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Verfahren und Beleuchtungsanordnung zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem Lichtblatt.

®

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Beleuchten
einer Probenschicht mit einem Lichtblatt, das sich
entlang einer Lichtblattebene ausbreitet, bei der SPIM-
Mikroskopie, sowie ein Verfahren zum Untersuchen
einer Probe, bei dem eine Probenschicht einer Probe
unter Anwendung eines solchen Verfahrens beleuchtet
wird. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass
das Lichtblatt mittels eines Winkelspiegels mit
wenigstens einer ersten und einer zweiten
Spiegelfliche umgelenkt wird, wobei die erste
Spiegelflache einen ersten Teil des Lichtblattes
reflektiert und die zweite Spiegelfliche einen zweiten
Teil des Lichtblattes reflektiert und wobei der erste Teil
des Lichtblattes und der zweite Teil des Lichtblattes
nach der Umlenkung raumlich tiberlagern
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Beschreibung

Titel: Verfahren und Beleuchtungsanordnung zum Beleuchten einer Probenschicht
mit einem Lichtblatt

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem
Lichtblatt, das sich entlang einer Lichtblattebene ausbreitet, bei der SPIM-
Mikroskopie, sowie ein Verfahren zum Untersuchen einer Probe, bei dem eine
Probenschicht einer Probe unter Anwendung eines solchen Verfahrens beleuchtet

wird.

Die Erfindung betrifft auBerdem eine Beleuchtungsanordnung fUr ein SPIM-Mikroskop,
die eine ein Lichtblatt erzeugende Lichtblatterzeugungsvorrichtung aufweist, sowie

ein Mikroskop mit einer solchen Beleuchtungsanordnung.

Die SPIM-Technik (Single Plane lllumination Microscopy), bei der eine schichtweise
Beleuchtung der Probe erfolgt, erlaubt eine schnellere und probenschonendere
Erfassung von Bilddaten, als beispielsweise bei einer punktweisen Abtastung einer
Probe. Ein bekanntes Einsatzgebiet der SPIM-Technologie ist der Bereich der
Fluoreszenz-Mikroskopie, bei der Fluorophore in der Probe mit Laserlicht angeregt
werden. Bei der bekannten SPIM-Technologie findet hierbei eine Anregung in einer
von einem Beleuchtungs-Lichtblatt (auch ,Lichtstreifen” genannt) beleuchteten
Probenschicht statt. Zum Erzeugen einer SPIM-Abbildung wird die Probe mit dem
Lichtblatt durchleuchtet, wdhrend die Beobachtung der so beleuchteten
Probenschicht in senkrechter Richtung durch Detektion des Fluoreszenz- und/oder
Streulichtes erfolgt. Aus den sukzessive gewonnenen Abbildungen unterschiedlicher
Probenschichten, insbesondere aus einem Stapel von Abbildungen zueinander
paralleler Probenschichten, kann eine dreidimensionale Darstellung der Probe

erzeugt werden.

Ein nach dem SPIM-Verfahren arbeitendes Mikroskop ist in DE 102 57 423 Al
beschrieben. Bei diesem Mikroskop wird eine Probe mit einem dinnen Lichtstreifen
beleuchtet, wahrend die Beobachtung senkrecht zu der Ebene des beleuchtenden
Lichtstreifens erfolgt. Die Beleuchtung und die Detektion erfolgen Uber zwei separate
optische Strahlengénge mit jeweils separater Optik, insbesondere mit zwei

separaten, zueinander senkrechten Objektiven. Der Lichtstreifen wird von einem
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Beleuchtungsobjektiv und einer ihm vorgeschalteten Zylinderoptik erzeugt. Fir die
Bildaufnahme wird die Probe durch den beziglich des Detektors feststehenden
Lichtstreifen bewegt, um schichtweise Fluoreszenz- und/oder Streulicht mit einem
flachigen Detektor aufzunehmen. Die so gewonnenen Schichtbilddaten lassen sich

anschlieBend zu einem 3D-Datensatz zusammensetzen.

Aus DE 10 2004 034 957 Al ist eine Anordnung zur mikroskopischen Beobachtung
einer Probe Uber ein Mikroskopobijektiv bekannt, in dessen Geh&use auBerhalb der
Linsenoptik zusatzliche LichtfGhrungen fUr das Beleuchtungslicht vorgesehen sind. Das
Beleuchtungslicht verlGuft dabei zun&chst parallel zur optischen Achse des Objektivs
innerhalb der LichtfGhrungen und trifft danach auf einen am Objektivgehause
angebrachten, ringférmigen  Reflektor mit  geringer Apertur, die das
Beleuchtungslicht mit Hilfe zusatzlicher Abbildungselemente senkrecht zur optischen
Achse des Mikroskopobjektivs und damit senkrecht zur Beobachtungsrichtung in die
Probe fokussieren. Auch hier erfolgt die Beleuchtung der Probe fldchenartig nach
dem SPIM-Prinzip. Bei diesem Mikroskop ist insbesondere problematisch, die Probe

jeweils rdumlich innerhalb des ringférmigen Reflektors positionieren zu mUssen.

Auch aus DE 20 2011 110 077 U1 ist eine Anordnung zum Beleuchten einer Probe bei
der SPIM-Mikroskopie bekannt. Die Anordnung beinhaltet eine Lichtquelle zum
Erzeugen eines LichtbUndels, Mittel zum Erzeugen eines Lichtstreifens aus dem
LichtbUndel, und wenigstens ein Objektiv, das eine Optik aufweist, die dazu
ausgebildet und bestimmt ist, von der Probe ausgehendes Detektionslicht direkt oder
indirekt einem Detektor zuzufUhren. AuBerdem beinhaltet die Anordnung eine der
Optik des Objektivs nachgeschaltete Umlenkeinrichtung zum Umlenken des

Lichtstreifens.

Aus DE 10 2012 109 577 A1 ist eine Anordnung zur Verwendung bei der Beleuchtung
einer Probe bei der SPIM-Mikroskopie bekannt. Die Anordnung weist ein
Beleuchtungsobjektiv auf, das einen Lichtstreifen oder einen Quasi-Lichtstreifen
empfangt und fokussiert. Die Anordnung zeichnet sich dadurch aus, dass ein
Umlenkmittel vorhanden ist, das den Lichtstreifen oder den Quasi-Lichtstreifen
nachdem er das Beleuchtungsobjektiv durchlaufen hat derart umlenkt, dass er sich
unter einem von Null Grad verschiedenen Winkel, insbesondere unter einem rechten
Winkel, zur optischen Achse des Beleuchtungsobjektivs ausbreitet, wobei das

Beleuchtungsobjektiv und die Umlenkvorrichtung relativ zueinander beweglich
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angeordnet sind.

In der wissenschaftlichen Verdffentlichung: F. O. Fahrbach, A. Rohrbach, , A line
scanned light-sheet microscope with phase shaped self-reconstructing beams®”,
Optics Express, Bd. 18, Nr. 23, Nov. 2010, S. 24229-24244, ist ein SPIM-Mikroskop
beschrieben, bei dem die Probe mit einem selbstheilenden
BeleuchtungslichtstrahlenbUndel beleuchtet wird. Im diesem Artikel ist erw&hnt, dass
zum Erzeugen solcher BeleuchtungslichtstrahlenbUndel ein Axicon verwendet
werden kann, was jedoch als nachteilig herausgestellt wird. Tatséchlich ist die
Verwendung eines Axicons in der Praxis nachteiliger Weise mit hohem Platzbedarf
und hohem Justageaufwand verbunden. Statt der Verwendung eines Axicons wird in
der o.g. wissenschaftichen Veréffentlichung eine holographische Erzeugung unter
Verwendung eines rdumlichen Lichtmodulators (Spatial  Light Modulator)
vorgeschlagen. Eine solche Anordnung ist jedoch nachteiliger Weise apparativ

AuBerst aufwendig, teuer in der Herstellung und stérungsanfallig.

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren fUr die SPIM-
Mikroskopie zum verbesserten Beleuchten einer Probenschicht anzugeben, das

einfach und wenig aufwandig ausfUhrbar ist.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren geldst, das dadurch gekennzeichnet ist, dass
ein LichtbUndel oder Lichtblatt mittels eines Winkelspiegels mit wenigstens einer
ersten und einer zweiten Spiegelfldéche umgelenkt wird, wobei die erste
Spiegelfladche einen ersten Teil des LichtbUndels/Lichtblattes reflektiert und die zweite
Spiegelflache einen zweiten Teil des LichtbUndels/Lichtblattes reflektiert und wobei
der erste Teill des LichtbUndels/Lichtblattes und der zweite Teil des
LichtbUndels/Lichtblattes nach der Umlenkung r&dumlich Uberlagern und dadurch bei
Einsatz von kohdrentem Licht ein Strahlenbindel mit Interferenzmuster entsteht,
dessen ein oder mehrere Maxima als Lichtblatter verwendet werden kdnnen. Dieser
Ansatz kann also benutzt werden, um aus einem LichtbUndel ein Lichtblatt zu
generieren oder auch um ein bereits vor dem Winkelspiegel mittels einer
Lichtblatterzeugungsvorrichtung (die beispielsweise eine Zylinderoptik oder eine
Strahlablenkreinrichtung zum Erzeugen des Lichtblattes beinhaltet) erzeugtes

Lichtblatt zu optimieren und/oder zu formen.

