(19) (10 DE 601 30 452 T2 2008.06.12

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 287 339 B1 symtcte: GOTN 21/64 (2006.01)
(21) Deutsches Aktenzeichen: 601 30 452.7 GO02B 21/16 (2006.01)

(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/EP01/06365 GO1N 21/27 (2006.01)

(96) Europaisches Aktenzeichen: 01 947 341.2
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 2001/094918
(86) PCT-Anmeldetag: 05.06.2001
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 13.12.2001
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 05.03.2003
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 12.09.2007
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 12.06.2008

(30) Unionsprioritat: (84) Benannte Vertragsstaaten:
00810496 07.06.2000 EP AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, Fl, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE, TR
(73) Patentinhaber:
Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim, DE (72) Erfinder:
SCHMID, Karl, CH-8808 Pfaffikon, CH; SCHNELL,
(74) Vertreter: Urban, CH-3225 Miintschemier, CH

Durm & Partner, 76133 Karlsruhe

(54) Bezeichnung: Referenzvorrichtung zur Evaluierung der Funktion eines konfokalen Laserscanmikroskops, so-
wie Verfahren und System zur Durchfiihrung der Evaluierung

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 601 30452 T2 2008.06.12

Beschreibung
Anwendungsgebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Referenzvorrich-
tung zur Evaluierung der Funktion eines konfokalen
Laserscanmikroskops.

[0002] Insbesondere bezieht sich die Erfindung auf
eine Referenzvorrichtung zur Evaluierung der Funkti-
on eines Typs konfokaler Laserscanmikroskope, der
dazu geeignet ist, eine zweidimensionale quantitative
Fluoreszenzmessung an einem Testmaterial durch-
zufiihren, das auf einer flachen Oberflache eines ers-
ten Glassubstrats verteilt ist, insbesondere bei einem
DNA Bindungsarray oder dergleichen, beispielswei-
se einem DNA-Bindungsarray des Typs, der in dem
US-Patent 5,143,854 beschrieben ist.

[0003] Die Erfindung richtet sich auch auf ein Ver-
fahren zur Evaluierung der Funktion eines konfoka-
len Laserscanmikroskops, insbesondere eines kon-
fokalen Laserscanmikroskops des vorstehend erlau-
terten Typs.

[0004] In besonderem Male betrifft die Erfindung
eine Evaluierungsmethode, die es ermdglicht, ein
konfokales Laserscanmikroskop der vorstehend er-
lauterten Art hinsichtlich der quantitativen Signalde-
tektionsempfindlichkeit, hinsichtlich der Detektions-
grenze, hinsichtlich der GleichmaRigkeit des konfo-
kalen Volumens Uber das Scan-Bildfeld, hinsichtlich
der rdumlichen Aufldsung bei dem Scanprozess und
hinsichtlich des dynamischen Verhaltens des gemes-
senen Signals Uber das Scan-Bildfeld zu Gberprifen,
wobei das gemessene Signal dem empfangenen Flu-
oreszenzlicht entspricht.

[0005] Weiterhin betrifft die Erfindung ein System
zur Evaluierung der Funktion eines konfokalen La-
serscanmikroskops das dazu ausgebildet ist, eine
zweidimensionale quantitative Fluoreszenzmessung
eines Testmaterials durchzufiihren, das auf einer fla-
chen Oberflache eines Substrats verteilt ist.

Hintergrund

[0006] Referenzvorrichtungen zur Evaluierung der
Funktion von Instrumenten zur Durchfihrung opti-
scher Messungen sind beispielsweise in den US-Pa-
tenten 5,581,631 und 4,662,745 beschrieben.

[0007] Das US-Patent 5,581,631 beschreibt eine
Vorrichtung zum Testen der Linearitat des Bildauf-
nahmesystems in einem zytologischen System, bei-
spielsweise einem System, welches ein Transmissi-
onsmikroskop und biologische Mikroskopobijektive
umfasst. Bei dieser Vorrichtung ist in der Objekt-Fo-
kalebene des Bildaufnahmesystems ein Primitivbild
(image primitive) positioniert, welches eine periodi-

sche Struktur aufweist, beispielsweise ein Kalibrati-
onsplattchen wie zum Beispiel eine Glasplatte mit ei-
nem darauf angebrachten Barcode. Es wird ein Bild
des Primitivbildes erzeugt und die Bildinformation
wird verarbeitet, beispielsweise zur Uberpriifung der
Linearitat des Systems, wobei "Linearitat" definiert ist
als die Anderung der Ausgangsspannung des Sys-
tems bezuglich der Intensitat des Licht-Inputs, oder
zur Uberpriifung der Frequenzabhangigkeit des Sys-
tem unter Benutzung einer Modulations-Transfer-
funktion und/oder zur Bestimmung des Sig-
nal-/Rausch-Verhaltnisses flr bestimmte Bereiche
des Frequenzspektrums.

[0008] In dem US-Patent 4,662,745 ist eine Kalibra-
tionsplatte beschrieben, die sowohl hinsichtlich der
Reflektion als auch hinsichtlich der Lumineszenz
eine bekannte Charakteristik aufweist. Sie dient da-
zu, ein Instrument im Einsatz zu testen, welches dazu
geeignet ist, Lichtenergie zu messen, die von einem
Photolumineszenz-Target innerhalb eines engen Fre-
quenzbandes im sichtbaren und nahe-sichtbaren Be-
reich des Spektrums abgestrahlt wird. Die in dem
US-Patent 4,662,745 beschriebene Kalibrationsplat-
te wird hergestellt, indem man auf die Oberflache ei-
nes starren Substrats, beispielsweise einer Stahlplat-
te, eine keramische Beschichtung oder eine Glasbe-
schichtung aufbringt, wobei die Beschichtung ein
photolumineszierendes Material einer seltenen Erde
enthalt. Die keramische Beschichtung wird anschlie-
Rend mit feinem Abrieb sandgestrahit.

