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(57) Abstract: The invention relates to a microscope which comprises a specimen table having a table surface in a table plane at an
angle different from zero with respect to an optical axis (Z), wherein a specimen (1) is mounted on the specimen table on a specimen
carrier (3). The microscope comprises an excitation beam path (4) over which the specimen (1) is illuminated with excitation light,
and a detection beam path (5) over which detection light coming from the specimen (1) is guided onto detection means. An objective
(7), through which excitation light is routed in the direction of the specimen carrier (3) and detection light coming from the specimen
(1) is routed in the direction of the detection means, is arranged along the optical axis (Z). The microscope further comprises beam
splitting means for separating excitation light and detection light, means for generating a light sheet from excitation light and means
for illuminating the specimen (1) with said light sheet, wherein the light sheet lies in a plane which encloses an angle different from
zero with the optical axis (Z). In such a microscope the means for illuminating the specimen (1) comprise at least one optical
deflection means, which is disposed on the specimen carrier (3) and is designed to deflect excitation light coming from the objective
(7) by means of at least one optically effective surtace into the plane of the light sheet.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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SL SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, Verbffentlicht:
GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

3)

Die Erfindung betriftt ein Mikroskop, welches einen Probentisch mit einer Tischfldche in einer Tischebene in einem von Null
verschiedenen Winkel zu einer optischen Achse (Z) umfasst, wobei auf dem Probentisch auf einem Probentréger (3) eine Probe
(1) gelagert ist. Das Mikroskop umfasst einen Anregungsstrahlengang (4), iiber den die Probe (1) mit Anregungslicht beleuchtet
wird, sowie einen Detektionsstrahlengang (5), {iber den von der Probe (1) kommendes Detektionslicht auf Detektionsmittel
gelenkt wird. Entlang der optischen Achse (Z) ist ein Objektiv (7) angeordnet, durch welches Anregungslicht in Richtung des
Probentrdgers (3) und von der Probe (1) kommendes Detektionslicht in Richtung der Detektionsmittel geleitet wird. Das
Mikroskop umfasst weiter Strahlteilungsmittel zur Trennung von Anregungslicht und Detektionslicht, Mittel zur Erzeugung eines
Lichtblatts aus Anregungslicht sowie Mittel zur Beleuchtung der Probe (1) mit diesem Lichtblatt, wobei das Lichtblatt in einer
Ebene liegt, die mit der optischen Achse (Z) einen von Null verschiedenen Winkel einschliefit. Bei einem solchen Mikroskop
umfassen die Mittel zur Beleuchtung der Probe (1) mindestens ein optisches Umlenkmittel, welches auf oder am Probentrager (3)
angeordnet ist und vom Objektiv (7) kommendes Anregungslicht mittels mindestens einer optisch wirksamen Flache in die Ebene
des Lichtblatts umlenkend ausgestaltet ist.
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Titel
Mikroskop

Gebiet der Erfindung
Die Erfindung betrifft ein Mikroskop. Ein solches Mikroskop umfasst einen Probentisch mit einer

Tischflache in einer Tischebene, die mit einer optischen Achse Z einem von Null verschiedenen
Winkel einschlieBt. Auf dem Probentisch ist ein Probentrager angeordnet, vorzugsweise gegen
unabsichtliche Verschiebung gesichert, auf dem eine Probe gelagert ist. Das Mikroskop umfasst
weiter einen Anregungsstrahlengang, tber den die Probe mit Anregungslicht beleuchtet wird,
sowie einen Detektionsstrahlengang, tGber den von der Probe kommendes Detektionslicht auf
Detektionsmittel gelenkt wird. Die Detektionsmittel umfassen beispielsweise eine Kamera oder
ein Pixel-Array oder sonstige zur Bilddatenerfassung geeignete Aufzeichnungsgerate. An die
Bilderfassung ist in der Regel auch eine Auswerteeinheit angeschlossen, die die Bilddaten
auswertet. Das Mikroskop umfasst auBerdem ein entlang der optischen Achse Z angeordnetes
Objektiv, durch welches Anregungslicht in Richtung des Probentischs und von der Probe kom-
mendes Detektionslicht in Richtung der Detektionsmittel geleitet wird. Mit Hilfe von Strahltei-
lungsmitteln im Mikroskop kdnnen das Anregungslicht und das Detektionslicht getrennt werden,
so dass sie auf verschiedene Strahlengange aufgeteilt werden. SchlieBlich umfasst das Mikro-
skop auch Mittel zur Erzeugung eines Lichtblattes bzw. eines Quasi-Lichtblatts — d.h. eines
Lichtblatts, welches durch Abtasten mit einem punkt- oder linienférmigen Strahl erzeugt wird —
aus Anregungslicht und Mittel zur Beleuchtung der Probe mit diesem Lichtblatt, wobei das
Lichtblatt in einer Ebene liegt, die mit der optischen Achse Z einen von null verschiedenen Win-
kel einschlieft.

Stand der Technik
Die Beleuchtung von Proben mit einem Lichtblatt, dessen Ebene die optische Achse in einem

von null verschiedenen Winkel schneidet, hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
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fur die Untersuchung biologischer Proben gewonnen. Das Lichtblatt schlieBt dabei in der Regel
mit der Detektionsrichtung, die meist der optischen Achse des Mikroskopobjektivs entspricht,
einen rechten Winkel ein. Diese Technologie wird auch als SPIM (selective/single-plane illumi-
nation microscopy) bezeichnet. Die SPIM-Technologie wird seit einiger Zeit auch in der Fluo-
reszenzmikroskopie eingesetzt, sie wird dann als auch als LSFM (light sheet fluorescence mic-
roscopy) bezeichnet. Gegenlber anderen etablierten Verfahren, wie der konfokalen Laserscan-
ning-Mikroskopie oder der Zwei-Photonen-Mikroskopie, weist die LSFM-Technologie mehrere
Vorzige auf. Da die Detektion im Weitfeld erfolgen kann, lassen sich groBere Probenbereiche
erfassen. Die Aufldsung ist zwar etwas geringer als bei der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie und der Zwei-Photonen-Mikroskopie, jedoch lassen sich mit der LSFM-Technologie
dickere Proben analysieren. Daruber hinaus ist bei diesem Verfahren die Lichtbelastung und
das Ausbleichen der Proben am geringsten, da die Probe nur durch ein dinnes Lichtblatt be-
leuchtet wird. Mit dem LSFM-Verfahren lassen sich auBerdem ohne besonderen Aufwand opti-

sche Schnitte herstellen, aus denen dreidimensionale Bilder rekonstruiert werden kdénnen.

Kommerzielle Mikroskope, die fir SPIM oder LFSM geeignet sind, werden bislang nur be-
schrankt angeboten, so dass in den einzelnen Forschungsgruppen in der Regel eigene Kreati-
onen entwickelt werden. Das Grundprinzip ist jedoch bei all diesen Anordnungen dasselbe. Zur
Erzeugung des Lichtblatts fur die Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie wird Ublicherweise ein La-
ser benutzt. Mittels spezieller optischer Elemente, beispielsweise einer Zylinderlinse, wird das
Lichtblatt geformt und durch ein Beleuchtungsobjektiv auf die Probe gerichtet. Das Lichtblatt ist
dabei nicht tatsachlich vollstandig eben, sondern weist eine endliche Dicke auf, die am Fokus-
punkt des Beleuchtungsobjektivs am dinnsten ist und zu den Randern hin zunimmt. Ublicher-
weise wird der Fokuspunkt, also der dinnste Bereich des Lichtblattes, in die Mitte einer Pro-
benkammer platziert. Die Probenkammer ist dazu aus optisch durchlassigem Material kon-
struiert und hat oben eine Offnung, durch die die Probe in die Kammer gesetzt und aus dieser
auch wieder entfernt werden kann. Die Probenkammer kann beispielsweise mit einem Gel ge-
fullt sein, in dem totes Probenmaterial gelagert ist oder aber mit einer Flissigkeit, die geeignet
ist, lebendes Zellmaterial zu erhalten.