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden @ Erfindung, eine
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Beleuchtungsanordnung fur eine verbesserte Beleuchtung bei der SPIM-Mikroskopie

anzugeben, die einfach herstellbar und wenig stérungsanfallig ist.

Diese Aufgabe wird durch eine Beleuchtungsanordnung geldst, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass sie einen Winkelspiegel mit wenigstens einer ersten und einer
zweiten Spiegelflache beinhaltet, der das LichbUndel/Lichtblatt umlenkt, wobei die
erste Spiegelflédche einen ersten Teil des LichtbUndels/Lichtblattes reflektiert und die
zweite Spiegelfldche einen zweiten Teil des LichtbUndels/Lichtblattes reflektiert und
wobei der erste Teil des LichtbUndels/Lichtblattes und der zweite Teil des
LichtbUndels/Lichtblattes nach der Umlenkung réumlich Uberlagern und dadurch bei
Einsatz von kohdrentem Licht ein Strahlenblindel mit Interferenzmuster entsteht,
dessen Maxima als Lichtblatter verwendet werden kdnnen. Im Falle der Verwendung
eines Lichtblattes zur Bestrahlung des Winkelspiegels ist die dazugehérige

Lichtblatterzeugungsvorrichtung dem Winkelspiegel vorgeschaltet.

Das entstehende Strahlenblndel mit Interferenzmuster entspricht einem Bessel-
dhnlichen StrahlenbUndel (also ein einem Bessel-Strahl dhnlichen StrahlenbUndel)
und ist insbesondere auch auf Grund seiner selbstheilenden Eigenschaften vorteilhaft
bei der Beleuchtung einer mikroskopischen Probe in der SPIM-Mikroskopie einsetzbar.
Es handelt sich hierbei nicht um einen Bessel-Strahl oder einen Bessel-GauB-Strahl, wie
er mittels eines Axicons erzeugt wird, da das StrahlenbUndel nicht
rotationssymmetrisch ausgebildet ist. Stattdessen besitzt es nur eine zweidimensionale

Symmetrieauspragung.

In erfindungsgemdaBer Weise wurde folglich erkannt, dass mit Hife eines
Winkelspiegels unterschiedliche Anteile eines LichtbUndels oder Lichtblattes auf
einfache Weise so zur Uberlagerung gebracht werden kénnen, dass auf Grund der
Bessel-dhnlichen Eigenschaften des resultierenden StrahlenbUndels eine héhere
Homogenitat der Ausleuchtung der Probenschicht und eine hdhere Eindringtiefe in
die Probe erreicht werden kann. Letztlich resultiert daraus eine bessere Auflésung
und verbessertes Ergebnis in Bezug auf die Abbildung bzw. Bilddatengewinnung
bezuglich der zu untersuchenden Probenschicht. Dies, wie weiter unten noch im
Detail erldutert ist, unabhdngig davon, ob das Lichtblatt mittels einer Zylinderoptik
oder mittels einer Strahlablenkeinrichtung durch schnelles Hin-und-her-wedeln

geformt wurde.
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Die Erfindung hat darUber hinaus den weiteren Vorteil, dass keine Aufbauten

erforderlich sind, die viel Bauraum beanspruchen. Vielmehr kann die

erfindungsgemdaBe Beleuchtungsanordnung sehr platzsparend ausgefUhrt werden.

Sie kann daher in vorteilhafter Weise einfach und unkompliziert in unterschiedliche

Mikroskopsysteme integriert werden.

Unter einem Lichtblatt wird im Sinne dieser Anmeldung ein StrahlenbUndel
verstanden, das im Querschnitt eine Héhe aufweist, die sehr viel kleiner ist, als seine
Breite. Im Folgenden wird darauf Bezug genommen, dass sich das Lichtblatt entlang
einer Lichtblattebene ausbreitet. Mit dem Begriff ,Lichtblattebene" ist die
Symmetrieebene des Lichtblattes, die einerseits durch die Ausbreitungsrichtung und
andererseits durch die Richtung der Breitenerstreckung des Lichtblattes definiert ist,
gemeint. Bei einem Quasi-Lichtblatt wird ein beispielsweise von einem Laser
erzeugtes primdres LichtbUndel in dieser Lichtblattebene schnell hin und her

gewedelt, was weiter unten noch im Detail erlGutert ist.

Der Bereich des Interferenzmusters (Interferenzbereich) ist der  fUr
Probenuntersuchungen vorzugsweise nutzbare Bereich (Nutzbereich). Verschiedene
Platzierungen der Probe lassen hierbei verschiedene Messvarianten zu, da
typischerweise die Anzahl der Maxima des Interferenzmusters abhangig ist von der
Position entlang des LichtbUndels bzw. der Lichtblattebene. Je nach gewollter
Untersuchungsart kann eine Probe an verschiedenen Positionen entlang des
Interferenzbereiches platziert werden, so dass sie durch die gewollte Anzahl
Interferenzmaxima beleuchtet wird. Die Ebenen, die den Interferenzmaxima
entsprechen, kénnen durch eine geeignete Optik separat scharf auf einen Detektor
abgebildet werden (bspw. durch ein geeignetes Linsenarray oder eine geeignete
Linsenanordnung). Dies erméglicht ein zeitgleiches Erfassen unterschiedlicher Ebenen

der Probe.

Bei einer besonderen AusfUhrung, die insbesondere auch die Erzeugung eines Bessel-
ahnlichen StrahlenbUndels ermdglicht, ist die BerGhrungslinie der ersten und der
zweiten Spiegelflache des Winkelspiegels in der Lichtblattebene angeordnet. Auf
diese Weise ist gewdhrleistet, dass die Lichtanteile des Lichtblattes, die nach der
Reflexion zur Uberlagerung gebracht werden, gleich groB sind. Alternativ oder
zusatzlich kann auch vorgesehen sein, dass der auf die erste Spiegelflache treffende

Teil des Lichtblattes und der auf die zweite Spiegelfldche treffende Teil des
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Lichtblattes unmitteloar vor dem Auftreffen auf den Winkelspiegel auf

unterschiedlichen Seiten der Lichtblattebene verlaufen.

Bei einer besonderen AusfUhrung wird das LichtbUndel oder Lichtblatt durch ein
Beleuchtungsobjektiv gelenkt, bevor es auf den Winkelspiegel trifft. Bei einer solchen
AusfOhrung kann der Winkelspiegel vorteilhaft nicht nur dazu dienen, Teilen des
LichtbUndels/Lichtblattes besondere Eigenschaften zu verleihen, sondern auch dazu,
das LichtbOndel/Lichtblatt nach dem Durchlaufen des Beleuchtungsobjektivs derart
umzulenken, dass es unter einem von Null Grad verschiedenen Winkel zur optischen
Achse eines Detektionsobjektivs, insbesondere senkrecht zur optischen Achse eines
Detektionsobjektivs verlauft, wobei die optische Achse des Detektionsobjektivs
koaxial oder wenigstens parallel zu der des Beleuchtungsobjektivs angeordnet sein
kann. Dies ermdglicht in sehr vorteilhafter Weise einen sehr kompakten Aufbau und
insbesondere auch einen Aufbau, der dem klassischen Aufbau eines Mikroskops, bei
dem ein Beleuchtungsobjektiv {Kondensor) und ein Detektionsobjektiv einander
gegenUberliegend angeordnet sind, entspricht. Daraus resultiert der weitere Vorteil,
dass zum Aufbau entsprechender SPIM-Mikroskope bereits fir andere Mikroskope
entwickelte Bauteile, insbesondere Mikroskopstative, verwendet werden kdnnen
oder dass bereits existierende Mikroskop einfach um- oder nachgeristet werden

kénnen.

Eine Ausrichtung der Lichtblattebene senkrecht zur opfischen Achse des
Detektionsobjektivs hat auBerdem den besonderen Vorteil, dass die Probenschicht
derart beleuchtet ist, dass die Lichtwege des Detektionslichts bis zum Austritt aus der

Probe, zumindest weitgehend, gleich sind.