[0009] Das Prinzip eines konfokalen Laserscanmik-
roskops zur zweidimensionalen quantitativen Fluo-
reszenzmessung ist in den Eig. 1 und Eig. 2 darge-
stellt. Fig. 1 zeigt den optischen Aufbau eines konfo-
kalen Laserscanmikroskops des Typs "2-D flying
spot", wobei zur Fluoreszenzanregung ein Laser-
strahl 11 verwendet wird. Auf3erdem weist die Anord-
nung einen dichroischen Strahlteiler 12, eine zweidi-
mensionale Scanmaschine 13 zur rdumlichen Strahl-
ablenkung in zwei zueinander orthogonale Richtun-
gen (X-Y) und eine Linse 14 zur Fokusierung des La-
serstrahls in eine Objektebene 15 auf. Durch die An-
regung von fluoreszierenden Molekdlen in der Objek-
tebene 15 wird Fluoreszenzlicht erzeugt, welches
eine langere Wellenlange als der Anregungslaser 11
hat.

[0010] Fluoreszenzlicht, welches von Fluorophoren
in der Objektebene 15 des abgetasteten Gebietes
emitiert wird, wird von einer Linse 14 gesammelt und
dann mittels der Scanmaschine 13 und des dichroi-
schen Strahlteilers 12 als Fluoreszenzlichtstrahl 17,
der mittels einer Linse 18 fokusiert ist, in eine Loch-
blende 19 transmitiert, welche in einer Konjugatebe-
ne 21 vor einem einer Photodetektoreinrichtung 22
angeordnet ist.

[0011] Das Konzept der konfokalen Bilderzeugung,
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welches derzeit dazu verwendet wird, die im allge-
meinen schwachen Fluoreszenzsignale von der Hin-
tergrundstrahlung zu diskriminieren, ist in Fig. 2 dar-
gestellt. Nur optische Strahlung, die aus dem konfo-
kalen Volumen V¢ stammt, das heif3t das Fluores-
zenzsignal, wird von dem Photodetektor 22 detek-
tiert. Vc ist dabei definiert durch die optische Trans-
ferfunktion der Detektionsoptik (OTFem) und durch
die Grofie des Detektor-Blendenlochs 19 in der Kon-
jugatebene 21. Je kleiner das konfokale Volulmen Vc
ist, desto besser ist die Unterdriickung des Hinter-
grundsignals.

[0012] Die GroRe des Scan-Sichtfeldes liegt typi-
scherweise in der GréRRenordnung von 20 x 20 Qua-
dratmillimeter. Das konfokale Volumen liegt im allge-
meinen in der Grélenordnung von Vc =5 x 5 x 50
Kubikmikrometer, wobei Ac = 5 x 5 Quadratmikrome-
ter und zc = 50 Mikrometer ungefahr die SpotgroRRe
beziehungsweise den Rayleigh Bereich des fokusier-
ten Laserstrahls beschreiben. Die PixelgréRe der
Scanmaschine 13 beim Abtasten mittels des Laser-
strahls 11 in dem Sichtfeld betragt typischerweise 1
bis 20 Mikrometer.

[0013] DNA-Bindungsarrays, beispielsweise dieje-
nigen, die in dem US-Patent 5,143,854 dargestellt
sind, bestehen aus einem Glasplattchen, welches ein
chemisches System tragt, wobei das Plattchen in be-
nachbarte Zellen unterteilt ist, die Ublicherweise als
Features bezeichnet werden. Die Features sind
durch spezifische Sonden (probes) charakterisiert.
Spezifische Nukleinsduresequenzen werden durch
die Sonden immobilisiert (gefangen) und mittels ei-
nes Fluoreszenzfarbstoffes markiert. Die Menge der
gefangenen Nukleinsaure an einem bestimmten Fea-
ture wird mittels einer quantitativen Fluoreszenzmes-
sung detektiert (der Fluoreszenzfarbstoff emitiert
Licht, wenn er mit Licht einer vorgegebenen Wellen-
lange angeregt wird), wobei ein sequenzielles pixel-
weises Lesen (scannen) der Features durchgefihrt
wird. Durch die Scanprozedur werden die Features
raumlich Uber-abgetastet (oversampled, d.h. die Zahl
der Pixel ist grofer als die Zahl der Features) um eine
genaue raumliche Bezugnahme innerhalb des Glas-
plattchens zu ermdglichen, wobei eine numerische
Datenanalyse durchgefihrt wird und wobei zur Ver-
besserung der Feature-Signalqualitat eine Mittelwert-
bildung der physikalisch gemessenen Lichtintensita-
ten durchgefiihrt wird. Typische Pixelgréfen liegen in
der GréRRenordnung von 1 bis 20 Mikrometer.

[0014] Bei der konfokalen Lasermikroskopie ist das
Verhaltnis zwischen dem Scan-Bildfeld und dem
Querschnitt Ac des konfokalen Volumens typischer-
weise hoch, d. h. "Scan-Bildfeld"/"Querschnit Ac des
konfokalen Volumens" >> 1. Dies flihrt ohne weiteres
zu einer von der x-y Position abhdngenden optischen
Tranferfunktion OTF (x, y) = OTFex-OTFem, wobei
OTFex und OTFem die optischen Transferfunktionen

der Anregungsoptik beziehungsweise der Emissions-
optik sind. Die Abhangigkeit von der x-y Position re-
sultiert hauptsachlich aus mechanischer Missjustie-
rung sowie aus Imperfektionen der optischen und op-
tomechanischen Komponenten, beispielsweise der
zum Abtasten verwendeten Scanmaschine. Daraus
resultiert eine inhomogene Empfindlichkeit innerhalb
des Scan-Bildfeldes, wie sie in den Fig. 3a, Fig. 3b
und Fig. 3c dargestellt wird. Dies wiederum fihrt zu
fehlerhaften quantitativen Fluoreszenzmessungen.
Beispielsweise zeigt Fig. 4 schematisch das abge-
tastete Bild eines DNA-Bindungsarray, z. B. des in
dem US-Patent 5,143,854 beschriebenen Typs, wo-
bei dieses Array ein Schachbrettmuster hat. Wie
nachfolgend unter Bezugnahme auf Fig. 4 beschrie-
ben wird, hat das gescannte Bild in der rechten obe-
ren Ecke eine geringere Signalstarke, wobei dies ent-
weder auf eine inhomogene Fluorophordichte des
gescannten Objektes oder auf eine inhomogene
Sensitivitat des konfokalen Laserscanmikroskops
Uber das Scan-Bildfeld zurlickzufiihren ist.