Diese Anordnung von Probenkammer, Detektions- und Beleuchtungsstrahlengang in Relation
zueinander fuhrt zu komplexen und groB dimensionierten Aufbauten, was einer der Grinde
dafir ist, dass es noch keine kommerziell erhéltlichen Mikroskope fir die SPIM-Technologie
gibt, Insbesondere existiert bislang noch kein kommerzieller Ansatz zur Integration der Methode
an bestehende Mikroskop-Systeme. Fiir die Fluoreszenzanregung, die nicht im Weitfeld erfol-
gen darf, sind weitere Randbedingungen einzuhalten.



10

15

20

25

30

35

WO 2014/009080 PCT/EP2013/061999

-3-

Im Stand der Technik sind eine Reihe von Anordnung von Verfahren bekannt, die sich damit
beschaftigen, die SPIM-Technologie fir die Fluoreszenzmikroskopie vorteilhaft einzusetzen
oder den Raum, den das Gerat insgesamt beansprucht, durch besondere technische Ldsungen

Zu verringern.

In der DE 10 2008 009 216 A1 wird eine Vorrichtung beschrieben, die sowohl fir Photoaktivie-
rung und -deaktivierung (PALM-Verfahren, photoactivated light micrsocopy) als auch fir Fluo-
reszenzanregung geeignet ist. Die Erzeugung des Lichtblattes erfolgt hier durch spezielle opti-
sche Mittel, die in Ublicher Weise senkrecht zur Detektionsrichtung und zum Detektionsobjektiv
angeordnet sind.

In dem Artikel ,Rapid three-dimensional isotropic imaging of living cells using Bessel beam pla-
ne illumination® von Thomas A. Planchon et al., erschienen online in Nature Methods am 04.
Marz 2011 (doi:10.1038/nmeth.1586), wird ein Verfahren zur Beleuchtung von lebenden Proben
mit aus Bessel-Strahlen geformten Lichtblattern beschrieben, die besonders dinn im Verhéltnis
zu ihrer Ausdehnung in Strahlrichtung sind. Anregung und Detektion erfolgen tber zwei im Win-
kel von 90° zueinander angeordneten Objektiven, welche teilweise von der mit Flissigkeit ge-
fillten Probenkammer umschlossen werden. Zusatzlich zu diesen beiden Objektiven ist hier
noch ein drittes, normales Beobachtungsobijektiv vorgesehen, welches einen Uberblick Giber die
Probe erlaubt und dessen optische Achse die optischen Achsen der beiden anderen Obijektive
in einem Punkt schneidet und mit diesen einen Winkel von 45°bzw. 135° einschlie3t.

In dem Artikel ,Fast, high-contrast imaging of animal development with scanned light sheet-
based structured-illumination microscopy” von Phillipp J. Keller et al., erschienen online in Na-
fure Methods am 04. Juli 2010 (doi:10.1038/nmeth.1476) wird die Erzeugung eines ,Quasi-
Lichtblattes” mit Hilfe eines Abtastspiegels im Zusammenhang mit fluoreszenzmikroskopischen
Anwendungen und zur Erzeugung einer strukturierten Beleuchtung zur Kontrastoptimierung
beschrieben. Dabei driickt der Zusatz ,Quasi“ aus, dass der Anregungsstrahl nicht in einer Mo-
mentaufnahme, wohl aber Uber einen Zeitraum, welcher der Detektionszeit entspricht, als Licht-

blatt wahrgenommen wird.

Im Artikel ,Miniaturized selective plane illumination microscopy (mini SPIM) for endoscopic high-
contrast fluorescence imaging“ von Christoph J. Engelbrecht et al., erschienen 2010 in Optics
Letters am 28. April 2010 (doi: 10.1364/0L.35.001413), wird eine Anordnung beschrieben, bei
der das Beleuchtungslicht auf zwei Strahlengéange aufgeteilt wird, deren einer zur Gblichen Be-
leuchtung der Probe entlang der Detektionsrichtung dient und deren anderer zur Beleuchtung
der Probe mit einem Lichtblatt senkrecht zur Detektionsrichtung dient. Die Strahlen werden
dabei jeweils Uber Fasern von den jeweiligen Objektiven in Richtung der Probe zu einem kom-
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binierten Auskoppelstiick geleitet, wo die beiden Strahlen Uber entsprechende Auskoppelele-
mente auf die Probe gerichtet werden. Zur Auskopplung des Lichtblattes ist dabei ein Prismen-
element vorgesehen, welches den Strahlengang aus der Detektionsrichtung um 90 ° ablenkt.

Auch bei der im Artikel ,Fast Three-Dimensional Fluorescence Imaging of Activitiy in Neural
Populations by Objective-Coupled Planar lllumination Microscopy” von Terrence F. Holekamp et
al., erschienen 2008 in Neuron, Bd. 57, Seite 661-672, beschriebenen Methode erfolgt die Er-
zeugung des Lichtblatts Gber eine Faser, die hier mit einer Halterung direkt am Detektionsobjek-
tiv bzw. dessen Halterung befestigt ist. Mittels Piezoelementen wird die Faser entlang der opti-
schen Achse des Detektionsobjektivs verschoben, auf diese Weise kann der Abstand des
Lichtblattes zur vordersten Linse des Detektionsobjektivs variiert werden, so dass prinzipiell
optische Schnitte erzeugt werden kdnnen.

Im Artikel ,Light Sheet Microscopy for Single Molecule Tracking in Living Tissue* von Jorg G.
Ritter et al., erschienen in PLoS ONE 5 (7): e11639 im Jahr 2010 wird eine Vorrichtung fir die
inverse Mikroskopie beschrieben, die insbesondere auch fir die Analyse kleiner Proben geeig-
net ist.

In der DE 10 2004 034 957 A1 wird eine spezielle Objektivanordnung beschrieben, bei der eine
Einspiegelung des Lichtblattes am Rand auBerhalb des eigentlichen Beobachtungsobjektivs
erfolgt, beispielsweise (iber abbildende Spiegel mit geringer numerischer Apertur. Der das Ob-
jektiv umschlieBende abbildende Spiegel ist mechanisch ein Teil des Objektives um eine mog-
lichst homogene Auflésung zu erzielen, die Einspiegeloptik kann beispielsweise ringférmig aus-
gestaltet sein.

In dem Artikel ,Optically sectioned imaging by oblique plane microscopy“ von C. Dunsby, er-
schienen 2008 in Optics Express 16 (25), S. 20306-20316, wird eine Vorrichtung beschrieben,
bei der eine Probe ebenfalls mit einem Lichtblatt beleuchtet wird, wobei Beleuchtung und De-
tektion hier jedoch durch dasselbe Objektiv erfolgen. In bezug auf die optische Achse des An-
regungs- bzw. Detektionsobjektivs liegt die Ebene des Lichtblattes daher nicht in einem Winkel
von 90° zu dieser optischen Achse, sondern in einem kleineren Winkel, beispielsweise 60°.
Aufgrund der speziellen Konstruktion kdnnen fir die Beleuchtung und die Detektion jeweils nur
kleine Bereiche des Objektivs, die einander gegeniberliegen, verwendet werden, da ansonsten
die Detektion nicht in einer Ebene senkrecht zur Lichtblattebene erfolgen kdnnte.