Der Winkelspiegel kann beispielsweise an dem Beleuchtungsobjektiv oder an dem
Detektionsobjektiv, insbesondere gefUhrt beweglich, befestigt sein. Ein solcher
Aufbau ist besonders kompakt und robust und kommt weitestgehend ohne
zusatzliches Stativmaterial aus.

Das Lichtblatt kann beispielsweise mit Hilfe einer Zylinderoptik, die insbesondere eine
Zylinderlinse oder einen Zylinderspiegel beinhalten kann, aus einem prim&ren

LichtbUndel, insbesondere einem Laser-LichtbUndel, geformt werden.

Alternativ kann jedoch auch ein Quasi-Lichtblatt durch Hin-und-Her-Wedeln eines,
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7
insbesondere im Querschnitt kreisrunden, LichtbUndels in der Lichtblattebene erzeugt
werden, wobei auch andere Formen fir den Querschnitt méglich sind wie
beispielsweise elliptische oder auch rechteckige Querschnitte. Beispielsweise kann
vorgesehen sein, dass zundchst, beispielsweise mit einer Laserlichtquelle, ein im
Querschnitt rundes LichtbUndel erzeugt wird, das eine hinsichtlich des Ablenkwinkels
einstellbare  Strahlablenkeinrichtung, die insbesondere der Scanner eines
Scanmikroskops sein kann, derart schnell hin- und herwedelt, dass im Ergebnis ein
Quasi-Lichtblatt gebildet ist. (Der Scanner ist Teil der
Lichtblatterzeugungsvorrichtung.) Insbesondere kann vorgesehen sein, dass das
LichtbUndel derart schnell hin- und her gewedelt wird, dass der das Detektionslicht
empfangende Detektor, zumindest weitgehend, die gleichen Detektionssignale
erzeugt, wie bei einer Beleuchtung mit einem Lichtblatt, das mit einer Zylinderoptik
geformt wurde, und/oder dass das Quasi-Lichtblatt fir den eingesetzten Detektor
von einem beispielsweise mit einer Zylinderoptik erzeugten Lichtblatt nicht zu

unterscheiden ist.

Allgemein und unabhdngig von der Verwendung einer
Lichtblatterzeugungsvorrichtung lassen sich neben der kreisrunden Form weitere
beliebige Formen fir den Querschnitt des LichtbUndels (wie beispielsweise
rechteckige, elliptische oder trapezférmige Querschnittsformen) realisieren,
beispielsweise durch geeignete Blenden, die in den Strahlengang des LichtbUndels
eingebracht werden und dadurch die Querschnittsform des LichtbUndels
beeinflussen. Durch andere Querschnittsformen kann erreicht werden, dass das
auBerhalb der (zu Beleuchtungs- bzw. Detektionszwecken) benutzen
Interferenzmaxima liegende Licht im Vergleich zur Benutzung eines kreisrunden
LichtbUndels reduziert wird, also mdglichst nur der Teil des urspringlichen
LichtbUndels zur Interferenzmustererzeugung eingesetzt wird, der zur Generierung der
schlussendlich benutzten Interferenzmaxima notwendig ist. Dieser Ansatz ermdglicht
eine hohere Bildqualitat im Vergleich zum Einsatz eines kreisférmigen LichtbUndels,
da hierdurch stérendes Licht, dass bei der Detektion von auBerhalb des Fokus

stammt (sogenanntes ,,Out-of-focus light"), ausgeblendet bzw. minimiert wird.

Bei einer einfachen AusfUhrung sind die Spiegelfldéchen des Winkelspiegels eben

ausgebildet.

Es ist jedoch auch moglich, dass die Spiegelfléchen gewdlbt sind oder dass die
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Spiegelfldchen als Zylinderabschnittflachen, insbesondere mit zueinander paralielen
Zylinderachsen, ausgebildet sind, beispielsweise um zusatzlich fUr jeden Anteil des
Lichtblattes eine separate Fokussierung oder Defokussierung zu erreichen.
Beispielsweise kbnnen so die Fokusse der von den unterschiedlichen Spiegelflachen
reflektierten Anteile des Lichtblattes im Bereich ihrer gegenseitigen Uberlagerung

einen Versatz zueinander aufweisen.

Es hat sich gezeigt, dass das resultierende Lichtblatt besonders vorteilhafte
Beleuchtungseigenschaften aufweist, wenn die erste und die zweite Spiegelfldche
zueinander einen Winkel im Bereich von 175,0 Grad bis 179,999 Grad, insbesondere
im Bereich von 178,0 Grad bis 179,99 Grad, insbesondere im Bereich von 179,0 bis
179,95 Grad, insbesondere im Bereich von 179,1 bis 179,9 Grad, insbesondere im
Bereich von 179,3 Grad bis 179,7 Grad, insbesondere von 179,5 Grad aufweisen.
Soweit die Spiegelfldéchen gekrommt sind, kdénnen sich diese Winkelangaben
wenigstens auf den BerUhrungsbereich der Spiegelfldchen oder auf die

Tangentialfldchen der Spiegelfldchen im BerGhrungsbereich beziehen.

Ein Winkelspiegel, der genau zwei Spiegelfldchen, insbesondere genau zwei ebene
Spiegelflachen, aufweist, ist besonders einfach herstellbar und bietet dennoch die
oben beschriebenen Vorteile. Es ist jedoch insbesondere fir besondere
Anwendungen maéglich, dass das Lichtblatt nicht nur in zwei Anteile aufgeteilt wird,
die zur Uberlagerung gebracht werden, sondern in eine héhere Anzahl von Anteilen.
Hierzu kann vorgesehen sein, dass der Winkelspiegel wenigstens eine weitere
Spiegelflache aufweist, die einen Teil des Lichtblattes reflektiert, der sich nach der
Umlenkung mit den von der ersten und der zweiten Spiegelfldche reflektierten Teilen

des Lichtblattes Uberlagert.

Der Winkelspiegel kann insbesondere einstUckig aus einem einzigen Stick
Ausgangsmaterial hergestellt sein. Beispielsweise kann der Winkelspiegel aus einem
StOck Edelstahl hergestellt sein. Es ist alternativ auch méglich, den Winkelspiegel aus

mehreren Einzelteilen, insbesondere mehreren Einzelspiegeln zusammenzusetzen.

Die Spiegelflachen kdnnen beispielsweise polierte Metallfldchen, insbesondere
Edelstahlflachen, sein. Es ist auch moglich, dass der Winkelspiegel aus einem Substrat

aufgebaut ist, auf das Spiegelschichten aufgedampft sind.
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Es ist auch mdglich, dass der Winkelspiegel an den Grenzfldchen eines

durchsichtigen Festkérpers ausgebildet ist, in den das Lichtblatt eingekoppelt und

nach der Umlenkung wieder ausgekoppelt wird. Die Grenzfldchen kdnnen hierzu

spiegelnd beschichtet sein. Es ist alternativ.auch méglich, dass die Umlenkung an

dem Winkelspiegel auf totaler Reflexion beruht.

Ein Winkelspiegel aus Edelstahl, insbesondere aus Edelstahl, wie er in der
Medizintechnik verwendet wird, hat den ganz besonderen Vorteil, dass er gegen das
Material, in das optisch zu untersuchende mikroskopische Proben Ublicherweise
eingebettet werden, inert ist. Dies hat den Vorteil, dass ein solcher Winkelspiegel
ohne Weiteres in den mit Einbettmedium geflliten Behdlter eingetaucht werden

kann, in dem sich die zu untersuchende Probe befindet.

Von besonderem Vorteil ist ein Mikroskop, das mit einer erfindungsgemdBen
Beleuchtungsanordnung ausgerUstet ist. Dies insbesondere deshalb, weil mit einem
solchen Mikroskop insbesondere auf Grund einer héheren Homogenitat der
Ausleuchtung der Probenschicht und einer gréBeren Eindringtiefe in die Probe

bessere Abbildungsergebnisse erzielbar sind.

Ein solches Mikroskop kann vorteilhaft ein Rastermikroskop oder ein konfokales
Rastermikroskop beinhalten und/oder aus einem Rastermikroskop und/oder einem
konfokalen Rastermikroskop gebildet sein. Hierbei kann insbesondere die hinsichtlich
des Ablenkwinkels einstellbare Strahlablenkeinrichtung des Rastermikroskops
beziehungsweise konfokalen Rastermikroskops dazu verwendet werden, ein Quasi-

Lichtblatt zu erzeugen, wie es weiter oben beschrieben ist.