[0015] Auf dieser Grundlage besteht ein Bedirfnis
nach einer verlasslichen quantitativen Messung und
Evaluierung der Sensitivitat eines konfokalen Laser-
scanmikroskops des beschriebenen Typs lber des-
sen Scan-Bildfeld.

[0016] Wenn ein geeignetes Referenz-Standardtar-
get verfigbar ware, bestiinde die Méglichkeit, zwi-
schen Beitragen zu der beispielsweise in Eig. 1 dar-
gestellten UngleichmaRigkeit zu differenzieren, wel-
che einerseits durch das Instrument und andererseits
durch das gescannte Objekt (z. B. ein DNA-Bin-
dungsarray des in dem US-Patent 5,143,854 be-
schriebenen Typs) verursacht werden. Es liegen aber
keine Berichte Uber ein Referenz-Targetobjekt vor,
das dazu geeignet ist, die entscheidenden Leistungs-
merkmale eines konfokalen Laserscanmikroskops,
das heit dessen Empfindlichkeit und Detektions-
grenze sowie dessen Verhalten hinsichtlich Gleich-
maRigkeit, rdumlicher Auflésung und Signaldynamik
Uber das Scan-Bildfeld zu charakterisieren.

[0017] Es besteht deshalb ein Bediirfnis nach einem
geeigneten Referenz-Standard-Targetobjekt, das es
ermdglicht, zwischen Beitragen zu differenzieren, die
einerseits von dem Instrument und andererseits von
dem gescannten Objekt herriihren und dem in Fig. 4
beispielhaft dargestellten Typ zuzurechnen sind.

Zusammenfassung der Erfindung

[0018] Auf dieser Grundlage verfolgt die Erfindung
das Ziel, eine Referenzvorrichtung, ein Verfahren
und ein System der oben erlauterten Art zur Verfu-
gung zu stellen, durch die es ermdglicht wird, die
Funktion eines konfokalen Laserscanmikroskopes,
das zur Durchfiihrung zweidimensionaler quantitati-
ver Fluoreszenzmessungen geeignet ist, quantitativ
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zu evaluieren.

[0019] Gemal einem ersten Aspekt der Erfindung
wird dieses Ziel durch eine Referenzvorrichtung, die
die Merkmale des Anspruchs 1 aufweist, erreicht.

[0020] Gemal einem zweiten Aspekt der Erfindung
wird das vorstehend erlauterte Ziel durch ein Verfah-
ren gemalf Anspruch 6 erreicht.

[0021] Gemal einem dritten Aspekt der Erfindung
wird das vorstehend erlauterte Ziel durch ein System
gemal’ Anspruch 10 erreicht.

[0022] Wichtige Vorteile, die mit einer Referenzvor-
richtung, einem Verfahren und einem System gemaf
der Erfindung erreicht werden kénnen, bestehen da-
rin, dass diese eine quantitative und sehr genaue
Evaluierung der Funktion eines konfokalen Lasermik-
roskopes, das zum Scannen von DNA-Bindungsar-
rays der oben erlduterten Art geeignet ist, ermdgli-
chen; und dass diese Evaluierung die Mdglichkeit
bietet, Messergebnisse, die durch Scannen mit ei-
nem solchen Mikroskop gewonnen werden, quantita-
tiv zu evaluieren, also zum Beispiel eine DNA-Bin-
dungsarray einer zu analysierenden Probe. In die-
sem Zusammenhang ist es wichtig, sich zu verdeutli-
chen, dass eine erfindungsgemaf ausgefiuhrte Eva-
luierung die Messung folgender Charakteristika um-
fasst:

a) die quantitative Signaldetektionsempfindlich-

keit,

b) die quantitative Signaldetektionsgrenze,

c) die GleichmaRigkeit des konfokalen Volumens

Uber das Scan-Bildfeld,

d) die raumliche Auflésung des Scanprozesses,

und

e) das dynamische Verhalten des gemessenen

Signals uber das Scan-Bildfeld, wobei das ge-

messene Signal dem empfangenen Fluoreszenz-

licht entspricht.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0023] Nachfolgend werden bevorzugte Ausgestal-
tungen der Erfindung unter Bezugnahme auf die bei-
gefligten Zeichnungen erlautert. Darin zeigen:

[0024] Fig.1 Eine schematische Darstellung des
grundlegenden Aufbaus eines konfokalen Laser-
scanmikroskops zur Durchflhrung einer zweidimen-
sionalen quantitativen Fluoreszenzmessung;

[0025] Fig. 2 eine schematische Darstellung eines
konfokalen Volumens Vc in einer Objektebene;

[0026] Fig. 3a, Fig. 3b Fig. 3c schematische Dar-
stellungen verschiedener Formen einer Nicht-Gleich-
maRigkeit des gescannten konfokalen Volumens
Uber das Scan-Bildfeld;

[0027] Fig. 4 eine schematische Darstellung eines
gescannten Bildes eines DNA-Bindungsarrays;

[0028] Fig. 5a eine Aufsicht auf eine erste Ausfih-
rungsform einer erfindungsgemafen Referenzvor-
richtung;

[0029] Fig. 5b ein Querschnitt durch eine Ebene
A-A der Ausfihrungsform gemaf Fig. 5a;

