise aus einem im
Querschnitt urspringlich runden BeleuchtungslichtbUndel erzeugt werden. Im Sinne

der vorliegenden Erfindung wird unter einer Zylinderoptik jegliche astigmatische

92925
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Optik und/oder jegliche Optik verstanden, die in einer Richtung senkrecht zur

Ausbreitungsrichtung des BeleuchtungslichtbUndels starker fokussiert, als in einer9

anderen Richtung senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des Beleuchtungslichtbindels.
Es sind aber auch andere Formen des Lichtblattes mdglich. Dazu gehdren durch
Bessel-Strahlen, Mathieu-Strahlen, Airy-Strahlen, sowie die kohd&rente Superposition

der genannten Strahlen geformte Lichtblatter.

Es ist auch mdglich, dass das Lichtblatt ein Quasi-Lichtblatt ist, das aus einem
kontinuierich  in  der  Beleuchtungsebene hin- und her bewegten
BeleuchtungslichtbUndel besteht. Insbesondere kann vorgesehen sein, dass eine
hinsichtlich des Ablenkwinkels einstellbare Strahlablenkeinrichtung verwendet wird,
die ein Primdrbeleuchtungslichtbindel zum Erzeugen eines Quasi-Lichtblattes in der
Beleuchtungsebene so schnell hin- und her bewegt (scannt), dass beispielsweise
innerhalb eines Detektionszyklus bzw. innerhalb der Belichtungszeit des Detektors der
Beleuchtungslichtstrahl das Objektfeld zumindest einmal vollstdndig Uberstreift. Die
Hin- und Herbewegung des Primdarbeleuchtungslichtbindels kann beispielsweise
durch mindestens einen von einem Aktuator bewegten kippbar bzw. verschwenkbar
angeordneten Spiegel oder von einem optischen - vorzugsweise akustooptischen -

Deflektor einer Scaneinheit erzeugt werden.

Bei einer ganz besonders vorteilhaften AusfGhrung ist das Lichtblattfokusschiebemittel
dem Beleuchtungsobjektiv nachgeschaltet und/oder rdumlich zwischen dem
Beleuchtungsobjektiv und der Probe angeordnet. Eine solche AusfOhrung ist nicht auf
den Bauraum innerhalb eines Mikroskopstatives angewiesen, sondern nutzt vorteilhaft
den Freiraum vor dem Beleuchtungsobjektiv und damit den groBen Arbeitsabstand
der Ublicherweise in der Lichtblattmikroskopie verwendeten Beleuchtungsobjektive.
Insbesondere kann Lichtblattfokusschiebemittel der oben beschriebene Ring aus
Bldcken oder das ringférmig ausgebildete Element vorteilhaft und platzsparend
koaxial zu dem Beleuchtungsobjektiv, insbesondere vor der Frontlinse des

Beleuchtungsobjektivs, angeordnet sein.
Das Lichtblattfokusschiebemittel kann beispielsweise an einem Mikroskopstativ
befestigt sein. Bei einer besonders kompakten AusfOhrung ist das

Lichtblattfokusschiebemittel an dem Beleuchtungsobjektiv befestigt.

Das Lichtblatt-Mikroskop kann beispielsweise derart aufgebaut sein, dass die

2925




10

15

20

25

30

35

10336-P-LU 23.12.2015
9
optische Achse des Beleuchtungsobjektivs senkrecht zur optischen Achse des

Detektionsobjektivs ausgerichtet ist.

Bei einer besonders vorteilhaften, anderen AusfUhrung sind die optische Achse des
Beleuchtungsobjektivs und die optische Achse des Detektionsobjektivs zueinander
parallel oder koaxial ausgerichtet. Alternativ oder zusatzlich kann auch vorgesehen
sein, dass das Detektionsobjektiv und das Beleuchtungsobjektiv einander
entgegengesetzt und einander gegenutberliegend ausgerichtet sind und/oder dass
raumlich zwischen dem Detekfionsobjektiv und dem Beleuchtungsobjektiv ein
Probenhalter angeordnet ist, der eine Untersuchungsposition fOr eine zu
untersuchende Probe definiert. Eine solche Ausfuhrung hat den besonderen Vorteil,
dass das Lichtblatt-Mikroskop besonders kompakt und robust ausgeflhrt werden
kann, und dass die Untersuchungsposition fUr die Probe besonders einfach
zugdnglich ist, so dass ein schnelles und prazises, sukzessives Verbringen der Proben in

die Untersuchungsposition ermdglicht ist.