Anstelle des Winkelspiegels, also eines reflexiven Bauteils, der das Lichtblatt umlenkt,
kann in dquivalenter Weise auch ein refraktives optisches Bauteil mit wenigstens einer
ersten und einer zweiten Refraktorfldche verwendet werden, wobei die erste
Refraktorflaiche einen ersten Teil des Lichtblattes bricht und die zweite
Refraktorflache einen zweiten Teil des Lichtblattes bricht und wobei der erste Teil des
Lichtblattes und der zweite Teil des Lichtblattes nach der Brechung r&umlich
Uberlagern. FUr ein solches refraktives optisches Bauteil gelten die obigen

AusfUhrungen zu besonderen Ausgestaltungen und Vorteilen in analoger Weise.
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In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und wird

anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleiche oder gleich wirkende

Elemente zumeist mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen:

Fig. 1 schematisch  eine  Detailansicht  eines  Mikroskops mit  einem

AusfOhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Beleuchtungsanordnung,

Fig. 2 eine Detailansicht zur lllustration des Wirkprinzips des Winkelspiegels,

Fig. 3 ein quantitatives Beispiel der Erzeugung eines Lichtblattes mit den

Eigenschaften Ghnlich dem eines Bessel-StrahlenbUndels,

Fig. 4 eine Detailansicht aus Figur 3 und

Fig. 5 Schnittdarstellungen durch den Interferenzbereich des Lichtblattes bezUglich
des in Fig. 4 dargesteliten Beispiels.

Fig. 1 zeigt schematisch eine Detailansicht eines SPIM-Mikroskops mit einem

AusfOhrungsbeispiel einer erfindungsgemdaBen Beleuchtungsanordnung 1.

Die Beleuchtungsanordnung 1 weist eine Lichtblatterzeugungsvorrichtung 2 auf, die
ein Lichtblatt 3 erzeugt. Die Lichtblatterzeugungsvorrichtung 2 weist einen Laser 4
auf, der ein im Querschnitt rundes LichtbUndel 5 erzeugt, wobei prinzipiell auch
andere Formen fUr den Querschnitt méglich sind wie beispielsweise elliptische oder
auch rechteckige Querschnitte. AuBerdem weist die Lichtblatterzeugungsvorrichtung
2 eine hinsichtlich des Ablenkwinkels einestellbare Strahlablenkeinrichtung 6 auf, die
beispielsweise einen schwenkbar aufgehdngten Schwingspiegel 7 beinhalten kann.
Die Strahlablenkeinrichtung é wedelt das LichtbUndel § so schnell hin- und her, dass
dieses ein Quasi-Lichtblatt bildet. Konkret wird das LichtbUndel derart schnell hin- und
her gewedelt, dass das erzeugte Quasi-Lichtblatt fOr den eingesetzten (nicht
dargestellten) Detektor, der das von einer beleuchteten Probe 8 ausgehende
Detektionslicht 9 empfangt, hinsichtlich der zu erzeugenden Detektionssignale von
einem beispielsweise mit einer Zylinderoptik erzeugten Lichtblatt nicht zu

unterscheiden ist.

Der Lichtblatterzeugungsvorrichtung 2 ist ein Beleuchtungsobjektiv 13, das das
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Lichtblatt 3 fokussiert und ein Winkelspiegel 10 nachgeschaltet. Nach Durchlaufen

des Beleuchtungsobijektivs 13 trifft das Lichtblatt 3 auf den Winkelspiegel 10, der eine

erste Spiegelflache 11 und eine zweite Spiegelfldche 12 aufweist.

Der Winkelspiegel 10 lenkt das Lichtblatt 3 um, wobei die erste Spiegelfiéiche 11
einen ersten Teil des Lichtblattes 3 reflektiert und die zweite Spiegelfidéche 12 einen
zweiten Teil des Lichtblattes 3 reflektiert und wobei der erste Teil des Lichtblattes 3
und der zweite Teil des Lichtblattes 3 nach der Umlenkung rdumlich Uberlagern und

interferieren (Interferenzbereich (16) des Lichtblattes 3).

Das Lichtblatt 3 durchstrahit die Probe 8 und beleuchtet so eine Probenschicht, die
senkrecht zur optischen Achse eines Detektionsobjektivs 14 angeordnet ist. Das von
der Probe 8 ausgehende Detekfionslicht 9 wird von dem Detektionsobjektiv 14

kollimiert und anschlieBend zu einem (nicht dargestellten) Flichendetektor gefUhrt.

Die Lichtblattebene (in dieser Figur der Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet)
des auf den Winkelspiegel 10 treffenden Lichtblattes 3 und die Lichtblattebene (in
dieser Figur der Ubersichilichkeit halber nicht eingezeichnet) des von dem
Winkelspiegel 10 umgelenkten Lichtblattes 3 stehen senkrecht zur Zeichenebene. Die
BerUhrungslinie der ersten Spiegelfléche 11 und der zweiten Spiegelfldche 12 des
Winkelspiegels 10 verlduft entlang der Schnittgeraden der Lichtblattebene des auf
den Winkelspiegel 10 treffenden Lichtblattes 3 und der Lichtblattebene des von dem
Winkelspiegel 10 umgelenkten Lichtblattes 3. Bezogen auf die Figur 1 steht die

BerUhrungslinie ebenfalls senkrecht zur Zeichenebene.

Figur 2 zeigt eine Detailansicht zur lllustration des Wirkprinzips des Winkelspiegels 10.
Der der auf die erste Spiegelfldche 11 treffende Teil des Lichtblattes 3 und der auf die
zweite Spiegelfldche 12 treffende Teil des Lichtblattes 3 verlaufen unmittelbar vor
dem Auftreffen auf den Winkelspiegel 10 auf unterschiedlichen Seiten der
Lichtblattebene 15, die bezogen auf Figur 2 senkrecht zur Zeichenebene angeordnet
ist. Nach der Umlenkung interferieren diese Anteile so, dass im Interferenzbereich 16
ein Lichtblatt 3 mit den vorteilhaften Eigenschaften &hnlich dem eines Bessel-
StrahlenbUndels entsteht. Der Interferenzbereich 16 des Lichtblattes 3 ist im Vergleich
zum Fokus eines Lichtblatts mit GauBform vorteilhafterweise besonders lang, so dass
eine groBe Eindringtiefe in die Probe (8) erzielbar ist. AuBerdem wird eine hdhere

Homogenitat der Ausleuchtung der Probenschicht erreicht.
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Die Figuren 3 und 4 zeigen ein quantitatives Beispiel der Erzeugung eines Lichtblattes
3 mit den Eigenschaften &hnlich dem eines Bessel-StrahlenbUndels. Das von einer
Lichterzeugungsvorrichtung (hier nicht dargestellt) kommende Lichtblatt 3, dessen
Lichtblattebene 15 senkrecht zur Zeichenebene angeordnet ist, wird bei diesem
Beispiel mit einer plankonvexen Linse 17 aus Borosilikat-Kronglas (N-BK7) fokussiert. Der

Krommungsradius der konvexen Fidche betragt 18,2 mm.

Der Linse 17 ist ein Winkelspiegel 10 mit einer ersten Spiegelflache 11 und einer
zweiten Spiegelflache 12 nachgeschaltet. Die BerUhrungslinie der ersten
Spiegelfldche 11 und der zweiten Spiegelfldche 12 liegt in der Lichtblattebene 15.
Auch bei diesem AusfUhrungsbeispiel ist es so, dass der auf die erste Spiegelflache 11
treffende Teil des Lichtblattes 3 und der auf die zweite Spiegelfldche 12 treffende Teil
des Lichtblattes 3 unmittelbar vor dem Auftreffen auf den Winkelspiegel 10 auf
unterschiedlichen Seiten der Lichtblattebene 15 verlaufen und die beiden Teile des
Lichtblattes 3 nach der Umlenkung interferieren. Der Abstand 20 der BerUhrungslinie
der ersten Spiegelfléche 11 und der zweiten Spiegelfiéche 12 von der Linse 17
betragt bei diesem Beispiel 34 mm.

Der Winkel 18 zwischen der ersten Spiegelfldche 11 und der Lichtblattebene 15 des
einfallenden Lichtblattes 3 betragt 44,75 Grad. Der Winkel 19 zwischen der zweiten
Spiegelfldche 12 und der Lichtblattebene 15 des einfallenden Lichtblattes 3 betragt
45,25 Grad. Mithin betrat der Winkel zwischen der ersten Spiegelfldche 11 und der
zweiten Spiegelflache 12 179,5 Grad.

Der Interferenzbereich 16 des Lichtblattes 3 beginnt ca. 1,1 mm nach dem
Winkelspiegel 10 und endet ca. 2,7 mm nach dem Winkelspiegel 10, woraus sich eine

Interferenzbereichsldnge 21 von ca. 1,6 mm ergibt.