Ein ahnlicher Aufbau wird auch in dem Artikel ,High-speed 2D and 3D fluorescence microscopy
of cardiac myocytes“ von Sunil Kumar et al., erschienen 2011 in Optics Express 19 (15), S.
13839 —13847, beschrieben. Auch hier wird fur die Detektion und die Beleuchtung mit einem
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Lichtblatt dasselbe Obijektiv verwendet, das Lichtblatt steht schrdg zur optischen Achse des
Detektionsobjektives in einem Winkel von deutlich weniger als 90°. Mit Hilfe eines Zweitmikro-
skops wird jedoch ein Zwischenbild der Probe erzeugt, dieses Zwischenbild wird Gber ein drittes
Mikroskop auf eine Kamera abgebildet, die optische Achse des Objektivs des dritten Mikro-
skops und des zweiten Mikroskops schlieBen einen von null verschiedenen Winkel ein. Gleich-
zeitig erfolgt auch die Einstrahlung des Beleuchtungslichtes tber das zweite Mikroskop, im Zwi-
schenbild bildet das Beleuchtungslicht daher bereits ein Lichtblatt. Die Lichtblattebene und die
optische Achse des Objektivs des dritten Mikroskops schlieBen einen Winkel von 90° zueinan-

der ein.

Keine der beschriebenen Vorrichtungen erlaubt jedoch die einfache und problemlose Integrati-
on in bestehende Mikroskope. Allenfalls im Bereich der inversen Mikroskopie lasst sich die von
T. A. Planchon et al. beschriebene Vorrichtung einsetzen, indem oberhalb des Objekttragers
bzw. des Probentisches ein entsprechendes Beleuchtungs- und Detektionsmodul anordnet
wird, welches zwei Objektive umfasst, deren optische Achsen einen Winkel von 90° zueinander
einschlieBen. Auch diese Vorrichtung ist jedoch sehr raumgreifend und aufgrund der zusatzli-
chen Optiken sehr aufwendig.

Beschreibung der Erfindung
Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Mikroskop der eingangs beschriebenen Art dahinge-

hend weiterzuentwickeln, dass die Integration der SPIM-Technologie in bestehende Mikrosko-
pe, insbesondere was die Untersuchung kleiner Proben, insbesondere mit fluoreszenzspektro-
skopischen Methoden betrifft, erleichtert wird.

Diese Aufgabe wird bei einem Mikroskop der eingangs beschriebenen Art dadurch geldst, dass
die Mittel zur Beleuchtung der Probe mindestens ein optisches Umlenkmittel umfassen, wel-
ches auf oder am Probentrager angeordnet ist und vom Objektiv kommendes Anregungslicht
mittels mindestens einer optisch wirksamen Flache in die Ebene des Lichtblattes umlenkend
ausgestaltet ist. Wéhrend bisher Umlenkmittel — bei der Verwendung von zwei verschiedenen
Objektiven fir die Beleuchtung und Detektion — gar nicht vorgesehen bzw. am Objektiv ange-
ordnet waren, ermdglicht die Anordnung des mindestens einen optischen Umlenkmittels am
oder auf dem Probentrédger zum einen eine Entkopplung der Lichtblatteinstrahlung vom Be-
leuchtungs- und Detektionsobjektiv als letztem optischen Element im Strahlengang vor der Pro-
be, so dass eine Detektion Uber die gesamte Offnung des Objektivs méglich wird, und zum
anderen hat diese Entkopplung zur Folge, dass weitestgehend die Ublichen Mikroskopobjektive
verwendet werden kénnen, ohne spezielle Halterungen oder Strahlfiihrungen fir den Lichtblatt-
strahlengang vorzusehen. Eine Anordnung an oder auf dem Probentrager bedeutet dabei, dass
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das mindestens eine optische Umlenkmittel auf dem Probentrager 16sbar oder permanent be-
festigt sein kann, es kann aber einfach auf dem Probentrager abgelegt sein, ohne mit diesem
eine kraft- oder formschlissige Verbindung einzugehen. Auch kann das mindestens eine opti-
sche Umlenkmittel mit dem Probentrager einstlickig gefertigt sein. Die Anordnung des mindes-
tens einen optischen Umlenkmittels auf dem Probentrager erlaubt es auch, ein gemeinsames
Obijektiv fir die Beleuchtung und die Detektion zu verwenden und dennoch ein Lichtblatt oder
Quasi-Lichtblatt zu erzeugen, welches mit der optischen Achse des Mikroskopobjektivs, durch
welches das Anregungslicht auf die Probe bzw. das Detektionslicht von der Probe gefihrt wird,
d.h. mit der Detektionsrichtung einen von Null Grad verschiedenen, in der Regel rechten Winkel
einschlieBt. Dazu ist die mindestens eine optisch wirksame Flache entsprechend ausgerichtet,
wobei Korrekturen Gber entsprechende Justiermittel im Mikroskop, beispielsweise eine Wackel-

platte, vorgenommen werden kbénnen.

Beispielsweise kann das optische Umlenkmittel als Spiegelelement mit mindestens einer als
Spiegelflache ausgebildeten optisch wirksamen Flache ausgestaltet sein, wobei bevorzugt die
mindestens eine Spiegelflaiche mit der optischen Achse Z einen Winkel von 45° einschlieBt.
Vom Mikroskopobjektiv kommendes Beleuchtungslicht, welches beispielsweise bestimmte Fluo-
rophore in der Probe zur Fluoreszenz anregen kann, wird dabei auf die Spiegelflaiche gelenkt
und dort in Richtung der Probe reflektiert, wobei die optischen Elemente im Anregungsstrahlen-
gang so angeordnet sein mussen, dass das Lichtblatt nach der Reflexion im wesentlichen in der
XY-Ebene gebildet wird. Dies kann durch die Verwendung von anamorphotischen optischen
Elementen wie Zylinderlinsen erfolgen, die an entsprechender Stelle im Strahlengang auch in
Kombination mit dem mindestens einen optischen Umlenkmittel angeordnet sind. Besonders
vorteilhaft ist jedoch das Mikroskop als Laser-Scanning-Mikroskop ausgebildet, das Lichtblatt ist
dann durch die bei diesem Mikroskop vorhandenen Abtastmittel zur Punktabtastung als Quasi-
Lichtblatt erzeugbar. Durch die Bewegung des Abtastmittels, beispielsweise des Scannerspie-
gels, wird der Lichtstrahl in schneller Folge linienférmig Gber die Probe geflhrt, so dass sich
effektiv bzw. im zeitlichen und raumlichen Mittel die Form eines Lichtblattes ergibt.