Das Lichtblatt-Mikroskop kann vorteilhaft ein  Umlenkmittel aufweisen, das das
Beleuchtungslicht, nachdem es das Beleuchtungsobjektiv durchlaufen hat, derart
umlenkt, dass es in der Beleuchtungsebene verlauft. Insbesondere kann das
Umlenkmittel derart angeordnet sein, dass das umgelenkte Beleuchtungslichtblindel
einen von Null Grad verschiedenen Winkel zur optischen Achse des
Beleuchtungsobjektivs und/oder des Detektionsobjektivs aufweist. Insbesondere kann
die Beleuchtungsebene senkrecht zur optischen Achse des Beleuchtungsobjektivs

ausgerichtet sein.

Insbesondere kann vorteilhaft vorgesehen sein, dass das Beleuchtungslicht zun&chst
in vertikaler Richtung durch das Beleuchtungsobjektiv verlduft und anschlieBend in
horizontale Richtung mit der Umlenkeinrichtung umgelenkt wird, um die Probe in der
Beleuchtungsebene entlang des Beleuchtungsstreifens zu beleuchten. Vorzugsweise
verlguft das von dem beleuchteten Probenbereich ausgehende Detektionslicht,
insbesondere Fluoreszenzlicht, in vertikaler Richtung durch ein Detektionsobjektiv. Ein
solcher Aufbau ermdéglicht die Verwendung von aufrechten oder inversen Standard-

Mikroskopstativen zur Herstellung des erfindungsgemaBen Lichtblatt-Mikroskops.

Bei einer ganz besonders vorteilhaften AusfUhrung ist vorgesehen, dass das

Beleuchtungsobjektiv und die Umlenkeinrichtung, die beispielsweise einen oder

92925




10

15

20

25

30

35

10336-P-LU 23.12.2015
10

mehrere Umlenkspiegel aufweisen kann, relativ zueinander beweglich angeordnet

sind, um das Lichtblatt relativ zur Probe bewegen zu kdnnen. Alternativ oder

zus@tzlich kann auch vorgesehen sein, dass die Umlenkeinrichtung, insbesondere

beweglich, an dem Detektionsobjektiv befestigt ist.

Ein Lichtblatt-Mikroskop, das insbesondere geeignet ist, das erfindungsgemdBe
Verfahren auszufUhren, kann vorteilhaft auf der Basis eines Rastermikroskops,
insbesondere eines konfokalen Rastermikroskops, aufgebaut sein. Hierbei bietet sich
insbesondere die Verwendung eines inversen Mikroskopstatives an. Von besonderem
Vorteil ist insoweit die Verwendung eines (mdglicherweise in einem Labor ohnehin

vorhandenen) Rastermikroskops zur AusfUhrung des erfindungsgemdaBen Verfahrens.

Bei einer ganz besonders vorteilhaften AusfUhrung wird das oben beschriebene
Verfahren zeitgleich mehrmals bei ein und derselben Probe ausgefUhrt. Dies hat
beispielsweise den ganz besonderen Vorteil, dass gleichzeitig unterschiedliiche
Probenbereiche untersucht werden kénnen. Diese Probenbereiche kédnnen sich in
derselben Beleuchtungsebene oder auch in unterschiedlichen Beleuchtungsebenen

befinden.

Es kdnnten Mittel zur Kompensation der durch das Lichtblattfokusschiebemittel —
welches beispielsweise in Form eines Glasblocks ausgefUhrt ist — hervorgerufenen

Aberrationen (Korrekturplatten) in den Strahlengang eingefugt werden.