Figur 5 zeigt Schnittdarstellungen durch den Interferenzbereich 16 des Lichtblattes 3
beziUglich des in Fig. 4 dargestellten Beispiels. Die beiden unteren Darstellungen
reprasentieren Schnitte in Ausbreitungsrichtung des Lichtblattes 3, nGmlich einen x-z-
Schnitt und einen y-z-Schnitt. In den beiden oberen Reihen sind die x-y-Schnitte an
unterschiedlichen z-Positionen, die durch die gestrichelten Linien markiert sind,
abgebildet. Der interferenzbereich 16 ist der fir Probenuntersuchungen vorzugsweise

nutzbare Bereich (Nutzbereich). Verschiedene Platzierungen der Probe lassen hierbei
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verschiedene Messvarianten zu. Je nach gewollter Untersuchungsart kann eine
Probe an verschiedenen Positionen des Interferenzbereiches 16 platziert werden. So
kann die Probe derartig im Interferenzbereich 16 platziert werden, dass sie
beispielsweise durch zwei oder drei Interferenzmaxima beleuchtet wird. Die Ebenen,
die den Interferenzmaxima entsprechen kénnen durch eine geeignete Optik separat
scharf auf einen Detektor abgebildet werden (bspw. durch ein geeignetes
Linsenarray oder eine geeignete Linsenanordnung). Dies ermdglicht das zeitgleiche

Erfassen unterschiedlicher Ebenen der Probe.
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Bezugszeichenliste:
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Beleuchtungsanordnung
Lichtblatterzeugungsvorrichtung
Lichtblatt

Laser

Lichtbundel
Strahlablenkeinrichtung
Schwingspiegel

Probe

Detektionslicht
Winkelspiegel

erste Spiegelflache
zweite Spiegelfléche
Beleuchtungsobjektiv
Detektionsobjektiv
Lichtblattebene
Interferenzbereich

Linse

Winkel

Winkel

Abstand

Interferenzbereichsldnge
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Patentanspriche

Verfahren zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem LichtbUndel oder
Lichtblatt (3) bei der SPIM-Mikroskopie, dadurch gekennzeichnet, dass das
LichtbUndel oder Lichtblatt (3) mittels eines Winkelspiegels (10) mit wenigstens
einer ersten und einer zweiten Spiegelflache (11, 12) umgelenkt wird, wobei
die erste Spiegelflache (11) einen ersten Teil des LichtbUndels oder Lichtblattes
(3) reflektiert und die zweite Spiegelflache (12) einen zweiten Teil des
LichtbUndels oder Lichtblattes (3) reflektiert und wobei der erste Teil des
LichtbUndels oder Lichtblattes (3) und der zweite Teil des LichtbUndels oder

Lichtblattes (3) nach der Umlenkung raumlich Gberlagern.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

a. sich das Lichtblatt (3) entlang einer Lichtblattebene (15) ausbreitet und die
BerUhrungslinie der ersten und der zweiten Spiegelflache (11, 12) in der

Lichtblattebene (15) angeordnet ist, und/oder dass

b. sich das Lichtblatt (3) entlang einer Lichtblattebene (15) ausbreitet und
dass der auf die erste Spiegelfldche (11) treffende Teil des Lichtblattes (3)
und der auf die zweite SpiegelfiGche (12) treffende Teil des Lichtblattes (3)
unmittelbar vor dem Auftreffen auf den Winkelspiegel (10) auf

unterschiedlichen Seiten der Lichtblattebene (15) veraufen.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
Lichtblatt (3) durch ein Beleuchtungsobjektiv (13) gelenkt wird, bevor es auf
den Winkelspiegel trifft.

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
a. das Lichtblatt (3) mittels einer Zylinderoptik erzeugt wird oder dass

b. das Lichtblatt (3) als Quasi-Lichtblatt ausgebildet ist, das durch Hin-unad-
Her-Wedeln eines, insbesondere im Querschnitt runden, LichtbUndels (5)

erzeugt wird.
Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass

a. die Spiegelflachen (11, 12) eben ausgebildet sind oder dass
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b. die Spiegelflachen (11, 12) gewdlbt sind oder dass

c. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderhohlspiegel ausgebildet sind oder
dass

d. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderabschnittfldchen ausgebildet sind

oder dass

e. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderabschnittfldachen mit zueinander

parallelen Zylinderachsen ausgebildet sind.
Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass

a. die erste und die zweite Spiegelflache (11, 12) - zumindest im
BerUhrungsbereich - zueinander einen Winkel im Bereich von 175,0 Grad
bis 179,999 Grad, insbesondere im Bereich von 178,0 Grad bis 179,99 Grad,
insbesondere im Bereich von 179,0 bis 179,95 Grad, insbesondere im
Bereich von 179,1 bis 179,9 Grad, insbesondere im Bereich von 179,3 Grad

bis 179,7 Grad, insbesondere von 179,5 Grad aufweisen, und/oder dass

b. sich berGhrende Spiegelflachen (11, 12) — zumindest im BerUhrungsbereich
- zueinander einen Winkel im Bereich von 175,0 Grad bis 179,999 Grad,
insbesondere im Bereich von 178,0 Grad bis 179,99 Grad, insbesondere im
Bereich von 179,0 bis 179,95 Grad, insbesondere im Bereich von 179,1 bis
179,9 Grad, insbesondere im Bereich von 179,.3 Grad bis 179,7 Grad,

insbesondere von 179,5 Grad aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass
der Winkelspiegel (10) wenigstens eine weitere Spiegelfldéche aufweist, die
einen Teil des Lichtblattes (3) reflektiert, der sich nach der Umlenkung mit den
von der ersten und der zweiten Spiegelflache (11, 12) reflektierten Teilen des
Lichtblattes (3) Uberlagert.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass
anstelle des Winkelspiegels (10) ein refraktives optisches Bauteil mit wenigstens
einer ersten und einer zweiten Refraktorfldche verwendet wird, wobei die
erste Refraktorfldche einen ersten Teil des Lichtblattes (3) bricht und die zweite

Refraktorfldche einen zweiten Teil des Lichtblattes (3) bricht und wobei der
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erste Teil des Lichtblattes (3) und der zweite Teil des Lichtblattes (3) nach der

Brechung rdumlich Uberlagern.

Verfahren zum Untersuchen einer Probe (8), bei dem eine Probenschicht einer
Probe (8) unter Anwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis

8 beleuchtet wird.
Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass

a. die Beleuchtung derart erfolgt, dass das die Probenschicht beleuchtende
Lichtblatt (3) senkrecht zur optischen Achse eines Detektionsobjektivs (14)

ausgerichtet ist, und/oder dass

b. die Beleuchtung derart erfolgt, dass das die Probenschicht beleuchtende
Lichtblatt (3) in einem von Null Grad verschiedenen Winkel zur optischen
Achse des Detektionsobjektivs (14) auf die Probe (8) trifft, und/oder dass

c. das Lichtblatt (3) mittels eines Beleuchtungsobjektivs (13) fokussiert wird
und das von der Probenschicht ausgehende Detektionslicht (?) durch ein
Detektionsobjektiv  (14) verlauft, wobei die optischen Achsen des
Beleuchtungsobjektivs (13) und des Detektionsobjektivs (14) koaxial oder

parallel zueinander ausgerichtet sind.

Beleuchtungsanordnung (1) fUr ein SPIM-Mikroskop, die eine ein Lichtblatt (3)
erzeugende  Lichtblatterzeugungsvorrichtung  (2)  aufweist,  dadurch
gekennzeichnet, dass der Lichtblatterzeugungsvorrichtung  (2)  ein
Winkelspiegel (10) mit wenigstens einer ersten und einer zweiten Spiegelflache
(11, 12) nachgeschaltet ist, der das Lichtblatt (3) umlenkt, wobei die erste
Spiegelflache (11) einen ersten Teil des Lichtblattes (3) reflektiert und die
zweite Spiegelflache (12) einen zweiten Teil des Lichtblattes (3) reflektiert und
wobei der erste Teil des Lichtblattes (3) und der zweite Teil des Lichtblattes (3)

nach der Umlenkung rdumlich Uberlagern.

Beleuchtungsanordnung (1) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,

dass

a. sich das Lichtblatt (3) entlang einer Lichtblattebene (15) ausbreitet und die
BerUhrungslinie der ersten und der zweiten Spiegelflache (11, 12) in der

Lichtblattebene (15) angeordnet ist, und/oder dass
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b. sich das Lichtblatt (3) entlang einer Lichtblattebene (15) ausbreitet und
dass der auf die erste Spiegelflache (11) treffende Teil des Lichtblattes (3)
und der auf die zweite Spiegelfladche (12) treffende Teil des Lichtblattes (3)
unmittelbar vor dem Auftreffen auf den Winkelspiegel (10) auf

unterschiedlichen Seiten der Lichtblattebene (15) verlaufen.