[0030] Fig. 6 die Form eines representativen elektri-
schen Signals, welches gemessen wird, wenn man
das Fluoreszenzlicht misst, das von den fluoreszie-
renden Zonen ausgesandt wird, die in einer Reihe
des in den Fig. 5a und Fig. 5b dargestellten Arrays
angeordnet sind;

[0031] Fig. 7a eine Aufsicht auf eine zweite Ausfih-
rungsform einer erfindungsgemafen Referenzvor-
richtung;

[0032] Fig. 7b ein Querschnitt der in Fig. 7a darge-
stellten Ausfihrungsform.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0033] Nachfolgend wird die Erfindung anhand be-
vorzugter Ausfuhrungsformen beschrieben. Diese
Ausfuhrungsformen sollen dazu dienen, das Ver-
standnis der Erfindung zu verbessern, sind aber nicht
beschrankend zu verstehen.

[0034] Fig.1 zeigt schematisch den grundsatzli-
chen Aufbau eines konfokalen Laserscanmikroskops
zur zweidimensionalen quantitativen Fluoreszenz-
messung flr den Fall eines zweidimensionalen
Flying Spot. Ein Anregungslaserstrahl 11, der durch
einen dichroischen Strahlteiler 12 transmitiert wird,
macht mittels einer zweiachsigen Scanmaschine 13,
beispielsweise mittels eines Galvo-Scanners, eine
raumliche Abtastbewegung entlang zweier Achsen X
und Y, die senkrecht zueinander verlaufen. Er wird
mittels einer Linse 14 in eine Objektebene 15 foku-
siert, welche parallel zu der X-Y Ebene verlauft, die
durch die Achsen X und Y definiert wird. Die Objekte-
bene 15 verlauft senkrecht zu einer dritten Achse Z,
die sich im rechten Winkel zu der X-Y Ebene er-
streckt.

[0035] Fluorophore innerhalb des konfokalen Volu-
mens Vc in der Objektebene 15 werden von dem fo-
kusierten Laserspot 16 angeregt und das durch die
Anregung erzeugte Fluoreszenzlicht 17 dieser Fluo-
rophore wird gesammelt und mittels einer Linse 18 in
ein Detektor-Blendenloch 19 in der Konjugatebene
21 abgebildet und von dem Photodetektor 22 detek-
tiert.

[0036] Fig. 2 zeigt schematisch ein konfokales Vo-
lumen Vc (wobei Vc = Ac-zc) in der Objektebene 15.
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Idealerweise ist das konfokale Volumen Vc ein zylin-
drisches Volumen, dessen Rotationsachse parallel
zu der Z-Achse verlauft und das einen kreisférmigen
Querschnitt hat. Das konfokale Volumen Vc ist defi-
niert durch die optische Transferfunktion (OTFem)
der Detektionsoptik und die Gré3e und Form der De-
tektor-Lochblende 19 in der Konjugatebene 21. Nur
optische Strahlung, die aus dem konfokalen Volumen
V¢ kommt, wird von dem Photodetektor 22 detektiert.
Das Konzept der konfokalen Abbildung ermdglicht
hohe Untergrund-Unterdriickungsraten zur Detektion
schwacher Signalintensitaten, wie sie Ublicherweise
bei Fluoreszenzmessungen auftreten.

[0037] Die Fig. 3a, Fig. 3b und Fig. 3¢ zeigen sche-
matische Darstellungen in der Y-Z Ebene von
Nicht-GleichmaRigkeiten des gescannten konfokalen
Volumens V¢, mit anderen Worten von Abweichun-
gen der Form des Volumens von der in Fig. 2 darge-
stellten idealen Form. Solche Abweichungen verur-
sachen Inhomogenitaten der Amplitude des Intensi-
tatssignals des Fluoreszenzlichts, das Uber die ge-
scannte Flache gemessen wird.

[0038] Fig. 3a zeigt ein gescanntes konfokales Vo-
lumen 24, das relativ zu einem idealen oder nomina-
len konfokalen Volumen 23 geneigt ist. Fig. 3b zeigt
ein gescanntes konfokales Volumen 25 das keine
konstante Breite hat und das insofern nicht-gleichma-
Rig im Vergleich zu dem nominalen konfokalen Volu-
men 23 ist. Eig. 3¢ zeigt ein gescanntes konfokales
Volumen 26 das eine verbogene Form im Vergleich
zu dem nominalen konfokalen Volumen 23 hat.

[0039] Hauptursache der Nicht-Gleichmafigkeiten
der in den Eiq. 3a, Fig. 3b und Eig. 3¢ dargestellten
konfokalen Volumina sind mechanische. Missjustie-
rung und Imperfektionen optischer und optomechani-
scher Komponenten.

[0040] Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung
eines gescannten Bildes eines DNA-Bindungsarray
31 des in dem US-Patent 5,143,854 beschriebenen
Typs. Das Array 31 hat eine schachbrettformige
Anordunung fluoreszierender Punkte, die dazu aus-
gebildet sind, Fluoreszenzlicht zu emitieren, wenn sie
mit Anregungslicht bestrahlt werden. Fur die Zwecke
der nachfolgenden Erfindung ist es vorteilhaft, zwei
Zonen des Arrays 31 zu unterscheiden: Eine erste
Zone 33, die sich von einer Diagonale 34 in die rechte
obere Ecke des Arrays 31 erstreckt und eine zweite
Zone 35, die sich von der Diagonale 34 in die linke
untere Ecke des Arrays 31 erstreckt. Verursacht ent-
weder durch eine inhomogene Fluorophordichte auf
dem gescannten Objekt oder eine inhomogene Emp-
findlichkeit des konfokalen Laserscanmikroskops
Uber das Scan-Bildfeld zeigt das in Eig. 4 dargestellte
Bild, dass fluoreszierende Punkte 32, die in der Zone
33 des Array 31 lokalisiert sind, Fluoreszenzlicht von
geringerer Intensitat als die fluoreszierenden Punkte

32 in der Zone 35 zeigen. Zweck einer Referenzvor-
richtung, eines Verfahrens und eines Systems ge-
maf der Erfindung ist es, quantitativ zu evaluieren,
inwieweit derartige Variationen der Intensitat des de-
tektierten Fluoreszenzlichtes spezifisch auf eine in-
homogene Empfindlichkeit des konfokalen Laser-
scanmikroskops Uber das Abtast-Bildfeld zurtickzu-
fuhren sind.