Insbesondere kdnnten Korrekturplatten mit einem Profil zur Korrektur von sphdrischen
Aberrationen eingebracht werden, wie sie auch kommerziell erhdltlich sind. Eine
Moglichkeit besteht darin, fir jede Dicke des Lichtblattfokusschiebemittels eine
passende Korrekturplatte vorzusehen. Eine solche Anordnung von Korrekturplatten
kann mit dem Ring der Blécke bzw. des Stufenrings rotfiert werden. Die
Korrekturplatten kénnten auch in die Blécke integriert werden. Einfacher kann auch
die mittlere Dicke des Stufenrings mit einer festen Korrekturplatte kompensiert

werden, um so die (sphdrischen) Aberrationen zumindest zu reduzieren.

Alternativ kann das Objektiv auch entsprechend so ausgelegt sein, dass die
Transmission durch einen Glasblock mit mittlerer Dicke zu einem korrigierten Fokus
fohrt. Dies entspricht einer Deckglaskorrektur oder der Korrektur, die fUr eine

bestimmte Eindringtiefe in ein Medium mit einem héherem Brechungsindex als dem
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von Luft bendtigt wird. Es sind auch Objektive verfugbar, die auf verschiedene
Deckglasdicken oder verschiedene Eindringtiefen Ober einen sogenannten Korr-Ring
einstellbar sind. Diese Korr-Ringe kdnnen auch motorisiert verstellbar sein. Ein
(weitgehend) aberrationsfreier Fokus kann auch durch eine Synchronisation der
Bewegung eines Korr-Rings eines Objektivs mit der Bewegung eines
Lichtblattfokusschiebemittels erzielt werden, so dass immer die zum jeweils

verwendeten Glasblock passende Korrektur genutzt wird.

Das Lichtblattfokusschiebemittel und die Korrekturplatten mussen nicht zwischen
Objektiv und Objekt liegen, sondern kénnen auch in dazu konjugierten Ebenen
ndher an der Lichtquelle liegen, idealerweise noch vor einer Scaneinheit zum
Erzeugen eines Quasi-Lichtblattes. Sollte allerdings die Korrektur hinter der
Scaneinheit notwendig werden, tritt aufgrund der Bewegung des Strahls ein Problem
bei der Korrektur auf. Hier ist es sinnvoll, auf die Korrektur entlang der Scanachse zu
verzichten, da die Strahlausbreitung bzw. Aberrationen entlang dieser Achse ja auch
keine nachteiligen Auswirkungen auf die Dicke des Lichtblatts und damit die
Bildqualitat haben soliten. Die Korrekturplatten mUssen grundsatzlich (bei Erzeugung
des Lichtblatts mit einer Zylinderlinse oder Gber das Scannen des Strahls) nicht polar
symmetrisch sein, da die sphdrischen Aberrationen nur senkrecht zur Lichtblattebene
korrigiert werden muUssen und nicht innerhalb der Lichtblattebene. Ein y4-Profil reicht
beispielsweise also aus, wenn die Ausbreitung des Lichtblatts entlang der x-Achse

verauft.

Der Glasblock kann auch aus mehreren Teilen ausgebildet sein, die unter Umstanden
auch auf den einander zugewandten Fldchen nicht plan sondern gekrUmmt sind

und verkittet sein kdnnten (Korrektur von Aberrationen).

In der Zeichnung ist der Erffindungsgegenstand beispielhaft und schematisch
dargestellt und wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleiche
oder gleich wirkende Elemente zumeist mit denselben Bezugszeichen versehen sind.

Dabei zeigen:

Fig. 1 und 2 eine lllustration  des  Vorgehens  zum Erzielen einer

Aufldsungssteigerung,
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Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6 und 7

Fig.8und 9

Fig. 10und 11

Fig. 12und 13

Fig. 14

Fig. 15

Fig. 16

Fig. 17und 18

23.12.2015
12
eine lllustration des Prinzips der Verwendung von durchsichtigen

Bl6dcken zum Verschieben des Lichtblattfokus,

ein erstes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels in

einer Frontalansicht,

das erste AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels in

einer Seitenansicht,

eine mogliche Anordnung des ersten AusfUGhrungsbeispiels des
Lichtblattfokusschiebemittels in einer Seitenansicht und in einer

Aufsicht auf die Frontlinse,

eine andere mobgliche Anordnung des ersten AusfUhrungsbeispiels
des Lichtblattfokusschiebemittels in einer Seitenansicht und in einer