Waéhrend die Ausgestaltung des mindestens einen optischen Umlenkmittels als Spiegelelement
besonders fiir Mikroskope geeignet ist, bei denen das Objektiv oberhalb der Probe angeordnet
ist, also auch oberhalb des Probentisches mit dem Probentrager, ist in einer anderen Variante
das mindestens eine optische Umlenkmittel als Prismenelement ausgestaltet, mit einer als In-
nenseite eine Prismas ausgebildeten optisch wirksamen Flache, welche bevorzugt mit der opti-
schen Achse Z einen Winkel von 45° einschlieBt. Diese Variante ist besonderes flr die Ver-
wendung bei inversen Mikroskopstativen geeignet, bei der Anregung und Detektion unterhalb
des Probentisches erfolgen, kann jedoch selbstverstandlich auch mit anderen Stativen verwen-
det werden. Das mindestens eine optische Umlenkmittel ist dabei so in den Tisch integriert bzw.
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so an diesem angeordnet, dass es von unten kommendes Licht durchlasst. Anstelle eines
Prismas kann auch ein Hohlraum-Lichtleiter verwendet werden, wobei dann die optisch wirksa-
me Flache wieder verspiegelt ist. Uber eine Lichtaustrittsfliche wird das Licht dann zur Probe
gelenkt.

In einer anderen Ausgestaltung kann die optisch wirksame Flache auch aus einer Vielzahl von
Mikroprismen zusammengesetzt sein, diese schlieBt dann bevorzugt im Mittel mit der optischen
Achse Z einen Winkel von 45° ein. Der Winkel kann in diesem und den vorgenannten Féllen
auch von 45° abweichen, solange Uber Justiermittel sichergestellt wird, dass die Ausbreitungs-
richtung des Lichtblattes im Wesentlichen senkrecht zur Detektionsrichtung steht. Prinzipiell
reicht es also aus, wenn der Winkel von Null abweicht, wobei ein Winkel von 45° den Vorteil
einer besonders einfachen Ausrichtung bietet und in der Regel keine weiteren Justiermittel notig
sind. Die Verwendung einer aus Mikroprismen zusammengesetzten optisch wirksamen Flache
ist von Vorteil in Umgebungen wie Fluiden, die plane Spiegelflachen sonst verunreinigen kénn-
ten, dies wird durch die Mikroprismen verhindert, ein Kontakt der reflektierenden Flache mit
dem Umgebungsfluid oder der Probe wird unterbunden.

Die bevorzugte Ausgestaltung der optisch wirksamen Flache mit einem Winkel von 45° zur opti-
schen Achse Z bietet sich besonders dann an, wenn das Anregungslicht — in Strahlform — paral-
lel zur optischen Achse in das bzw. auf die optisch wirksame Flache des optischen Umlenkmit-
tels gefthrt wird, was aufgrund der dann gréBtmaoglichen numerischen Apertur flr das Anre-
gungslicht vorteilhaft ist. Hier reicht dann in der Regel auch eine optisch wirksame Flache aus.
Diese Strahlfuhrung ist jedoch nicht zwingend notwendig und der Lichtstrahl des Anregungs-
lichts kann auch unter einem von Null verschiedenen Winkel auf die optisch wirksame Flache
treffen. Insbesondere bei der Verwendung von Prismen oder Mikroprismen zur Formung der
optisch wirksamen Flache lasst sich auch das Prinzip der Totalreflexion ausnutzen, wozu bei
der Verwendung von optisch wirksamen Flachen mit einem Winkel von 45° zur optischen Achse
dann ein mit einem von Null verschiedenen Winkel einfallender Strahl von Anregungslicht ver-
wendet werden kann, oder aber optische Umlenkmittel mit mehr als einer optisch wirksamen
Flache, die zur Strahlumlenkung unter flacheren Winkeln dienen.

Auch fir die inverse Mikroskopie geeignet sind optische Umlenkmittel, bei denen die optisch
wirksame Flache trichterformig die Probe umschlieBend ausgebildet ist. Beispielsweise lassen
sich hier kegelstumpfformige HGtchen mit verspiegelten Innenflachen verwenden, diese Hut-
chen kdnnen als Wegwerfartikel gestaltet sein und bieten den Vorteil, dass sie die Probe, sofern
sie klein genug ist, vollstandig umschlieBen kdnnen, so dass die Probe sich weiterhin in einer
physiologisch wirksamen Flissigkeit, die ihre Lebensfunktionen erhalt, befindet. Das Hitchen
kann zudem auf dem Probentrager oder dem Probentisch relativ einfach verschoben oder mit-
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tels spezieller Manipulationsvorrichtungen gezielt in drei Raumdimensionen bewegt werden. Die
Manipulationsvorrichtungen kdnnen auch bereits am Anfang verwendet werden um das Hut-

chen aus beliebigen Richtungen auf die Probe aufzusetzen.

In einer anderen Ausgestaltung ist das mindestens eine optische Umlenkmittel am Probentrager
angeordnet, indem es direkt in diesen als trichterformige Vertiefung integriert ist. Das Beleuch-
tungslicht wird dann an den Seitenwénden des Trichters umgelenkt. Fir die Beobachtung von
oben sind die Seitenwénde vorteilhaft verspiegelt, fir die inverse Mikroskopie Gbernehmen die

Seitenwéande die Funktion von Prismenflachen.

Far die Untersuchung vieler kleiner Proben von der GréBe einzelner Zellen oder Zellverbinde
ist es vorteilhaft, wenn auf dem Probentrager eine Vielzahl von optischen Umlenkmitteln ange-
ordnet sind, bevorzugt in Form eine Rasters. Diese Anordnung ist beispielsweise sowohl flr die
trichterférmigen Vertiefungen, als auch flr die Spiegel- oder Prismenelemente mdglich. Der
Probentrager kann beispielsweise als sogenannte Multiwell-Platte, d.h. als Mikrotiterplatte mit
einer Vielzahl rasterfrmig angeordneter Vertiefungen ausgestaltet sein. Diese Vertiefungen
kdnnen beispielsweise trichterférmig sein und somit die optischen Umlenkmittel bilden.

Die optischen Umlenkmittel kdnnen aber auch in die Vertiefungen eingesetzt werden, bevor sie
dort abgelegt werden, oder die Vertiefungen mit den Proben darin abschliefben, indem sie nach
der Probenablage dort nach Art von Hatchen oder Deckeln aufgesetzt werden.

In einer weiteren Ausgestaltung ist das mindestens eine optische Umlenkmittel relativ zum Pro-
bentrager, bevorzugt entlang der optischen Achse, von unten in eine entsprechende Offnung
des Probentragers einbringbar. Diese Offnung muss dabei nicht von vornherein vorhanden
sein, sondern kann — auch unter Zuhilfenahme des optischen Umlenkmittels — erst in den Pro-
bentrager eingebracht werden. Beispielsweise kann der Probentrager mit einem Raster aus
Stanzpunkten versehen sein, an denen sich durch das Umlenkmittel eine Offnung stanzen
lasst. Je nach Art der Probe und/oder der Umlenkmittel wird nur eine Offnung gestanzt, oder es
werden mehrere Offnungen gestanzt. Analog kann das mindestens eine Umlenkmittel auch von
oben eingebracht werden, oder schrag von der Seite, auch mit Hilfe der oben erwahnten Mani-

pulationsvorrichtungen.

AuBerdem kann das mindestens eine optische Umlenkmittel auch Iésbar mit einer Schutzvor-
richtung ausgestattet sein, die insbesondere die optische wirksame Flache wahrend des Trans-
ports schutzt. Falls die Proben Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden sollen, oder
falls die Proben als Zellkulturen angelegt werden, die sich erst — natirlich oder kinstlich be-

schleunigt — entwickeln missen, kénnen diese Schutzvorrichtungen auch auf den Umlenkmit-
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teln belassen werden, bzw. gesondert fir diese Prozesse angebracht werden. Es kann sich
beispielsweise um einfache Kappen handeln, die auf die Umlenkmittel aufgesetzt werden, um
eine abziehbare Folie, etc. Die Iosbare Verbindung kann auch tber einen Clip-Verschluss erfol-
gen, so dass ein sicherer Halt der Schutzvorrichtung gewahrleistet ist und ein Eindringen von
Flissigkeit in den Bereich der optisch wirksamen Flache verhindert wird.