Beleuchtungsanordnung (1) nach Anspruch 11 oder 12, dadurch
gekennzeichnet, dass die Beleuchtungsanordnung (1) ein
Beleuchtungsobjektiv (13) aufweist, durch das das Lichtblatt (3) verlduft, bevor
es auf den Winkelspiegel (10) trifft.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der AnsprOche 11 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Lichtblatterzeugungsvorrichtung (2) eine
Zylinderoptik aufweist und/oder dass die Lichtblatterzeugungsvorrichtung eine

hinsichtlich des Ablenkwinkels einstellbare Strahlablenkeinrichtung (6) aufweist.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 14, dadurch

gekennzeichnet, dass
a. die Spiegelflachen (11, 12) eben ausgebildet sind oder dass

b. die Spiegelfldchen (11, 12) gewdlbt sind oder dass

c. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderhohlspiegel ausgebildet sind oder
dass

d. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderabschnittfldchen ausgebildet sind
oder dass

e. die Spiegelflachen (11, 12) als Zylinderabschnittfldchen mit zueinander

parallelen Zylinderachsen ausgebildet sind.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, dass der Winkelspiegel (10) aus Edelstahl oder aus

medizinischen Edelstahl hergestellt ist.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass der Winkelspiegel (10) wenigstens eine weitere

Spiegelfliache aufweist, die einen Teil des Lichtblattes (3) reflektiert, der sich
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20.

21.
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nach der Umlenkung mit den von der ersten und der zweiten Spiegelflédche

(11, 12) reflektierten Teilen des Lichtblattes (3) Oberlagert.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 17, dadurch

gekennzeichnet, dass

a. die erste und die zweite Spiegelflache (11, 12) - zumindest im
BerUhrungsbereich - zueinander einen Winkel im Bereich von 175,0 Grad
bis 179,999 Grad, insbesondere im Bereich von 178,0 Grad bis 179,99 Grad,
insbesondere im Bereich von 179,0 bis 179,95 Grad, insbesondere im
Bereich von 179,1 bis 179,9 Grad, insbesondere im Bereich von 179,3 Grad

bis 179,7 Grad, insbesondere von 179,5 Grad aufweisen, und/oder dass

b. sich berGhrende Spiegelfldchen (11, 12) - zumindest im BerUhrungsbereich
- zueinander einen Winkel im Bereich von 1750 Grad bis 179,999 Grad,
insbesondere im Bereich von 178,0 Grad bis 179,99 Grad, insbesondere im
Bereich von 179,0 bis 179,95 Grad, insbesondere im Bereich von 179,1 bis
1799 Grad, insbesondere im Bereich von 179,3 Grad bis 179,7 Grad,

insbesondere von 179,5 Grad aufweisen.

Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der AnsprOoche 11 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass die Beleuchtungsanordnung (1) anstelle des
Winkelspiegels (10) ein refraktives optisches Bauteil mit wenigstens einer ersten
und einer zweiten Refraktorfldche aufweist, wobei die erste Refraktorfléche
einen ersten Teil des Lichtblattes (3) bricht und die zweite Refraktorfldche
einen zweiten Teil des Lichtblattes (3) bricht und wobei der erste Teil des
Lichtblattes (3) und der zweite Teil des Lichtblattes (3) nach der Brechung

r&dumlich Uberlagern.

Mikroskop mit einer Beleuchtungsanordnung (1) nach einem der Anspriche
11 bis 19.

Mikroskop nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass

a. die Beleuchtungsanordnung (1) die Probe (8) derart beleuchtet, dass das
die Probenschicht beleuchtende Lichtblatt (3) senkrecht zur optischen

Achse eines Detektionsobjektivs (14) ausgerichtet ist, und/oder dass
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b. die Beleuchtungsanordnung (1) die Probe (8) derart beleuchtet, dass das

die Probenschicht beleuchtende Lichtblatt (3) in einem von Null Grad
verschiedenen Winkel zur optischen Achse des Detektionsobjektivs (14) auf
die Probe trifft, und/oder dass

ein Beleuchtungsobjektiv (13) das Lichtblatt (3) fokussiert und dass das von
der Probenschicht ausgehende Detektionslicht (9) durch ein
Detektionsobjektiv (14) verlauft, wobei die optischen Achsen des
Beleuchtungsobjektivs (13) und des Detektionsobjektivs (14) koaxial oder

parallel zueinander ausgerichtet sind.

22.  Mikroskop nach Anspruch 20 oder 21 , dadurch gekennzeichnet, dass das

Mikroskop ein Rastermikroskop und/oder ein konfokales Rastermikroskop

beinhaltet und/oder aus einem Rastermikroskop und/oder einem konfokalen

Rastermikroskop gebildet ist.

23. Verwendung eines Winkelspiegels (10) mit wenigstens einer ersten und einer

zweiten Spiegelflache (11, 12) oder eines refraktiven optischen Bauteils mit

wenigstens einer ersten und einer zweiten Refraktorfldéche zum Formen des

Fokus eines Lichtblattes (3) durch Uberlagern unterschiedlicher Anteile eines

Lichtblattes (3) bei der SPIM-Mikroskopie und/oder zum Erzeugen eines Bessel-

ahnlichen StrahlenbUndels fOr die Beleuchtung einer mikroskopischen Probe
(8) bei der SPIM-Mikroskopie.
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Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem
Lichtblatt, das sich entlang einer Lichtblattebene ausbreitet, bei der SPIM-
Mikroskopie, sowie ein Verfahren zum Untersuchen einer Probe, bei dem eine
Probenschicht einer Probe unter Anwendung eines solchen Verfahrens beleuchtet
wird. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass das Lichtblatt mittels eines
Winkelspiegels mit wenigstens einer ersten und einer zweiten Spiegelfldche
umgelenkt wird, wobei die erste Spiegelfldche einen ersten Teil des Lichtblattes
reflektiert und die zweite Spiegelfléche einen zweiten Teil des Lichtblattes reflektiert
und wobei der erste Teil des Lichtblattes und der zweite Teil des Lichtblattes nach der

Umlenkung r&umlich Gberlagern.

(Fig. 1)
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Aktenzeichen Nr.

SCHRIFTLICHER BESCHEID LU92846

Feld Nr.I Grundlage des Bescheids

1. Dieser Bescheid wurde auf der Grundlage des letzten vor dem Beginn der Recherche eingereichten Satzes von
Ansprichen erstellt.

2. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz, die in der Anmeldung offenbart wurde und fir die
beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist der Bescheid auf folgender Grundlage erstellt worden:

a. Art des Materials
00 Sequenzprotokoll
O Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll
b. Form des Materials
O in Papierform
O in elektronischer Form
c. Zeitpunkt der Einreichung
O in der eingereichten Anmeldung enthalten
O zusammen mit der Anmeldung in elektronischer Form eingereicht

O nachtraglich eingereicht

3. O Wurden mehr als eine Version oder Kopie eines Sequenzprotokolls undioder einer dazugehérigen Tabelle
eingereicht, so sind zusatzlich die erforderlichen Erklarungen, dass die Information in den nachgereichten
oder zusatzlichen Kopien mit der Information in der Anmeldung in der eingereichten Fassung lbereinstimmt
bzw. nicht (ber sie hinausgeht, vorgelegt worden.

4. Zusatzliche Bemerkungen:

Formblatt LU237B (January 2007)




Aktenzeichen Nr.

SCHRIFTLICHER BESCHEID LU92846

Feld Nr. lll Keine Erstellung eines Gutachtens liber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche
Anwendbarkeit

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin geprlft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend und gewerblich anwendbar anzusehen ist:

O die gesamte Anmeldung
& die Anspriiche Nr. 8, 19(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)
Begrindung:

[0 Die gesamte Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspriiche Nr.  beziehen sich auf den nachstehenden
Gegenstand, fir den keine Recherche durchgefiihrt zu werden braucht (genaue Angaben):

[l Die Anspriiche, die Beschreibung oder die Zeichnungen, oder die obengenannten Anspriiche Nr.  sind
so unklar, dass kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte (genaue Angaben):

O Die Anspriche bzw. die obengenannten Anspriche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung
gestitzt, dass kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte (genaue Angaben):

X fir die gesamte Anmeldung oder fir die obengenannten Anspriiche Nr. 8, 19(volistandig); 9, 10,
20-23(teilweise) wurde kein Recherchenbericht erstellt.

[0 es konnte kein sinnvolles Gutachten erstellt werden, da das Sequenzprotokoll entweder nicht verfligbar
war, oder nicht im internationalen Format (WIPO ST.25) eingereicht wurde.

O Ohne die Tabellen zu den Sequenzprotokollen konnte kein sinnvolles Gutachten erstellt werden, oder diese
Tabellen waren nicht in elektronischer Form entsprechend der internationalen Norm (WIPO ST.25)
verfugbar.

O Siehe Zusatzfeld fiir weitere Angaben.