Aufsicht auf die Frontlinse,

eine mogliche Anordnung eines zweiten AusfOhrungsbeispiels des
Lichtblattfokusschiebemittels in einer Seitenansicht und in einer

Aufsicht auf die Frontlinse,

ein drittes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels in

einer Frontalansicht und einer Seitenansicht,

eine mogliche Beleuchtungsanordnung eines erfindungsgeméBen
Lichtblatt-Mikroskops,

eine andere mogliche Beleuchtungsanordnung eines

erfindungsgemdBen Lichtblatt -Mikroskops,

ein viertes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels in

einer Seitenansicht, und

ein fUnftes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels

jeweils in einer Seitenansicht.

92925
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Die Fig. 1 und 2 zeigen eine lllustration des Vorgehens zum Erzielen einer

Aufldsungssteigerung, wobei Fig. 1 eine Ubliche Beleuchtung mit einem Lichtblatt mit

einer groBen Fokusldnge zov darstellt, wdhrend Fig. 2 das Abtasten des

interessierenden Probenbereichs durch sukzessives Verschieben eines Lichtblattes mit

einer kleineren Fokusl@nge zg darstellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die effektive

Dicke di des Lichtblattes mit der groBen Fokuslange zrov (Fig. 1) wesentlich gréBer ist,
als die (zum Vergleich auch in Fig. 1 eingezeichnete) effektive Dicke d2 des

Lichtblattes mit der kleineren Fokusldnge zs.

Am einfachsten ist es, wenn fUr jede Fokusposition ein Bild aufgenommen wird und in
einem post-processing Schritt aus diesen Bildern die Streifen ausgeschnitten werden,
die innerhalb der Scharfentiefe des Fokus lagen, da dort das Lichtblatt am
schmdlsten/diUnnsten ist. Da fUr diesen Modus unnétige Daten von der Kamera
aufgenommen und zum PC Ubertragen werden, ist es besser, synchron mit dem
Verschieben des Lichtblattfokus den Auslesebereich der Kamera mit zu verschieben.

Das eigentliche Bild des gesamten abzubildenden Bereichs wird aus diesen Streifen

zusammengesetzt, deren Zahl n sich aus dem Quotienten n = zrgy/zs ergibt.

Fig. 3 zeigt eine lllustration des Prinzips der Verwendung von durchsichtigen Blécken
1, 2, 3, 4 zum Verdndern der optischen Lange des Lichtweges des Lichtblattes und
damit zum Verschieben des Lichtblattfokus im Vergleich zur Fokuslage bei einem

Strahlengang ohne Block. (ganz linke Darstellung).

Der Block 1 der Dicke A und mit Brechungsindex ng sowie mit planparallelen
Oberflachen senkrecht zur Ausbreitungsrichtung bewirkt im Strahlengang eines

konvergenten Lichtblattes einen Versatz des Lichtblattfokusses 5 um A(ng-n)/n

entlang der optischen Achse, wobei n der Brechungsindex des Umgebungsmedium

ist. Der Block 2 mit der doppelten Dicke bewirkt folglich den doppelten Versatz. FUgt
man nun nacheinander verschiedene Blécke 1, 2, 3, 4 in den Strahlengang ein, so

kann man den Lichtblattfokus 5 in diskreten Schritten axial verschieben.

Fig. 4 zeigt ein erstes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels 6 in einer
Frontalansicht und in Figur 5 in einer Seitenansicht. Das Lichtblattfokusschiebemittel 6
weist einen ersten Block 7 der Dicke A, einen zweiten Block 8 der Dicke 2A, einen

dritten Block 9 der Dicke 3A, einen vierten Block 10 der Dicke 4A, einen fUnften Block
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11 der Dicke 5A, einen sechsten Block 12 der Dicke éA, einen siebenten Block 13 der

Dicke 7A und einen achten Block 14 der Dicke 8A auf. Die Bldcke 7-14 bilden einen 292

geschlossenen Ring 15, wobei der Ring 15 zum Verdndern der optischen Lange,
insbesondere um die optische Achse 16 (senkrecht zur Zeichenebene) oder um eine
zur optischen Achse 16 parallele Ache, drehbar gelagert ist. Auf diese Weise kann
nadmlich schnell der jeweils im Strahlengang befindliche Block 7-14 gegen einen
anderen Block 7-14 ausgetauscht werden, wobei die Dicke und/oder der