Zur Justierung des Lichtblattes sind im Strahlengang, wie oben schon erwéahnt, bevorzugt Jus-
tiermittel angeordnet. Diese kdnnen beispielsweise eine Wackelplatte umfassen. Zur Variation
der Lichtblattdicke kann im Anregungsstrahlengang eine gesonderte Zoomoptik angeordnet
sein. Zur variablen Positionierung des Fokus des Lichtblattes relativ zur optischen Achse Z ist
im Anregungsstrahlengang auBerdem bevorzugt eine Kollimationsoptik angeordnet.

Ist das Mikroskop als Laser-Scanning-Mikroskop fiir eine Punktabtastung ausgestaltet, so lasst
sich eine axiale Verschiebung des Lichtblattes entlang der Detektionsrichtung Z erreichen, in-
dem die Position des Probentragers senkrecht zur Abtastrichtung verschoben wird. Auf diese
Weise lassen sich verschiedene Ebenen der Probe abtasten und ein Bildstapel fur die dreidi-
mensionale Bildauswertung erzeugen. Die gleiche Wirkung lasst sich erzielen, wenn die Positi-
on des Beleuchtungsstrahls mittels eines weiteren Abtastmittels, z.B. eines weiteren Abtast-
spiegels, senkrecht zur vorher beschriebenen Abtastrichtung variiert wird. Selbstverstandlich ist
auch die Verwendung nur eines Abtastmittels in unterschiedlichen Operationsmodi denkbar.

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

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

erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch naher erlautert. Es zeigen:

Fig. 1 eine Prinzipskizze des Gesamtaufbaus eines Mikroskops mit Lichtblattbeleuchtung,

Fig. 2 a), b) wie mit Hilfe einer Zoomoptik die Beleuchtungsapertur eingestellt werden kann,

Fig. 3 die Abtastung einer Probe in Z-Richtung und

Fig. 4 a)-d) verschiedene Ausgestaltungen von Probentragern und/oder optischen Umlenkmit
teln.
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Ausfiihrliche Beschreibung der Zeichnungen

In Figur 1 ist zunachst der grundsatzliche Aufbau eines Mikroskops gezeigt, mit welchem eine
Probe 1 mit einem Lichtblatt senkrecht zu einer Detektionsrichtung 2 bestrahlt werden kann. Ein
solches Mikroskop umfasst einen tblichen Probentisch mit einer Tischflache in einer Tischebe-
ne senkrecht zu einer optischen Achse Z, die der Detektionsrichtung entspricht. Die Tischebene
kann auch einen anderen, von Null verschiedenen Winkel zur optischen Achse Z haben. Auf
der Tischflache ist ein Probentrager 3 mit der Probe 1 gelagert. Bei dem Probentrager 3 handelt
es sich dabei nicht um eine der bei SPIM-Untersuchungen haufig verwendeten Probenkam-
mern, sondern um einen Tréger, der auf Ublichen Probentischen von Mikroskopen far die nor-
male oder inverse Mikroskopie gelagert bzw. fixiert werden kann. Es kann sich auch um einen

handelsiblichen Probentrager handein.

Das Mikroskop verflgt Gber einen Anregungsstrahlengang 4, tGber den die Probe 1 mit Anre-
gungslicht beleuchtet wird, und Uber einen Detektionsstrahlengang 5, Gber den von der Probe 1
kommendes Detektionslicht auf Detektionsmittel gelenkt wird. Im gezeigten Beispiel umfassen
die Detektionsmittel eine Ubliche digitale Kamera 6, beispielsweise mit einem CCD- oder
CMOS-Chip zur Registrierung der Intensitaten. Uber den Anregungsstrahlengang 4 konnen
beispielsweise in der Probe 1 vorhandene Fluorophore zur Fluoreszenz angeregt werden, diese
Fluoreszenz wird dann Gber den Detektionsstrahlengang 5 detektiert. Das Mikroskop umfasst
auBerdem ein entlang der optischen Achse angeordnetes Objektiv 7, durch welches Anre-
gungslicht in Richtung des Probentischs bzw. Probentragers 3 und von der Probe 1 kommen-
des Detektionslicht in Richtung der Detektionsmittel geleitet wird. Zur Trennung von Anregungs-
licht und Detektionslicht umfasst das Mikroskop auBerdem Strahlteilungsmittel, hier einen
Strahlteiler 8, der beispielsweise als polarisationsoptischer Strahlteiler oder als dichroitischer
Spiegel ausgefihrt sein kann.

Das Mikroskop umfasst schlieBlich auch Mittel zur Erzeugung eines Lichtblatts aus Anregungs-
licht und Mittel zur Beleuchtung der Probe 1 mit diesem Lichtblatt, wobei das Lichtblatt in einer
Ebene liegt, die mit der optischen Achse Z einen von Null verschiedenen Winkel einschlief3t.
Das Anregungslicht selber entstammt einem Laser 9, es kann sich hierbei um einen schmal-
oder breitbandigen oder auch um eine durchstimmbaren Laser handeln, mit dem insbesondere
die in der Probe vorhandenen Fluorophore angeregt werden kénnen. Dabei sind sowohl Ein- als
auch Mehrphotonenprozesse denkbar, auch in Kombination. Auch eine Zusammenschaltung
mehrerer Laser ist moglich.

Im gezeigten Beispiel ist das Mikroskop als Laser-Scanning-Mikroskop ausgebildet. Die Mittel
zur Erzeugung des Lichtblatts umfassen daher Abtastmittel zur Abtastung der Probe, hier als
Scannerspiegel 10 und 11 ausgefihrt, mit denen ein punktférmiger Strahl im Betrieb als Scan-
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ning-Mikroskop die Probe in X-Richtung und in Y-Richtung abtastend abgelenkt werden kann.
Im vorliegenden Beispiel gentigt grundséatzlich der Scannerspiegel 10, mit dem eine linienférmi-
ge Abtastung realisierbar ist. Vorteilhaft lassen sich aber beide Spiegel 10,11 kombiniert einset-
zen um beide Abtastrichtungen ausnutzen zu kdnnen und so den Strahl zweidimensional positi-
onieren zu kénnen. Auch lasst sich auf diese Weise eine einfache Stapelaufnahme realisieren.
Zudem ist die Orientierung der Abtastlinie und damit des Quasi-Lichtblatts frei wahlbar und
kann auch aus einer kombinierten Bewegung beider Scannerspiegel 10,11 resultieren. Auf-
grund der hohen Geschwindigkeit des Abtastens wird effektiv, d.h. im zeitlichen und raumlichen
Mittel ein Lichtblatt erzeugt. Anstelle ein Scanning-Mikroskop zu verwenden, kénnen die Mittel
zur Erzeugung des Lichtblatts auch so ausgestaltet sein, dass ein statisches Lichtblatt erzeugt
wird, in diesem Fall umfassen die Mittel zur Erzeugung des Lichtblattes beispielsweise eine
Zylinderlinse.