[0041] Fig. 5a zeigt eine Aufsicht und Fig. 5b einen
Querschnitt von einer ersten Ausflihrungsform einer
erfindungsgemafien Referenzvorrichtung 41, die
dazu ausgebildet ist, quantitativ die Homogenitat und
Empfindlichkeit eines konfokalen Laserscanmikros-
kops zu charkterisieren, welches zur zweidimensio-
nalen quantitativen Fluoreszenzmessung dient. In
den Fig. 5a und Fig. 5b sind Abmessungen in Milli-
metern angegeben.

[0042] Die in den Fig. 5a und Fig. 5b dargestellte
Referenzvorrichtung 41 besteht aus einer oberen
Glasplatte 42, die mit einem Glassubstrat 43 verbun-
den ist. Das 16 x 16 Quadratmillimeter grof3e Glas-
substrat (Dicke = 1 Millimeter) hat eine geatzte plana-
re Vertiefung 44 (schraffierter Bereich). Die
Glas-Deckplatte 42 (Dicke 0,7 Millimeter) hat zwei
Bohrlécher 45 beziehungsweise 46, die als Ein- be-
ziehungsweise Auslass dienen. In einer anderen
moglichen Ausfuhrungsform kann eine Glas-Deck-
platte 42 ohne Bohrlécher 45 und 46 verwendet wer-
den, die nicht mit dem Glassubstrat 43 verbunden ist.

[0043] Das Glassubstrat 43 kann beispielsweise
identische Abmessungen und vorzugsweise die glei-
chen optischen Eigenschaften haben, wie das Subst-
rat eines DNA-Bindungsarrays 31, wie es vorstehend
unter Bezugnahme auf Fig. 4 beschrieben wurde.

[0044] Die Vertiefung 44 der Referenzvorrichtung ist
mit Fluorophoren geflillt, die in einer vorherbestimm-
ten Konzentration geldst sind, so dass sich eine vor-
herbestimmte raumliche Verteilung von Fluorophoren
auf der abgetasteten Flache ergibt. Da die Fluoro-
phore homogen geldst sind, wird deren radumliche
Verteilung durch die Struktur der Vertiefung 44, nicht
durch die gelosten Fluorophore selbst, bestimmt. In
dem unter Bezugnahme auf die Fig. 5a und Fig. 5b
beschriebenen Beispiel ist die Vertiefung 44 planar
und deshalb ist die raumliche Verteilung der Fluoro-
phore gleichmaRig ber die gesamte Flache der Ver-
tiefung 44.

[0045] Das Deckglas 42 der in in den Fig. 5a und
Fig. 5b dargestellten Referenzvorrichtung 41 hat
identische Dimensionen und optische Eigenschaften
wie das Glassubstrat eines entsprechenden
DNA-Bindungsarrays des Typs, der oben unter Be-
zugnahme auf Eig. 4 beschrieben wurde. Deshalb
kann die Referenzvorrichtung 41 unter den gleichen
optischen Bedingungen durch das konfokale Laser-
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scanmikroskop gescannt werden. Wegen der defi-
nierten Abmessungen der Vertiefung und der kontrol-
lierten Konzentration des Fluorophors, der in einer
vorbestimmten raumlichen Verteilung tber die abge-
tastete Flache vorliegt, ist es mdglich, das Messsig-
nal hinsichtlich, der Empfindlichkeit (Detektionsgren-
ze) und hinsichtlich der Homogenitat Uber das
Scan-Bildfeld zu untersuchen. Wie weiter oben er-
wahnt, wird die raumliche Verteilung des geldsten
Fluorophors durch die Struktur der Vertiefung 44 be-
stimmt, nicht durch die homogen gelésten Fluoropho-
re selbst.

[0046] Ein Vorteil der Verwendung von geldsten Flu-
orophoren besteht darin, dass die Losung unmittel-
bar vor Durchflihrung der Fluoreszenzmessung her-
gestellt werden kann. Deshalb unterliegt die mit einer
flissigen Ldsung von Fluorophoren geflllte Refe-
renzvorrichtung nicht den Einschrankungen eines
moglichen Ausbleicheffektes, der anderweitig auftre-
ten kdénnte, wenn die Referenzvorrichtung fir langere
Zeit gelagert wird. Ein solcher Ausbleicheffekt konnte
zu einer nicht-quantitativen Fluoreszenzfahigkeit der
Referenzvorrichtung tber das Scan-Bildfeld fihren.
Auflerdem kdnnen leicht verschiedene Losungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an geléstem Flu-
orophor hergestellt werden. Dies ermdglicht Fluores-
zenzmessungen mit unterschiedlichen Intensitats-
werten. Insbesondere kann so der Intensitatswert der
Detektionsgrenze bestimmt werden.

[0047] Die Hohe der Vertiefung 44 ist wesentlich
kleiner als die Tiefe des konfokalen Volumens Vc, die
durch den Rayleigh Bereich zc bestimmt wird. Des-
halb ermdglicht die diinne ebene Schicht von Fluoro-
phoren in der Vertiefung 44 eine verlassliche Evaluie-
rung von z. B. mdglichen Verschiebungen des konfo-
kalen Volumens Vc in der Z-Richtung (im rechten
Winkel zu dem Scan-Bildfeld), wenn die Referenz-
vorrichtung 41 Uiber das gesamte Scan-Bildfeld abge-
tastet wird.