Brechungsindex des durchstrahlten Bereichs des Rings 15 von der jeweiligen
Drehstellung ¢ des Rings 15 abhdngt. Der Ring 15 kann, wie die Figuren 6 und 7

zeigen, vor der Frontlinse 17 des Beleuchtungsobjektivs 18 um die optische Achse 16
drehbar gelagert sein. Der Ring kénnte auch aus einzelnen Bldcken gleicher Dicke,
jedoch unterschiedlicher Brechungsindizes ausgebildet sein, so dass hierdurch

unterschiedliche optische L&ngen der Lichtwege erzielt werden.

Es ist auch méglich, dass der Ring 15 lateral versetzt vor dem Beleuchtungsobjektiv 18
derart angeordnet wird, dass er um eine zur optischen Achse 16 parallele Achse 19

drehbar ist, was die Figuren 8 und 9 illustrieren.

Alternativ kdnnen die durchsichtigen Bldcke 1, 2, 3, 4 auch in einer Reihenanordnung
20 angeordnet und miteinander verbunden sein, die linear verschiebbar vor dem
Beleuchtungsobjektiv 18 gelagert ist, was die Figuren 10 und 11 illustrieren. Zum
Bewegen kann, wie bei den anderen AusfGhrungen auch, beispielsweise eine (nicht
dargestellte) elektronische Steuerungsvorrichtung vorhanden sein, die einen (nicht

dargesteliten) Antriebsmotor zum Bewegen der Blocke 1-4 steuert.

Die Figuren 12 und 13 zeigen ein drttes AusfUhrungsbeispiel eines
Lichtblattfokusschiebemittels 6 in einer Frontalansicht und einer Seitenansicht. Das
Lichtblattfokusschiebemittel 6 weist ein von dem (sich senkrecht zur Zeichenebene
ausbreitenden und in dieser Figur nicht dargestellten) Beleuchtungslicht
durchleuchtetes, ringférmiges Element 21 mit einer entlang einer kreisférmigen Bahn
22 kontinuierlich ansteigenden Dicke auf. Zum Verdndern der optischen Ladnge wird
das Element um seine Mittelsymmetrieachse 23 (senkrecht zur Zeichenebene)

gedreht.

Die Dicke des ringférmigen Elements 21 hdangt kontinuvierich von Winkel




10

15

20

25

30

35

10336-P-LU 23.12.2015
15

¢ = arctan(x/y) ab, wobei die Ausbreitungsrichtung des Beleuchtungslichtes die z-

Richtung ist und x und y senkrecht dazu stehen. Die Mittelsymmetrieachse 23 ist in z-
Richtung ausgerichtet, also gilt A=dmax/2n*¢ oder auch ein Keil A=x*dmax/2nr wobei r

der Radius der oben genannten Bahn des ringférmigen Elements 21 ist.

FUr den Fall, dass ein Beleuchtungsobjektiv 18 mit einer niedrigen NA und einem
groBen Bildfeld genutzt wird ist es mdglich, den Bereich des Bildfeldes des
Beleuchtungsobjektivs 18, der nicht durch das ringférmige Element 21 verdeckt wird,

noch zur Detektion zu verwenden.

Die Figuren 14 und 15 zeigen AusfGhrungen, bei denen jeweils ein Umlenkmittel 24,
das das Beleuchtungslicht nach dem Durchlaufen des Beleuchtungsobjektivs 18 und
nach dem Passieren eines Lichtblattfokusschiebemittels 6 in die Beleuchtungsebene
26, die gleichzeitig die Fokusebene des Detektionsobjektivs 27 ist, umlenkt. Das
Detektionsobjektiv 27 ist dem Beleuchtungsobjektiv 18 gegenUberliegend
angeordnet, wobei die optischen Achsen koaxial oder parallel zueinander
ausgerichtet sind. Wie im vorhergehenden Absatz erwdhnt kann das
Beleuchtungsobjektiv ebenfalls zur Abbildung von Licht aus der Ebene 26 auf einen

Kamera-Sensor verwendet werden.