Im gezeigten Beispiel ist im Anregungsstrahlengang auch noch ein weiterer Strahlteiler 12 ent-
halten. Dieser dient hier dazu, optional eine zusatzliche konfokale Detektion zu ermdglichen,
wozu dem Strahlteiler 12 ein Pinhole 13 und ein weiterer Detektor 14 nachgeordnet sind. Durch
entsprechende Ansteuerung, beispielsweise des Strahlteilers 8 und der Scannerspiegel 10 und
11 lasst sich so zwischen konfokaler Detektion und SPIM-Verfahren hin- und herschalten. Tu-
buslinsen 15 und 16 dienen der Strahlformung im Anregungs- und Detektionsstrahlengang 4
bzw. 5.

Mittels einer Kollimationsoptik 17 im Anregungsstrahlengang 4 kann der Fokus des Lichtblattes
axial positioniert werden, d.h. relativ zur optischen Achse Z in der Ebene des Lichtblattes. Diese
Kollimationsoptik 17 kann durch eine Zoomoptik 18 erganzt oder ersetzt werden. Mit dieser
kann die Pupillenausleuchtung variiert werden und damit die Lichtblattdicke und die Divergenz
des Lichtblattes beeinflusst werden. Dies ist in den Figuren 2a und 2b flr zwei verschiedene
Ausleuchtungen gezeigt.

AuBerdem kann im Strahlengang zusatzlich mindestens ein gesondertes Strahlformungsele-
ment 24 angeordnet sein. Dieses kann beispielsweise als phasenmodulierendes Element oder
als raumlicher Modulator fir Licht (spatial light modulator, SLM) ausgestaltet sein. Mit Hilfe sol-
cher Strahlformungselemente lassen sich verschiedene Strahlformen — beispielsweise Bessel-
Strahlen — zur Lichtblatterzeugung einstellen. Als Strahlformungselement 24 lassen sich auch
auf Mikrospiegelaktoren (digital micromirror device, DMD) basierende Optiken einsetzen, wenn
beispielsweise parallele Strahimuster eingestellt werden sollen.

Bei der Verwendung eines Laser-Scanning-Mikroskops zur Erzeugung des Lichtblattes kann
der zweite Scannerspiegel 11 dazu verwendet werden, die Position der Abtastlinie relativ zur
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optischen Achse zu variieren, so dass mittels der optischen Umlenkmittel das Lichtblatt entlang
der Z-Richtung verschoben wird, so dass die Probe in mehreren Schichten abgetastet werden
kann. Aus den so gewonnenen Daten lasst sich auch ein dreidimensionales Bild der Probe re-
konstruieren. Das Abtasten der Probe in Z-Richtung ist beispielhaft in Figur 3 skizziert.

Die Mittel zur Beleuchtung der Probe umfassen insbesondere mindestens ein optisches Um-
lenkmittel, welches auf oder am Probentrager 3 angeordnet und vom Objektiv 7 kommendes
Anregungslicht mittels mindestens einer optisch wirksamen Flache in die Ebene des Lichtblat-
tes umlenkend ausgestaltet ist. Bevorzugt ist das mindestens eine optische Umlenkmittel dabei
SO ausgestaltet, dass es das Anregungslicht an einer optisch wirksamen Flache in ein Lichtblatt,
welches in einer Ebene liegt, die mit der optischen Achse Z einen rechten Winkel einschlieft,
umlenkt. In diesem Fall kann namlich der gesamte Offnungsbereich des Objektivs 7 fiir die De-
tektion verwendet werden, da die Detektionsrichtung Z dann an jeder Stelle senkrecht zur
Lichtblattebene ist.

Im in Figur 1 gezeigten Beispiel ist das mindestens eine optische Umlenkmittel als Spiegelele-
ment 19 ausgebildet, die optisch wirksame Flache ist dann als Spiegelflaiche 20 ausgebildet.
Um ein zur Detektionsrichtung Z senkrecht liegendes Lichtblatt zur erzeugen, schliet die min-
destens eine Spiegelflache 20 des Spiegelelements 19 mit der optischen Achse Z hier einen
Winkel von 45° ein. Je nach Strahlfiihrung kénnen aber auch andere Winkel verwendet werden.
Das Spiegelelement 19 ist hier mit einer planen Spiegelflache ausgebildet. Bei der Verwendung
von mindestens zwei Abtastmitteln wie den Scannerspiegeln 10, 11 kann das Spiegelelement
19 prinzipiell auch rotationssymmetrisch zur optischen Achse— beispielsweise in Form eines
Kegelstumpfes oder einer Vertiefung im Probentrager — orientiert sein, da durch die Verwen-
dung mindestens zweier Abtastspiegel die Lage des Lichtblatts entsprechend eingestellt wer-
den kann. Mithilfe zusatzlicher Justiermittel wie Wackelplatten kann flr eine Justierung der La-
ge des Lichtblatts in der Ebene senkrecht zur Detektionsrichtung Z gesorgt werden. Das Spie-
gelelement 19 kann einfach auf dem Probentrager 3 abgelegt sein, es kann aber auch mit die-
sem dauerhaft oder I6sbar verbunden sein. In diesem Fall lassen sich handelsibliche Proben-
trager 3 verwenden. Auch die einstiickige Fertigung von speziellen Probentragern, die bereits
mit Spiegelelementen 19 versehen sind, ist eine denkbare Variante. Die Spiegelflache kann
beispielsweise durch Aufdampfen erzeugt werden.

Fir die inverse Mikroskopie besonders geeignet sind als Prismenelemente ausgestaltete opti-
sche Umlenkmittel, bei denen die optisch wirksame Flache als Innenseite des Prismas ausge-
bildet ist. Die optisch wirksame Flache kann auch aus einer Vielzahl von Mikroprismen zusam-
mengesetzt sein, so dass die reflektierende bzw. brechende Oberflache nicht direkt tangiert
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wird, so dass Verschmutzungen beispielsweise durch Ldsungen, in denen sich die Probe befin-
det, unterbunden werden.

Die Ausgestaltung der optischen Umlenkmittel ist dabei nicht auf die Gestaltung als Spiegel-
element 19 oder als Prismenelement beschrankt. In Figur 4a) bis Figur 4d) sind beispielhaft
verschiedene Mdglichkeiten der Realisierung fur optische Umlenkmittel gezeigt.

Beispielsweise kann die optisch wirksame Flache des mindestens einen optischen Umlenkmit-
tels die Probe trichterformig umschlieBend ausgebildet sein. Ein solches Beispiel ist in Fig.4a
gezeigt, hier ist das optische Umlenkmittel von oben auf den Tisch aufsetzbar ausgebildet, bei-
spielsweise in Form einer die Probe umschlieBenden Struktur mit einer trichterférmigen optisch
wirksamen Flache. Das optische Umlenkmittel hat hier die Form eines Hitchens 21. Diese Art
von optischen Umlenkmittels ist insbesondere fir die inverse Mikroskopie geeignet, die inneren
Seitenwande des Hatchens 21 sind dann beispielsweise verspiegelt oder teilweise mit Spiegeln
ausgelegt, der Vorteil von solchen trichterférmigen Strukturen liegt darin, dass sie an beliebiger
Stelle auf den Probentisch aufgesetzt werden kénnen, d.h., immer dort, wo sich eine Probe
befindet, was insbesondere bei sehr kleinen Proben einzelnen Zellstrukturen vorteilhaft ist. An-
schlieBend erfolgt eine entsprechende Ausrichtung des Mikroskops bzw. Anregungslichts. Die
trichterférmige Struktur kann oben auch offen sein, sie kann mehrere Seitenwéande umfassen,
oder aber eine einzige Seitenwand, beispielsweise eine runde. Umfasst die trichterférmige
Struktur mehrere ebene Seitenwande, so muss davon nur eine verspiegelt sein. Handelt es sich
andererseits um eine echte rotationssymmetrische Trichterform, so kann ein Quasi-Lichtblatt in
der Detektionsebene beispielsweise auch durch eine kombinierte Bewegung der Scannerspie-
gel 10 und 11 im Sinne eines Zirkularscans denkbar.