Feld Nr. IV Mangelinde Einheitlichkeit der Erfindung

. Das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung ist aus folgen Griinden nicht erfiillt:
siehe Beiblatt

. Dieser Bescheid ist fir die folgenden Teile der Anmeldung erstelit worden:

O alle Teile

K die Teile, die sich auf die Anspriiche mit folgenden Nummern beziehen: (siehe Recherchebericht)
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Aktenzeichen Nr.

SCHRIFTLICHER BESCHEID LU92846

Feld Nr. V. Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Titigkeit und der
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkldrungen zur Stiitzung dieser Feststellung

1. Feststellung

Neuheit

Erfinderische Tatigkeit

Gewerbliche Anwendbarkeit

2. Unterlagen und Erklarungen:

siehe Beiblatt

Ja:
Nein:

Ja:
Nein:

Ja:
Nein:

Anspruche 2-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

Anspriiche

Anspriiche
Anspriiche

Anspriiche:
Anspriiche:

1

1-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

1-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

Feld Nr. VIl Bestimmte Bemerkungen zur Anmeldung

siehe Beiblatt
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Aktenzeichen Nr.
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1. Feststellung

Neuheit

Erfinderische Tatigkeit

Gewerbliche Anwendbarkeit

2. Unterlagen und Erklarungen:

siehe Beiblatt

Ja:
Nein:

Ja:
Nein:

Ja:
Nein:

Anspriche
Anspruche

Anspriche
Anspriiche

Anspriche:
Anspriche:

2-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)
1

1-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

1-7, 11-18(volistandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

Feld Nr. VIl Bestimmte Bemerkungen zur Anmeldung

siehe Beiblatt
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Es wird auf folgende Dokumente verwiesen:

D1 SANJIV KUMAR TIWARI ET AL: "Generation of a Bessel beam of
variable spot size",
APPLIED OPTICS, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, WASHINGTON,
DC; US,
Bd. 51, Nr. 17, 10. Juni 2012 (2012-06-10), Seiten 3718-3725,
XP001575748,
ISSN: 0003-6935, DOI: 10.1364/A0.51.003718

D2 US 8 238 042 B2 (DEWITT FRANK [US] ET AL) 7. August 2012
(2012-08-07)

D3 SATYA RAM MISHRA ET AL: "Generation of hollow conic beams using
a metal axicon mirror",
OPTICAL ENGINEERING,
Bd. 46, Nr. 8, August 2007 (2007-08), Seite 084002, XP055022333,
ISSN: 0091-3286, DOI: 10.1117/1.2771155

D4 KELLER P J ET AL: "The zebrafish digital embryo: in toto reconstruction
of zebrafish early embryonic development with digital scanned laser light
sheet fluorescence microscopy"”,
SPIE, PO BOX 10 BELLINGHAM WA 98227-0010 USA, 14. Juni 2009
(2009-06-14), XP040498058,

Zu Punkt IV

Die Anspriiche umfassen zwei Erfindungen, namlich:
Anspriiche: 1-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

beziehen sich auf einen Winkelspiegel mit einer ersten und zweiten Spiegelflache.
Soweit sich die abhangigen Anspriche 9, 10 und 20-23 auf einen Winkelspiegel
geman Anspruch 1 oder Anspruch 11 beziehen sind diese ebenfalls dieser Gruppe
zuzuordnen.

Anspruche: 8, 19(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)
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beziehen sich auf ein refraktives optisches Bauteil mit einer ersten und zweiten
Refraktorflache. Soweit sich die abhangigen Anspriche 9, 10 und 20-23 auf einen
refraktives optisches Bauteil gemaR Anspruch 8 oder Anspruch 19 beziehen sind
diese ebenfalls dieser Gruppe zuzuordnen.

Die Erfindungen sind aus den folgenden Griinden nicht durch eine einzige allgemeine
erfinderische Idee verbunden:

Der Anspruchsatz Anspruch 8 st in Verbindung mit Anspruch 1 bzw.
Vorrichtungsanspruch 19 in Verbindung mit Anspruch 11, auf den sich diese
Anspruche jeweils ruckbeziehen, als unabhangige Anspruch zu interpretieren, da das
Merkmal "Winkelspiegel" durch ein anderes Merkmal, namlich durch ein refraktives
optisches Bauteil ersetzt wird. Damit hat auch die in Anspruch 19 definierte
Vorrichtung und die in Anspruch 11 definierten Vorrichtung kein Merkmal gemeinsam,
so dass kein gemeinsames erfinderisches Konzept zu erkennen ist, das die
Einheitlichkeit zwischen Anspruch 8 und Anspruch 1 bzw. Anspruch 19 und Anspruch
11 herstellen kénnte. Auch die in Ansprichen 1, 8 bzw, 11, 19 angegebene
technische Wirkung des Winkelspiegels bzw, des refraktiven optischen Elements
kann die Einheitlichkeit zwischen den beiden genannten Gruppen nicht herstellen, da
die technische Wirkung der Uberlagerung eines ersten und zweiten Lichtblindels
schon aus Druckschrift D1, Abbildung 1 bekannt ist.

Zu Punkt Vil

Die Anmeldung ist aus folgenden Griinden nicht klar:

In Anspriichen 1 und 11 wird auf SPI-Mikroskopie Bezug genommen, die jedoch
selbst nicht Gegenstand der jeweiligen Anspruche ist. Es bleibt daher unklar welche
konkreten Merkmale der Beleuchtungsverfahrens bzw. der Beleuchtungsvorrichtung
mittels dieser Angabe definiert werden sollen.

Formblatt LU237-3 (Beiblatt) (Januar 2007) (Blatt 2)




SCHRIFTLICHE STELLUNGNAHME ANMELDENUMMER
(BEIBLATT) LU92846

Zu Punkt V

Begrindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklirungen zur
Stiitzung dieser Feststellung

Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse der Patentierbarkeit, weil
der Gegenstand des Anspruchs 1 nicht neu ist, da Dokument D1 eine Vorrichtung
offenbart, die samtliche Merkmalen des Anspruchs 1 impliziert. Im Wortlaut des
Anspruchs 1 offenbart Dokument D1 ein (Passagen in Klammern beziehen sich auf
dieses Dokument):

Verfahren (D1, Abbildung 1,) zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem
Lichtbindel (Abbildung 1, Bessel beam BB) oder Lichtblatt bei der SPIM-Mikroskopie,
wobei das Lichtbindel (Abbildung 1, Bessel beam BB) oder Lichtblatt mittels eines
Winkelspiegels mit wenigstens einer ersten und einer zweiten Spiegelflache (D1,
Abbildung 1: AX1, AX2) umgelenkt wird, wobei die erste Spiegelflache (D1, Abbildung
1: AX1) einen ersten Teil des Lichtblindels oder Lichtblattes (D1, Abbildung 1: BB)
reflektiert und die zweite Spiegelflache (D1, Abbildung 1: AX2) einen zweiten Teil des
Lichtbiindels oder Lichtblattes (D1, Abbildung 1:BB) reflektiert und wobei der erste
Teil des Lichtbindels oder Lichtblattes und der zweite Teil des Lichtblindels oder
Lichtblattes nach der Umlenkung raumlich Gberlagern.

Selbst, wenn man Anspruch 1 bzw. Vorrichtungsanspruch 11 in dem Sinne
interpretiert, dass die erste und zweite Spiegelflache aneinandergrenzende Facetten
eines einzelnen Spiegelkdrpers sind, wirde der Gegenstand des Anspruchs 1 bzw.
der des Vorrichtungsanspruchs 11 keine erfinderische Tatigkeit involvieren, da dieser
in naheliegender Weise aus der von Druckschrift D1 offenbarten Vorrichtung und
deren fachublichen Gebrauch hervorgeht.

So kann der Unterschied zwischen dieser engen Interpretation des Anspruchs 1 oder
11 und der in Abbildung 1 von Druckschrift D1 offenbarten Vorrichtung und deren
Gebrauch darin gesehen werden, dass nicht etwa ein rotationssymmetrisch
punktférmiges Strahlprofil im Uberlappungsbereich der Teilstrahlen, sondern vielmehr
ein linienférmiges Strahlprofil erzeugt wird. Es ist jedoch im Licht des allgemeinen
Fachwissens als naheliegend anzusehen, dass sich die Fokussierung des Lichts auf
eine Ebene begrenzen lasst, indem optische Komponenten so gestaltet werden, dass
diese lediglich in einer Achse eine optische Wirkung aufweisen. Zudem muss der
Fachmann, der mit dem Entwurf optischer Systeme betraut ist, nicht erfinderisch tétig
werden, um eine Vorrichtung bzw. ein Verfahren anzugeben wie die in D1, Abbildung
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1 offenbarte Vorrichtung zu modifizieren ist, um ein linienférmiges Strahlprofil zu
erzeugen, da dies schon aus dem in Abbildung 1 gezeigten Schnittbild hervorgeht,
die fur jede parallele Schnittebene eines solch modifizierten Systems ihre Guiltigkeit

behalt.