Bei der in Figur 14 gezeigten AusfGhrung ist ein Ring 15 vor der Frontlinse 17 des

Beleuchtungsobjektivs 18 um die optische Achse 16 drehbar gelagert.

Bei der in Figur 15 gezeigten AusfUhrung ist ein Ring 15 vor der Frontlinse 17 des
Beleuchtungsobjektivs 18 um eine zur optischen Achse 16 parallele Achse 19 drehbar

gelagert.

Sollte der Lichtblattfokus 5 durch das Beleuchtungsobjektiv 18 derart erzeugt werden,
dass nicht ein kollimierter Strahl in die Eintrittspupille des Beleuchtungsobjektivs
eingestrahlt wird, sondern ein divergenter oder konvergenter Strahl, so kann das
Lichtblattfokusschiebemittel 6 auch hinter dem Beleuchtungsobjektiv 18 angebracht
werden und ist somit weiter entfernt vom eventuell schwer zuganglichen Bereich
zwischen Beleuchtungsobjektiv 18 und der Fokusebene 26 des Detektionsobjektivs 27,

was analog auch fUr die anderen dargestellten AusfGhrungen gilt.
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Ganz allgemein kann das Lichtblattfokusschiebemittel an einer Stelle im
Beleuchtungsstrahlengang angeordnet werden, an welcher d

Beleuchtungslichtstrahl nicht kollimiert ist, als z.B. konvergiert oder divergiert.

Fig. 16 zeigt ein viertes AusfUhrungsbeispiel eines Lichtblattfokusschiebemittels 6 in
einer Seitenansicht. Das Lichtblattfokusschiebemittel 6 weist zwei im Strahlangang
des Beleuchtungslichtes 30 angeordnete, durchsichtige Keilelemente 28, 29 auf, die
zum Verdndern der der optischen Lange des Lichtweges relativ zueinander

verschoben werden. Allerdings entsteht hierbei nachteiliger Weise ein Strahlversatz.

Die Figuren 17 und 18 zeigen ein fOnftes AusfUhrungsbeispiel eines
Lichtblattfokusschiebemittels 6 jewells in einer Seitenansicht. Das
Lichtblattfokusschiebemittel 6 weist zwei im Strahlangang des Beleuchtungslichtes 30
angeordnete und miteinander Uber ein Immersionsél in Kontakt stehende,
durchsichtige Keilelemente 28, 29 auf, die zum Verdndern der der optischen Lange
des Lichtweges relativ zueinander verschoben werden. In vorteilhafter Weise entsteht

hierbei kein Strahlversatz.

er 92925
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Bezugszeichenliste:

Durchsichtiger Block
Durchsichtiger Block
Durchsichtiger Block
Durchsichtiger Block
Lichtblattfokus

Lichtblattfokusschiebemittel

erster Block

zweiter Block

dritter Block

vierter Block

fOnfter Block

sechster Block
siebenter Block
achter Block

Ring

optische Achse
Frontlinse
Beleuchtungsobjektiv
zu (16) parallele Achse
Reihenanordnung
ringférmiges Element
Bahn
Mittelsymmetrieachse
Umlenkmittel
Lichtblatt
Beleuchtungsebene
Detektionsobjektiv
Keilelement
Keilelement

Beleuchtungslicht
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Patentanspriche
92925

1. Verfahren zum Untersuchen einer Probe mittels Lichtblatt-Mikroskopie, wobei
eine in einer Beleuchtungsebene (26) befindliche Probenfldche mittels eines
5 sich in der Beleuchtungsebene (26) ausbreitenden Lichtblattes (25) beleuchtet
und von der Beleuchtungsebene (26) ausgehendes Detektionslicht detektiert
wird, dadurch gekennzeichnet, dass eine Position eines Lichtblattfokus (5) des
Lichtblattes (25) in der Beleuchtungsebene (26) durch Verdndern der
optischen Lange des Lichtweges des das Lichtblatt (25) bildenden
| 10 Beleuchtungslichtes (30) bewegt wird.
1