[0048] Ein Beispiel zeigt Fig. 6, wobei das Signal-
profil der Reihe 588 aus 1024 des abgetasteten Bil-
des dargestellt ist, bezogen auf die in den Fig. 5a und
Fig. 5b dargestellte Referenzvorrichtung: Die Vertie-
fung 44 der Vorrichtung hat eine konstante Dicke
Uber ihre gesamte Ausdehnung und ist mit einer L6-
sung von 200 mg/ml Fluorescein-TRIS-Lésung (Flu-
orescein in einer wassrigen Losung von 0,1 molarem
TRIS-Puffer pH 8,3). Das Bild kann hinsichtlich der
Empfindlichkeit und der GleichmaRigkeit des konfo-
kalen Laserscanmikroskops analysiert werden, wie
dies in Fig. 6 fur das Linienprofil der Reihe 588 aus
1024 dargestellt ist (Bildfeld = 10 x 10 Quadratmilli-
meter, PixelgréRe = 10 Mikrometer, Auflésung des
Scans 1024x1024 Pixel, Abtastzeit 126 Sekunden,
Detektionsempfindlichkeit des benutzten Transimpe-
danz-Verstarkers 10 pamp/Volt, Grenzfrequenz oder
6 dB-Frequenz des mit dem Transimpedanz-Verstar-

ker verwendeten Tiefpassfilters 30 kHz, Integrations-
intervall [tdwell]-Dauer 40 Mikrosekunden). Aus
Fig. 6 kann man entnehmen, dass das resultierende
Linienprofil von etwas Rauschsignal tberlagert ist.
Die Signalintensitat ist in Fig. 6 in willkirlichen Ein-
heiten dargestellt.

[0049] Die Abweichung der Signalintensitat jedes
Pixels von einem vorherbestimmten Wert, die bei-
spielsweise als durchschnittliche Signalintensitat
Uber das gesamte abgetastete Bild angegeben wer-
den kann, bildet einen quantitativen Parameter der
Funktionsqualitat eines konfokalen Laserscanmikro-
skops.

[0050] Eine weitere Anwendungsmdglichkeit wird
dadurch gebildet, dass der Pegel der Signalintensitat
kalibriert werden kann. Die Anzahl der Fluorophore
pro Flacheneinheit kann aus der Konzentration der
geldsten Fluorophore bestimmt werden. Deswegen
ist die gemessene Signalintensitat und die gemesse-
ne Empfindlichkeit auf quantitative Weise bezogen
auf die Zahl der Fluorophore pro Flacheneinheit.

[0051] Eine zweite Ausflhrungsform einer erfin-
dungsgemalen Referenzvorrichtung zur quantitati-
ven Evaluierung der GleichmaRigkeit und rdumlichen
Auflésung eines konfokalen Laserscanmikroskops ist
in Eig. 7a in Aufsicht und in Eig. 7b im Querschnitt
dargestellt.

[0052] In Eig. 7a sind einige Abmessungen in Mi-
krometern angegeben. In Fig. 7b sind einige Abmes-
sungen in Millimetern angegeben.

[0053] Die in den Fig. 7a und Fig. 7b dargestellte
Referenzvorrichtung 51 besteht aus einer
Glas-Deckplatte 52 auf einem Glassubstrat 51 und
hat eine Flache von 16 x 16 Quadratmillimeter. Die
obere Oberflache des Glassubstrats 53 (Dicke = 1
Millimeter) hat eine geéatzte mikrostrukturierte Vertie-
fung von 5 pym, die einen Hohlraum 54 mit einer unte-
ren inneren Oberflache bildet. Der Hohlraum 54 ist
gleichmaflig mit einem Fluorophor gefullt, welcher
eine vorherbestimmte Konzentration hat, sodass
eine vorherbestimmte raumliche Verteilung fluores-
zierender Zonen Uber die Flache des Hohlraumes 54
resultiert. Diese raumliche Verteilung ist nicht von
den geldsten Fluorophoren selbst bestimmt, sondern
von der Struktur des Hohlraumes 54. Der Hohlraum
54 ist von der Glas-Deckplatte 52 abgedeckt, die eine
untere aullere Oberflache hat. Der Raum, der von
der unteren aulBeren Oberflache der Platte 52 und
der unteren inneren Oberflache der Vertiefung 54 ge-
bildet wird, hat eine Dicke D, welche gemal einer
vorherbestimmten Funktion der Form D = f (x, y) Uber
die gesamte Flache der Depression 54 variiert. Der
vorstehend genannte Raum ist mindestens teilweise
mit gelésten Fluorophoren gefillt.
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[0054] Das Glassubstrat 53 hat beispielsweise iden-
tische Dimensionen und vorzugsweise die gleichen
optischen Eigenschaften wie das Substrat des oben
unter Bezugnahme auf Fig.4 beschriebenen
DNA-Bindungsarrays 31.

[0055] Das Deckglas 52 der Referenzvorrichtung 51
hat identische optische Eigenschaften wie ein Glas-
substrat eines gegebenen DNA-Bindungsarrays 31
derart, wie sie oben unter Bezugnahme auf Fig. 4 be-
schrieben wurde. Deshalb kann die Referenzvorrich-
tung 51 mittels eines konfokalen Laserabtastmikros-
kops unter den gleichen optischen Bedingungen ab-
getastet werden.

[0056] Der mikrostrukturierte Hohlraum 54 weist un-
terschiedliche Muster von fluoreszierenden Zonen
auf. In Fig. 7 ist jede nicht-fluoreszierende Zone als
abschattierte Oberflache dargestellt.