Die abhangigen Anspruche 2-7, 12-18, 9,10, 20-23 enthalten keine Merkmale, die in
Kombination mit den Merkmalen eines Anspruchs, auf den sie riickbezogen sind, die
Erfordernisse in Bezug auf erfinderische Tatigkeit erfullen, siehe (D1, Chapter 2.
Experimental Setup; Abbildung Figure 1; D2, Abbildungen 2,3; Spalte 5, Zeile 36 -
Spalte 7, Zeile 31; D3, Chapter 2. MethodChapter 4. Focusing the Hollow Beam;
Abbildung 5; D4, Abbildung 1; Chapter 2. DSLM)
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1 Es wird auf folgende Dokumente verwiesen:

D1 SANJIV KUMAR TIWARI ET AL: "Generation of a Bessel beam of
variable spot size",
APPLIED OPTICS, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, WASHINGTON,
DC; US,
Bd. 51, Nr. 17, 10. Juni 2012 (2012-06-10), Seiten 3718-3725,
XP001575748,
ISSN: 0003-6935, DOI: 10.1364/A0.51.003718

D2 US 8 238 042 B2 (DEWITT FRANK [US] ET AL) 7. August 2012
(2012-08-07)

D3 SATYA RAM MISHRA ET AL: "Generation of hollow conic beams using
a metal axicon mirror",
OPTICAL ENGINEERING,
Bd. 46, Nr. 8, August 2007 (2007-08), Seite 084002, XP055022333,
ISSN: 0091-3286, DOI: 10.1117/1.2771155

D4 KELLER P J ET AL: "The zebrafish digital embryo: in toto reconstruction
of zebrafish early embryonic development with digital scanned laser light
sheet fluorescence microscopy",

SPIE, PO BOX 10 BELLINGHAM WA 98227-0010 USA, 14. Juni 2009
(2009-06-14), XP040498058,

Zu Punkt IV

Die Anspriche umfassen zwei Erfindungen, namlich:
Anspriche: 1-7, 11-18(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)

beziehen sich auf einen Winkelspiegel mit einer ersten und zweiten Spiegelflache.
Soweit sich die abhangigen Anspriiche 9, 10 und 20-23 auf einen Winkelspiegel
geman Anspruch 1 oder Anspruch 11 beziehen sind diese ebenfalls dieser Gruppe

zuzuordnen.
Ansprlche: 8, 19(vollstandig); 9, 10, 20-23(teilweise)
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beziehen sich auf ein refraktives optisches Bauteil mit einer ersten und zweiten
Refraktorflache. Soweit sich die abh&ngigen Anspriiche 9, 10 und 20-23 auf einen
refraktives optisches Bauteil geman Anspruch 8 oder Anspruch 19 beziehen sind
diese ebenfalls dieser Gruppe zuzuordnen.

Die Erfindungen sind aus den folgenden Griinden nicht durch eine einzige allgemeine
erfinderische Idee verbunden:

Der Anspruchsatz Anspruch 8 ist in Verbindung mit Anspruch 1 bzw.
Vorrichtungsanspruch 19 in Verbindung mit Anspruch 11, auf den sich diese
Anspruche jeweils rickbeziehen, als unabhangige Anspruch zu interpretieren, da das
Merkmal "Winkelspiegel" durch ein anderes Merkmal, namlich durch ein refraktives
optisches Bauteil ersetzt wird. Damit hat auch die in Anspruch 19 definierte
Vorrichtung und die in Anspruch 11 definierten Vorrichtung kein Merkmal gemeinsam,
so dass kein gemeinsames erfinderisches Konzept zu erkennen ist, das die
Einheitlichkeit zwischen Anspruch 8 und Anspruch 1 bzw. Anspruch 19 und Anspruch
11 herstellen kdénnte. Auch die in Anspruchen 1, 8 bzw, 11, 19 angegebene
technische Wirkung des Winkelspiegels bzw, des refraktiven optischen Elements
kann die Einheitlichkeit zwischen den beiden genannten Gruppen nicht herstellen, da
die technische Wirkung der Uberlagerung eines ersten und zweiten Lichtbiindels
schon aus Druckschrift D1, Abbildung 1 bekannt ist.

Punkt Vil
Die Anmeldung ist aus folgenden Grinden nicht klar:

in Ansprichen 1 und 11 wird auf SPI-Mikroskopie Bezug genommen, die jedoch
selbst nicht Gegenstand der jeweiligen Anspruche ist. Es bleibt daher unklar welche
konkreten Merkmale der Beleuchtungsverfahrens bzw. der Beleuchtungsvorrichtung
mittels dieser Angabe definiert werden sollen.
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Zu Punkt vV

Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Titigkeit
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkldrungen zur
Stitzung dieser Feststellung

Die vorliegende Anmeldung erflllt nicht die Erfordernisse der Patentierbarkeit, weil
der Gegenstand des Anspruchs 1 nicht neu ist, da Dokument D1 eine Vorrichtung
offenbart, die sédmtliche Merkmalen des Anspruchs 1 impliziert. Im Wortlaut des
Anspruchs 1 offenbart Dokument D1 ein (Passagen in Klammern beziehen sich auf
dieses Dokument):

Verfahren (D1, Abbildung 1,) zum Beleuchten einer Probenschicht mit einem
Lichtblndel (Abbildung 1, Bessel beam BB) oder Lichtblatt bei der SPIM-Mikroskopie,
wobei das Lichtbundel (Abbildung 1, Bessel beam BB) oder Lichtblatt mittels eines
Winkelspiegels mit wenigstens einer ersten und einer zweiten Spiegelflache (D1,
Abbildung 1: AX1, AX2) umgelenkt wird, wobei die erste Spiegelflache (D1, Abbildung
1: AX1) einen ersten Teil des Lichtbindels oder Lichtblattes (D1, Abbildung 1: BB)
reflektiert und die zweite Spiegelflache (D1, Abbildung 1: AX2) einen zweiten Teil des
Lichtbindels oder Lichtblattes (D1, Abbildung 1:BB) reflektiert und wobei der erste
Teil des Lichtbundels oder Lichtblattes und der zweite Teil des Lichtblindels oder
Lichtblattes nach der Umlenkung raumlich Uberlagern.

Selbst, wenn man Anspruch 1 bzw. Vorrichtungsanspruch 11 in dem Sinne
interpretiert, dass die erste und zweite Spiegelflaiche aneinandergrenzende Facetten
eines einzelnen Spiegelkdrpers sind, wirde der Gegenstand des Anspruchs 1 bzw.
der des Vorrichtungsanspruchs 11 keine erfinderische Tatigkeit involvieren, da dieser
in naheliegender Weise aus der von Druckschrift D1 offenbarten Vorrichtung und
deren fachublichen Gebrauch hervorgeht.

So kann der Unterschied zwischen dieser engen Interpretation des Anspruchs 1 oder
11 und der in Abbildung 1 von Druckschrift D1 offenbarten Vorrichtung und deren
Gebrauch darin gesehen werden, dass nicht etwa ein rotationssymmetrisch
punktférmiges Strahlprofil im Uberlappungsbereich der Teilstrahlen, sondern vielmehr
ein linienférmiges Strahlprofil erzeugt wird. Es ist jedoch im Licht des allgemeinen
Fachwissens als naheliegend anzusehen, dass sich die Fokussierung des Lichts auf
eine Ebene begrenzen lasst, indem optische Komponenten so gestaltet werden, dass
diese lediglich in einer Achse eine optische Wirkung aufweisen. Zudem muss der
Fachmann, der mit dem Entwurf optischer Systeme betraut ist, nicht erfinderisch tatig
werden, um eine Vorrichtung bzw. ein Verfahren anzugeben wie die in D1, Abbildung
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1 offenbarte Vorrichtung zu modifizieren ist, um ein linienférmiges Strahlprofil zu
erzeugen, da dies schon aus dem in Abbildung 1 gezeigten Schnittbild hervorgeht,
die fur jede parallele Schnittebene eines solch modifizierten Systems ihre Gultigkeit
behalt.

Die abhangigen Anspruche 2-7, 12-18, 9,10, 20-23 enthalten keine Merkmale, die in
Kombination mit den Merkmalen eines Anspruchs, auf den sie riickbezogen sind, die
Erfordernisse in Bezug auf erfinderische Téatigkeit erflllen, siehe (D1, Chapter 2.
Experimental Setup; Abbildung Figure 1; D2, Abbildungen 2,3; Spalte 5, Zeile 36 -
Spalte 7, Zeile 31; D3, Chapter 2. MethodChapter 4. Focusing the Hollow Beam;
Abbildung 5; D4, Abbildung 1; Chapter 2. DSLM)
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