Falls die Spiegelflachen der Hiitchen 21 mit der Oberflache des Probentragers 3 nicht in einem
Winkel von 45° einschlieBen, so kann dies dazu flihren, dass das Lichtblatt nicht senkrecht zur
optischen Achse Z ausgerichtet ist bzw. nicht parallel zur Oberflache des Probentragers 3, ins-
besondere wenn die Hutchen aus einem flexiblen Material gebildet sind. In diesem Fall ist es
vorteilhaft, Justiermittel vorzusehen, beispielsweise eine Wackelplatte oder Spiegel, mit denen
der Einfallswinkel des Anregungslichts auf die verspiegelten Flachen variiert werden kann, um
das Lichtblatt parallel zu stellen.

Anstelle trichterférmige Strukturen auf eine ebene Oberflache des Probentragers 3 aufzusetzen,
kann auch der Probentrager 3 mindestens eine Vertiefung aufweisen, die bevorzugt trichterfor-
mig ausgestaltet ist. Fir die Formenvariationen dieser Vertiefungen gilt das far die trichterformi-
gen Strukturen oben erwahnte analog. In eine solche Vertiefung ist dann mindestens eine Sei-
tenwand eingearbeitet, diese mindestens eine Seitenwand entspricht der optisch wirksamen
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Flache. Fir die inverse Beobachtung Obernimmt diese optische wirksame Flache dann die
Funktion der Prismenflache, das Licht durch den Probentrager 3 geleitet. Im Falle der Beleuch-
tung und Detektion von oberhalb der Probe kdnnen die Seitenwande verspiegelt sein. Die HOt-
chen ebenso wie die Vertiefungen kénnen dabei verschiedene Querschnittsformen aufweisen,
beispielsweise kdnnen sie rund oder quadratisch geformt sein. Probentrager mit trichterformi-
gen Vertiefungen sind insbesondere geeignet, um das Aufwachsen einzelner Zellen zu untersu-
chen, da diese dann auf einen relativ engen Raum, namlich die trichterférmige Vertiefung, be-
schrankt bleiben. Alternativ oder in Ergénzung ist es auch mdglich, eine Vielzahl von optischen
Umlenkmitteln auf dem Probentréger 3 anzuordnen, beispielsweise in Form eines Rasters. Eine
solche Variante ist in Figur 4b) gezeigt, hier sind eine Vielzahl von optischen Umlenkmitteln in
Form von Prismenelementen 22 und 23 angeordnet, zwischen diesen befinden sich zahformige
Proben 1. Die Prismenelemente 22 sind inaktiv und nur das Prismenelement 23, gekennzeich-
net durch das Kreuz, ist aktiv, wird also beleuchtet, um mit Hilfe dieses Prismenelements 23 ein
Lichtblatt zu erzeugen und die diesem Prismenelement 23 benachbarte Probe zu untersuchen.
Die optischen Umlenkmittel missen dabei nicht von vornherein auf dem Probentrager 3 ange-
ordnet sein, in der in Figur 4¢) gezeigten Ausgestaltung sind die optischen Umlenkmittel — hier
wieder als Spiegelelemente 19 ausgebildet — relativ zum Probentrager entlang der optischen
Achse von unten in entsprechende Offnungen des Probentrégers einbringbar. Dies ist durch die
senkrechten Pfeile angedeutet. Dabei kann beim Probentrager 3 eine Siebstruktur vorgegeben
sein, es ist aber auch denkbar, dass die Offnungen fiir die optischen Umlenkmittel erst durch
diese selbst beim Einbringen gestanzt werden.

In Figur 4d) schlieBlich ist die Verwendung eines Prismenelements 23 gezeigt, bei dem die
optische wirksame Flache aus Mikroprismen gebildet wird. Auf diese Weise tritt die reflektieren-
de Oberflache nicht direkt in Kontakt mit der umgebenden Flissigkeit, die Oberflache wird nicht

verunreinigt.

Eine weitere (?7) Ausgestaltung des mindestens einen optischen Umlenkmittels mit einer optisch
wirksamen Flache als (?) Mikroprismen ist in Fig. 5 a)-c) gezeigt. Wahrend die in Fig. 4b) und
Fig. 4d) gezeigten optischen Umlenkmittel 22, 23 Mikroprismen aufweisen, deren Flachen ver-
spiegelt sind, kann auf eine solche Verspiegelung bei den in Fig. 5 gezeigten Anordnungen
verzichtet werden, da hier das Prinzip der Totalreflexion ausgenutzt wird, was in aquivalenter
Weise zu einer Verspiegelung der Flachen wirkt, sofern die entsprechenden Randbedingungen
erflllt sind. Dabei missen die optisch wirksamen Flachen auch nicht notwendig als Mikropris-
men ausgestaltet sein, auch mit glatten Flachen lassen sich die flr das Eintreten von Totalrefle-

xion notwendigen Bedingungen einstellen.
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Uberwiegend werden Proben, insbesondere Zellen, in einer wassrigen Lésung untersucht, so
dass sich die Verwendung von optischen Umlenkmitteln, deren optisch wirksame Flachen in der
fir verspiegelte Flachen vorteilhaften Ausgestaltung einen Winkel von 45° mit der optischen
Achse Z einschlieBen, aufgrund des Verhéltnisses der Brechungsindizes — fir Wasser 1,33 und
fir Glas oder Kunststoff beispielsweise 1,52 — nicht ohne weiteres verwenden lassen. Vielmehr
muss der Winkel bei etwa 60° liegen, um die Totalreflexion an der Wasser/Glas-Grenzflache
auszunutzen. In Fig. 5a) — ¢) sind drei Moglichkeiten gezeigt, wie unter solchen Bedingungen
optische Umlenkmittel, die mit dem Prinzip der Totalreflexion arbeiten, gestaltet werden kdnnen.

Fig. 5a) zeigt ein Prismenelement 25, bei der die optisch wirksame Flache mit der optischen
Achse Z im Mittel einen Winkel von 45° einschlieBt, die Mikroprismen bzw. die optisch wirksame
Flache sind/ist allerdings nicht verspiegelt. Der Strahl des Anregungslichts tritt hier jedoch nicht
parallel zur optischen Achse in das optische Umlenkmitttel ein, wie bei den vorangehend be-
schriebenen Beispielen, sondern schlieBt mit der optischen Achse einen von Null verschiede-
nen Winkel ein, so dass an der optisch wirksamen Flache die Bedingungen fir Totalreflexion
erfdllt sind.

Bei der in Fig. 5a) gezeigten Ausfihrung wird allerdings die numerische Apertur des Anre-
gungslichts beeintrachtigt gegeniiber einer Ausgestaltung mit senkrechtem Lichteinfall. In Fig.
5b) ist daher eine andere Ausflihrung gezeigt, bei der der Lichteinfall weiterhin senkrecht erfol-
gen kann, wobei jedoch besonders ausgestaltete Prismenelemente 26 verwendet werden mas-
sen, bei denen die Umlenkung unter flacheren Winkel erfolgt und die mit mehreren optisch

wirksame Flachen versehen sind.