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

a. sukzessive durchsichtige Blocke (1-5, 7-14) unterschiedlicher Dicke
und/oder mit unterschiedlichem Brechungsindex in den Lichtweg

eingebracht werden, und/oder dass

15 b. sukzessive und im Austausch gegeneinander durchsichtige Blécke (1-5, 7-
14)  unterschiedlicher Dicke und/oder mit unterschiedlichem

Brechungsindex in den Lichtweg eingebracht werden.
3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass

a. die Blécke (1-5, 7-14) einen Bogen oder einen Ring (15) bildend

20 miteinander verbunden sind und dass der Bogen oder der Ring (15) zum
Verdndern der optischen Lange derart, insbesondere um die optische

Achse oder um eine zur optischen Achse paradllele Ache, gedreht wird,

dass das Beleuchtungslicht jeweils einen anderen Block (1-5, 7-14)

durchlauft, und/oder dass

25 b. die Blocke (1-5, 7-14) einen Stufenring mit einer entlang einer
Schraubenlinie ansteigenden Dicke bilden, die nach 360 Grad steil von
dem dicksten Block auf den diUnnsten Block abfdallt, wobei der Stufenring
zum Verdndern der optischen L&nge, insbesondere um die optische Achse
(16) oder um eine zur optischen Achse (16) parallele Ache (19), gedreht

30 wird, und/oder dass

c. die Blécke (1-5, 7-14) unterschiedliche Bereiche eines einstickig

hergestellten Kérpers sind.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass ein von dem
Beleuchtungslicht (30) durchleuchtetes Element mit einer entlang einer Bahn
kontinuierlich ansteigenden Dicke und/oder kontinuierlich ansteigendem
Brechungsindex zum Verdndern der optischen Lange des Lichtweges relativ

zum Strahlengang des Beleuchtungslichtes (30) bewegt wird.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Element
ringférmig ausgebildet ist und drehbar gelagert ist und dass das Element zum
Verdndern der optischen Lange, insbesondere um die optische Achse (16)

oder um eine zur optischen Achse (16) parallele Ache (19) , gedreht wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

a. zwei im Strahlangang des Beleuchtungslichtes (30) angeordnete,
durchsichtige Keilelemente (28, 29) zum Verdndern der der optischen

Lange des Lichtweges relativ zueinander verschoben werden, oder dass

b. zwei im Strahlangang des Beleuchtungslichtes (30) angeordnete,
durchsichtige Keilelemente (28, 29), die in einer Kontaktebene,
insbesondere Uber eine ImmersionsflUssigkeit, miteinander in Kontakt
stehen, zum Ver&ndern der der optischen Lange des Lichtweges relativ

zueinander verschoben werden.
Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass

a. jeweils ausschlieBlich Detektionslicht aus dem jeweils mit dem

Lichtblattfokus (5) beleuchteten Bereich detektiert wird, und/oder dass

b. jeweils ausschlieBlich Detektionslicht aus dem jeweils mit dem
Lichtblattfokus (5) beleuchteten Bereich detektiert wird, wobei die
sukzessive  gewonnen Bilddaten zu  einer Gesamtabbildung

zusammengesetzt werden, und/oder dass

c. ein Detektionsbereich eines Detektors synchron zur Bewegung des
Lichtblattfokus (5) bewegt wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass
a. das Lichtblatt (25) mittels einer Zylinderoptik erzeugt wird, oder dass

b. das Lichtblatt (25) ein Quasi-Lichtblatt ist, das aus einem kontinuierlich in
der Beleuchtungsebene (26) hin- und her bewegten
BeleuchtungslichtbOndel besteht, oder dass
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10.

1.

13.

14.

c. das Lichtblatt (25) ein Quasi-Lichtblatt ist, das aus einem kontinuierlich mit
einer hinsichtlich des Abklenkwinkels einstellbaren Strahlablenkeinrichtung
in der Beleuchtungsebene (26) hin- und her bewegten

BeleuchtungslichtbUndel besteht.

Lichtblatt-Mikroskop mit einem Beleuchtungsobjektiv (18), das ein Lichtblatt
fokussiert, um eine Probenfldche mittels des sich in der Beleuchtungsebene
ausbreitenden Lich<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>