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(57) Abstract: The invention relates to a method and an assembly for analysing a sample (1). The sample (1) can be rotated about
@0 a rotational axis and is displaceably mounted in all three dimensions. The sample is illuminated with a light layer parallel to the
= rotational axis using a first illumination unit. Light emitted from the sample (1) is reproduced on a detection unit as a sectional
€#) image by means of an imaging lens (7) comprising an optical axis that perpendicularly intersects the plane of the light layer. Several
sectional images of the sample are captured with different settings for the rotational angle, the sample (1) is rotated and/or shifted
~~ between shots for part of the sectional images. The captured sectional images are registered and merged to form a first data record
of three-dimensional image data of the sample (1). In a method of this type, the sample (1) is illuminated perpendicularly to the
rotational axis by means of a second illumination unit, the imaging lens (7) projecting at least part of the sample (1) as a shadow
image onto the detection unit. Several shadow images of the sample (1) are captured and the sample is rotated and/or shifted between
shots at least for part of the shadow images of the sample (1). A second data record of three-dimensional image data of the sample
O (1) is constructed from the captured shadow images using a back projection algorithm.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Anordnung zur Untersuchung einer Probe (1). Die Probe
(1) ist um eine Rotationsachse rotierbar und in alle drei Raumrichtungen verschiebbar gelagert. Sie wird iiber eine erste Beleuch-
tungseinrichtung mit einem Lichtblatt parallel zur Rotationsachse beleuchtet. Von der Probe (1) abgestrahltes Licht wird iiber ein
Abbildungsobjektiv (7) mit einer optischen Achse, die die Ebene des Lichtblatts senkrecht schneidet, auf eine Detektierungseinrich-
tung als Schnittbild abgebildet. Es werden mehrere Schnittbilder der Probe bei verschiedenen Einstellungen des Rotationswinkels
aufgenommen, fiir einen Teil der Schnittbilder wird die Probe (1) zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder verschoben. Die auf-
genommenen Schnittbilder werden registriert und zu einem ersten Datensatz von rdumlichen Bilddaten der Probe (1) fusioniert. Bei
einem solchen Verfahren wird die Probe (1) iiber eine zweite Beleuchtungseinrichtung senkrecht zur Rotationsachse beleuchtet, wo-
bei das Abbildungsobjektiv (7) mindestens einen Teil der Probe (1) als Schattenbild auf die Detektierungseinrichtung projiziert, und
wobei mehrere Schattenbilder der Probe (1) aufgenommen werden und mindestens fiir einen Teil der Schattenbilder die Probe (1)
zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder verschoben wird. Aus den aufgenommenen Schattenbildern wird mittels eines Riick-
projektionsalgorithmus ein zweiter Datensatz von rdumlichen Bilddaten der Probe (1) konstruiert.
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Verfahren und optische Anordnung zur Untersuchung einer

Probe

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung einer
Probe, bei dem die Probe um eine Rotationsachse rotierbar
und verschiebbar gelagert wird. Die Probe wird iiber eine
erste Beleuchtungseinrichtung mit einem im wesentlichen
ebenen Lichtblatt im wesentlichen parallel zur
Rotationsachse Dbeleuchtet, von der Probe abgestrahltes
Licht wird Uber ein Abbildungsobjektiv mit einer optischen
Achse, die die Ebene des Lichtblatts in einem wvon Null
verschiedenen Winkel, bevorzugt senkrecht schneidet, auf
eine Detektierungseinrichtung als Schnittbild abgebildet.
Dabei werden mehrere Schnittbilder der Probe aufgenommen
und mindestens flir einen Teil der Schnittbilder wird die
Probe =zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder im Raum
verschoben. Die aufgenommenen Schnittbilder werden
anschliefend registriert, d.h. mittels einer Transformation
in ein gemeinsames Koordinatensystem Uberfihrt.
Anschlieflend werden sie zu einem ersten Datensatz von

raumlichen Bilddaten der Probe fusioniert.

Die Erfindung betrifft auRerdem eine optische Anordnung zur
Untersuchung einer Probe. Eine solche Anordnung umfaBt u.a.
eine Probenhalterung zur Aufnahme der Probe, wobei die
Probe und/oder die Probenhalterung um eine Rotationsachse
rotierbar und verschiebbar gelagert ist. Sie umfalt
auBerdem eine erste Beleuchtungseinrichtung, die wiederum
eine erste Beleuchtungslichtquelle und einen ersten
Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung der Probe mit
einem Lichtblatt umfaft. Dariiberhinaus umfaBt die Anordnung
eine Detektierungseinrichtung zur Detektierung von Licht,