Bei der in Fig. 5¢) gezeigten Ausgestaltung schlieBlich wird der Strahl des Anregungslichts e-
benfalls unter einem von Null verschiedenen Winkel zur optischen Achse Z in ein Prismenele-
ment 27 gelenkt. An einer ersten optisch wirksamen Flache, die auf Mikroprismen basiert, wird
das Anregungslicht totalreflektiert, an einer zweiten optisch wirksamen Flache gebrochen, so
dass im Endeffekt wieder ein Lichtblatt erzeugt wird, welches mit der optischen Achse Z anna-
hernd einen rechten Winkel einschlieft.

Die vorangehend beschriebene Vorrichtung verwendet fir die Erzeugung des Lichtblattes und
die Detektion ein und dasselbe Obijektiv, was eine wesentliche Voraussetzung ist fiir die Integ-
ration in bestehende Mikroskope. Durch die Entkopplung der optischen Umlenkmittel vom Ob-
jektiv 7 und die Ankopplung an die Probentréager 3 lasst sich zudem ohne gréBeren Aufwand ein
Lichtblatt erzeugen, dass in einer Ebene senkrecht zur Detektionsrichtung Z liegt. Die Ausges-
taltungen der optischen Umlenkmittel erlauben vorteilhaft insbesondere die Analyse sehr kleiner
und kleinster Proben von der GréBe einzelner Zellen. Eine Kombination mit Laser-Scanning-
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Verfahren, PALM-Verfahren oder auch mit zahlreichen anderer Verfahren ist maglich. Mittels
einer Verschiebung des Probentragers 3 in der Tischebene oder der Abtastebene des Licht-

blatts lassen sich auf einfache Weise Bildstapel der Probe aus verschiedenen Schnitten in Z-
Richtung generieren.



10

15

20

25

WO 2014/009080

-17-

Bezugszeichenliste

0 N O O A 0N =

10, 11
12
13
14
15,16
17
18
19
20
21
22
23
24

Probe
Detektionseinrichtung
Probentrager
Anregungsstrahlengang
Detektionsstrahlengang
Kamera

Objektiv

Strahlteiler

Laser

Scannerspiegel
Strahlteiler

Pinhole

Detektor

Tubuslinse
Kollimationsoptik
Zoomoptik
Spiegelelement
Spiegelflache

Hatchen

inaktives Prismenelement

aktives Prismenelement
Strahlformungselement
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Patentanspriiche

Mikroskop, umfassend

einen Probentisch mit einer Tischflache in einer Tischebene, die mit einer optischen Ach-
se (Z) einen von Null verschiedenen Winkel einschlie8t, auf dem auf einem Probentrager
(3) eine Probe (1) gelagert ist,

einen Anregungsstrahlengang, tber den die Probe (1) mit Anregungslicht beleuchtet
wird,

einen Detektionsstrahlengang (5), Gber den von der Probe (1) kommendes Detektions-
licht auf Detektionsmittel gelenkt wird,

ein entlang der optischen Achse (Z) angeordnetes Obijektiv, durch welches Anregungs-
licht in Richtung des Probentréagers (3) und von der Probe (1) kommendes Detektionslicht
in Richtung der Detektionsmittel geleitet wird,

Strahlteilungsmittel zur Trennung von Anregungslicht und Detektionslicht,

Mittel zur Erzeugung eines Lichtblatts aus Anregungslicht,

Mittel zur Beleuchtung der Probe (1) mit diesem Lichtblatt, wobei das Lichtblatt in einer
Ebene liegt, die mit der optischen Achse (Z) einen von Null verschiedenen Winkel ein-
schlieBt, dadurch gekennzeichnet, dass

die Mittel zur Beleuchtung der Probe mindestens ein optisches Umlenkmittel umfassen,
welches auf oder am Probentrager (3) angeordnet ist und vom Objektiv (7) kommendes
Anregungslicht mittels mindestens einer optisch wirksamen Flache in die Ebene des
Lichtblatts umlenkend ausgestaltet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine opti-
sche Umlenkmittel das Anregungslicht an mindestens einer optisch wirksamen Flache in
ein Lichtblatt, welches in einer Ebene liegt, die mit der optischen Achse (Z) einen von Null
verschiedenen, bevorzugt rechten Winkel einschlieBt, umlenkend ausgebildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine
optische Umlenkmittel als Spiegelelement (19) mit mindestens einer als Spiegelflache
(20) ausgebildeten optisch wirksamen Flache ausgestaltet ist, wobei bevorzugt die min-
destens eine Spiegelflache (20) mit der optischen Achse (Z) einen Winkel von 45° ein-
schlieBt.

Mikroskop nach Anspruch 1oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine
optische Umlenkmittel als Prismenelement (22, 23) mit einer als Innenseite eines Pris-
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mas ausgebildeten optisch wirksamen Flache ausgestaltet ist, wobei bevorzugt die op-
tisch wirksame Flache mit der optischen Achse (Z) einen Winkel von 45° einschlieBt.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die mindes-
tens eine optisch wirksame Flache aus einer Vielzahl von Mikroprismen zusammenge-
setzt ist, wobei die optisch wirksame Flache im Mittel mit der optischen Achse (Z) bevor-
zugt einen Winkel von 45° einschlieft.

Mikroskop nach einem der Anspriche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die optisch
wirksame Flache trichterférmig ausgebildet ist, so dass sie die Probe mindestens teilwei-
se umschlieft.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass auf dem
Probentrager (3) eine Vielzahl von optischen Umlenkmitteln angeordnet sind, bevorzugt

in Form eines Rasters.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das min-
destens eine optische Umlenkmittel relativ zum Probentrager (3) von unten oder oben in
entsprechende Offnungen des Probentragers (3) einbringbar ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das min-
destens eine optische Umlenkmittel auf den Probentrager oder auf den Probentisch auf-
setzbar ausgebildet ist, bevorzugt in Form einer Struktur zur UmschlieBung der Probe mit
einer trichterformigen, optisch wirksamen Flache.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass das min-
destens eine optische Umlenkmittel I6sbar mit einer Schutzvorrichtung zum Schutz des
Umlenkmittels bei der Kultivierung von Proben und / oder beim Transport ausgestattet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass in den Pro-
bentrager (3) mindestens eine, bevorzugt trichterformige Vertiefung mit mindestens einer
Seitenwand eingearbeitet ist, wobei die mindestens eine Seitenwand der optisch wirksa-
men Flache entspricht.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass zur Justie-
rung des Lichtblattes im Strahlengang Justiermittel, bevorzugt umfassend eine Wackel-
platte, angeordnet sind.



WO 2014/009080 PCT/EP2013/061999

13.

5
14.

10
15.

-20 -

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Mik-
roskop als Laser-Scanning-Mikroskop ausgebildet ist, und das Lichtblatt durch Abtastmit-
tel zur Punktabtastung, bevorzugt umfassend mindestens einen Scannerspiegel (10, 11),
erzeugbar ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass im Anre-
gungsstrahlengang (4) eine Zoomoptik (18) zur Variation der Lichtblattdicke und / oder
ein Strahlformungselement (24) zur Variation der Lichtblattform und/oder -struktur ange-
ordnet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass im Anre-
gungsstrahlengang eine Kollimationsoptik (17) zur Positionierung des Fokus des Licht-
blattes relativ zur optischen Achse (Z) angeordnet ist.
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