[0057] Ein erstes Muster fluoreszierender Zonen
weist nur zwei nicht-fluoreszierende Zonen auf, die
jeweils in Fig. 7 als abgeschattete Quadrate darge-
stellt sind. In Fig. 7a sind fluoreszierende Zonen mit
diesem ersten Muster in jeder der vier Eckzonen 55,
56, 57, 58 der Referenzvorrichtung 51 lokalisiert. Die
Messsignale, die der Intensitat des Fluoreszenzlichts
entsprechen, welches aus diesen Eckzonen emitiert
wird, werden ausgewertet, um den Grad der Gleich-
mafigkeit Uber das Scan-Bildfeld des mit einem kon-
fokalen Laserscanmikroskops durchgefiihrten Scans
zu ermitteln. Die Zonen 61 und 62, die an mehreren
Reihen der Referenzvorrichtung 51 lokalisiert sind,
haben ein zweites Muster raumlicher Verteilung fluo-
reszierender Features. Die Messsignale, welche Flu-
oreszenzlicht entsprechen, das aus den Zonen 61
und 62 emitiert wurde, werden ausgewertet, um die
Auflésung des mit dem Laserscanmikroskop durch-
geflhrten Scans zu ermitteln. Dartiberhinaus kann,
da die Abmessungen der Zonen 61 und 62 bekannt
sind, die Prazision der Scanschritte, die mit der Scan-
maschine durchgefihrt werden, ermittelt werden.
Wie in Eiqg. 7a dargestellt ist, sind die Zonen 61 und
62 derartig unterteilt, dass der Hohlraum ein einziges
verbundenes Reservoir bildet, das mit den gelésten
Fluorophoren gefiillt ist.

[0058] Die Zonen 63, 64, welche als Gruppen von
Balken mit verschiedenen Neigungswinkeln erschei-
nen, bilden ein drittes Muster fluoreszierender Fea-
tures, das auf der Referenzvorrichtung 51 zur Verfu-
gung steht. Die Messsignale, die dem fluoreszieren-
den Licht entsprechen, das aus einer Zone, wie der
Zone 63, emitiert wird, wird ausgewertet, um das dy-
namische Signalverhalten zu ermitteln, das wahrend
eines mit dem konfokalen Laserscanmikroskop
durchgefiihrten Scans zu beobachten ist.

[0059] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
Referenzvorrichtungen, wie sie vorstehend beschrie-

ben wurden und in den Fig. 5a und Fig. 5b bzw.
Fig. 7a und Fig. 7b dargestellt sind. Diese Referenz-
vorrichtungen werden zur quantitativen Evaluierung
eines konfokalen Laserscanmikroskops verwendet,
das fir die quantitative Fluoreszenzmessung be-
stimmt ist. Typische Charakteristika, die mit einer Re-
ferenzvorrichtung geman der Erfindung beziehungs-
weise einem entsprechenden Verfahren bestimmt
werden, sind:

a) die quantitative Signaldetektionsempfindlich-

keit,

b) die quantitative Signaldetektionsgrenze,

c) die GleichmaRigkeit des konfokalen Volumens

Uber das Scan-Bildfeld,

d) die raumliche Auflésung des Scanprozesses,

und

e) das dynamische Verhalten des gemessenen

Signals uber das Scan-Bildfeld, wobei das ge-

messene Signal dem empfangenen Fluoreszenz-

licht entspricht.

[0060] Die beschriebene Verwendung der Erfindung
zur Evaluierung der Funktion eines konfokalen La-
serscanmikroskops umfasst im Wesentlichen

das Abtasten einer Referenzvorrichtung gemaR der
Erfindung mit einem Mikroskop, das evaluiert werden
soll, um dadurch einen ersten Satz von Messwerten
zu erhalten,

die Verarbeitung des ersten Satzes von Messwerten,
um Korrekturfaktoren zu erhalten,

das Speichern der Korrekturfaktoren

das Abtasten einer Probe, beispielsweise eines
DNA-Bindungsarrays mit dem evaluierten Mikroskop,
um einen zweiten Satz von Messwerten zu erhalten,
und

die Korrektur des zweiten Satzes von Messwerten
bezlglich der Korrekturfaktoren, um einen dritten
Satz von Werten zu erhalten, die frei sind von auf die
Funktion des Scanners zuritickzufihrenden Abwei-
chungen und die deshalb genauer den Charakteristi-
ka der jeweils untersuchten Probe entsprechen.

[0061] Obwohl vorausgehend bevorzugte Ausfih-
rungsformen der Erfindung unter Verwendung spezi-
fischer Begriffe beschrieben wurden, dient diese Be-
schreibung nur zur Erlduterung und ist dahingehend
zu verstehen, dass Anderungen und Variationen vor-
genommen werden kdnnen, ohne den Schutzbereich
der Anspriiche des Patentes zu verlassen.

Bezugszeichenliste

11 Anregungslaserstrahl

12 Dichroischer Strahlteiler

13 Zweiachsige Scanmaschine
14 Linse

15  Objektebene

16 Fokusierter Laserpunkt

17 Fluoreszenzlicht

18 Linse
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19 Detektor-Blendenloch

21 Konjugatebene

22 Photodetektor

23  Nominales konfokales Volumen (Querschnitt
in der Ebene z-y)

24  Gescanntes konfokales Volumen (Querschnitt
in der Ebene z-y)

25  Gescanntes konfokales Volumen (Querschnitt
in der Ebene z-y)

26 Gescanntes konfokales Volumen (Querschnitt
in der Ebene z-y)

31 DNA-Bindungsarray (in der Objektebene loka-
lisiert)

32 Fluoreszenzpunkt oder Fluoreszenz-Feature

33 Zone

34 Diagonale

35 Zone
41 erste Ausfuhrungsform einer Referenzvorrich-
tung

42 Deckplatte
43 untere Platte
44 Hohlraum

45 Loch

46 Loch

51 zweite Ausfihrungsform einer Referenzvor-
richtung

52 Deckplatte

53 untere Platte

54 Hohlraum

55 Zone mit einem ersten Muster fluoreszieren-
der Features

56 Zone mit einem ersten Muster fluoreszieren-
der Features

57 Zone mit einem ersten Muster fluoreszieren-
der Features

58 Zone mit einem ersten Muster fluoreszieren-
der Features

61 Zone mit einem zweiten Muster fluoreszieren-
der Features

62 Zone mit einem zweiten Muster fluoreszieren-
der Features

63 Zone mit einem dritten Muster fluoreszieren-
der Features

64 Zone mit einem dritten Muster fluoreszieren-
der Features

Patentanspriiche

1. Referenzvorrichtung zur Evaluierung der
Funktion eines konfokalen Laserscanmikroskops,
gekennzeichnet durch die folgenden Bestandteile:

a) ein Substrat (43, 53), und

b) ein Referenz-Fluoreszenzmaterial, das Uber die
Flache des Substrats (43, 53) verteilt ist, wobei das
Referenz-Fluoreszenzmaterial in vorbestimmter Wei-
se Uber die Oberflache verteilt ist und das Refe-
renz-Fluoreszenzmaterial in einer Flissigkeit in einer
vorbestimmten Konzentration geldst ist.

2. Referenzvorrichtung nach Anspruch 1, bei wel-

cher das Referenz-Fluoreszenzmaterial Uber die
Oberfache des Substrats eine konstante Dicke hat.

3. Referenzvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2,
bei welcher das Referenz-Fluoreszenzmaterial eine
Dicke hat, die geringer ist als die Tiefe (zc) des kon-
fokalen Volumens (Vc) des konfokalen Laserscan-
mikroskops.

4. Referenzvorrichtung nach Anspruch 1, bei wel-
cher das Referenzfluoreszenzmaterial (iber die Ober-
flache des Substrats gleichmaRig verteilt ist und das
Referenz-Fluoreszenzmaterial eine vorbestimmte
Konzentration hat.

5. Referenzvorrichtung nach Anspruch 1, bei wel-
cher eine obere Oberflache (43, 53) des Substrats
eine Vertiefung (54) aufweist, wobei die Vertiefung
(54) eine konstante Tiefe hat und sich Uber einen er-
heblichen Teil der oberen Oberflache erstreckt und
wobei die Vertiefung (54) aullerdem eine innere
Oberflache an einem Boden der Vertiefung (54) hat,
wobei die Referenzvorrichtung auflerdem aufweist
eine Deckplatte (42, 52), welche optisch transparent
ist und die Vertiefung des Substrats abdeckt, wobei
die Deckplatte auRerdem eine untere aultere Ober-
flache aufweist und so angeordnet ist, dass zwischen
der unteren dufleren Oberflache der Deckplatte und
der inneren Oberflache der Vertiefung ein Raum vor-
handen ist, der auf der gesamten Flache der Vertie-
fung (54) eine konstante Tiefe hat;
eine oder mehrere Zonen in dem Raum, die vollstan-
dig mit dem Referenz-Fluoreszenzmaterial gefillt
sind, wobei sich dieses Uber die gesamte Tiefe jeder
Zone erstreckt.

6. Verfahren zur Evaluierung der Funktion eines
konfokalen Laserscanmikroskops des Typs, welcher
zur Durchflihrung von zweidimensionalen quantitati-
ven Fluoreszenzmessungen eines Untersuchungs-
materials verwendet wird, das auf einer flachen Ober-
flache eines ersten Substrats (31) verteilt ist,
dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren folgen-
des umfasst:

Durchfuihrung einer zweidimensionalen quantitativen
Fluoreszenzmessung einer Referenzvorrichtung mit-
tels des Mikroskops, um Messwerte fir einen oder
mehrere quantitative Parameter zu erhalten, wobei
die Referenzvorrichtung folgendes aufweist:

a) ein Substrat (43, 53), und

b) ein Referenz-Fluoreszenzmaterial, das Uber die
Flache des Substrats (43, 53) verteilt ist, wobei das
Referenz-Fluoreszenzmaterial in vorbestimmter Wei-
se Uber die Oberflache verteilt ist und das Refe-
renz-Fluoreszenzmaterial in einer Fliissigkeit in einer
vorbestimmten Konzentration gelost ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, welches weiterhin
eine Verarbeitung der Messwerte und vorbestimmter
Werte erfasst, um einen quantitativen Parameter
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Uber die Funktion des Mikroskops zu bestimmen.

8. Verfahren nach Anspruch 6, bei welchem Re-
ferenzvorrichtung nach Anspruch 1, bei welcher eine
obere Oberflache (43, 53) des Substrats eine Vertie-
fung (54) aufweist, wobei die Vertiefung (54) eine
konstante Tiefe hat und sich Uber einen erheblichen
Teil der oberen Oberflache erstreckt und wobei die
Vertiefung (54) auBerdem eine innere Oberflache an
einem Boden der Vertiefung (54) hat,
wobei die Referenzvorrichtung auferdem aufweist
eine Deckplatte (42, 52), welche optisch transparent
ist und die Vertiefung des Substrats abdeckt, wobei
die Deckplatte auRerdem eine untere auliere Ober-
flache aufweist und so angeordnet ist, dass zwischen
der unteren duf3eren Oberflache der Deckplatte und
der inneren Oberflache der Vertiefung ein Raum vor-
handen ist, der auf der gesamten Flache der Vertie-
fung (54) eine konstante Tiefe hat;
eine oder mehrere Zonen in dem Raum, die vollstan-
dig mit dem Referenz-Fluoreszenzmaterial gefullt
sind, wobei sich dieses Uber die gesamte Tiefe jeder
Zone erstreckt.

9. Verfahren nach Anspruch 6, bei welchem die
zweidimensionale quantitative Fluoreszenzmessung
dazu geeignet ist, in Verbindung mit einem DNA-Bin-
dungsarray verwendet zu werden.

10. System zur Evaluierung der Funktion eines
konfokalen Laserscanmikroskops, gekennzeichnet
durch folgende Komponenten:
ein konfokales Laserscanmikroskop und
eine Referenzvorrichtung nach Anspruch 1

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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