das von der Probe abgestrahlt wird, sowie eine
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Abbildungsoptik, die die Probe Uber ein Abbildungsobjektiv
in einem Abbildungsstrahlengang mindestens teilweise auf
die Detektierungseinrichtung abbildet, wobei Licht, das
aufgrund der Beleuchtung der Probe mit der ersten
Beleuchtungseinrichtung detektiert wird, als Schnittbild
detektiert wird, und wobel das Lichtblatt im Fokus des
Abbildungsobjektivs im wesentlichen eben ist, und wobel das
Abbildungsobjektiv eine optische Achse aufweist, die die
Ebene des Lichtblattes in einem von Null verschiedenen
Winkel, bevorzugt senkrecht, schneidet. Schlieflich umfaft
die Anordnung auch eine Steuereinheit und eine
Buswerteeinheit, wobeil die Steuereinheit zu einer Steuerung
derart ausgelegt ist, dass mehrere Schnittbilder der Probe
aufgenommen werden kénnen und die Probe zwischen den
Aufnahmen gedreht und/oder verschoben werden kann, und
wobei die Auswerteeinheit zur Registrierung und
Fusionierung der aufgenommenen Schnittbilder =zu einem

ersten Datensatz von rdumlichen Bilddaten ausgelegt ist.

Ein solches Verfahren bzw. eine solche optische Anordnung
ist bzgl. der Beobachtung der Probe insbesondere im
Zusammenhang mit der Single-Plane-Illumination-Mikroskopie
(SPIM), auch als Selective-Plane-Illumination-Mikroskopie
bezeichnet, anwendbar. Wahrend mit der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie die Probe in mehreren unterschiedlich
tiefen Ebenen Punkt fir Punkt abgetastet wird und daraus
dreidimensionale Bildinformationen der Probe gewonnen wer-
den, so beruht die SPIM-Technologie auf der Weitfeldmikro-
skopie und ermdglicht die dreidimensionale bildliche Dar-
stellung von Proben auf der Grundlage von optischen Schnit-

ten durch verschiedene Ebenen der Probe.
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Dabei bestehen die Vorteile der SPIM-Technologie u.a. in
der groReren Geschwindigkeit, mit der die Bilderfassung er-
folgt, einem geringerem Ausbleichen von biologischen Pro-
ben, sowie einer erweiterten Eindringtiefe des Fokus in die

Probe.

Prinzipiell werden bei der SPIM-Technologie Fluorophore,
die in der Probe enthalten oder in die Probe eingebracht
sind, mit Laserlicht angeregt, das zu einem sogenannten
Lichtblatt geformt ist, bzw. auf eine Weise lber die Probe
gefihrt wird, daB sich effektiv, d.h. Uber den Zeitraum der
Beobachtung die Form eines Lichtblattes ergibt. Dabei wird
mit jeweils einem Lichtblatt eine Ebene in der Tiefe der
Probe beleuchtet, mittels dieser Beleuchtung wird ein Bild
der Probe in dieser Ebene gewonnen. Wesentlich ist, daB
Elemente in der Lichtblattebene auf die Ebene des Detek-
tors, der Teil der Detektierungseinrichtung ist, abgebildet
werden, bzw. daB Lichtblatt- und Detektorebene zueinander
konjugiert sind. In herkdémmlichen Mikroskopaufbauten, in
denen die Detektorebene senkrecht zur optischen Achse des
Detektierungsstrahlengangs 1liegt, steht die Richtung, in
der Licht detektiert wird, senkrecht oder zumindest nahezu

senkrecht auf der Ebene, in der beleuchtet wird.

Die SPIM-Technologie ist beispielsweise in Stelzer et al.,
Optics Letter 31,1477 (2006), in Stelzer et al., Science
305, 1007 (2004), in der DE 10257423A1 und in der WO
2004/0530558A1 beschrieben.

Ein anderes Verfahren, mit dem rdumliche Bilder einer Probe
gewonnen werden kénnen, ist die sogenannte optische Projek-

tions-Tomographie (OPT). Mit diesem Verfahren lassen sich
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auch dickere Proben als mit der SPIM-Technologie untersu-
chen, ohne jedoch auf géangige Einfdrbungen der Probe mit
Farbstoffen verzichten zu missen. Eine tomographische Ein-
richtung umfafit im wesentlichen ein Beleuchtungs- und Ab-
bildungssystem =~ beispielsweise ein Lichtmikroskop -, eine
Detektierungseinrichtung - in der Regel eine CCD-Kamera -
und eine Auswerteeinheit, in der die aufgenommenen Bilder
zu einem r&dumlichen Bild zusammengesetzt werden. Wie bei
anderen tomographischen Verfahren auch mul die Probe ge-
dreht werden, und es miissen eine Vielzahl von Bildern bei
verschiedenen Winkeln aufgenommen werden, aus denen dann
das Gesamtbild mittels eines Rekonstruktionsverfahrens er-
zeugt wird. Je mehr Bilder aufgenommen werden, desto hoher
ist die Genauigkeit. Zwischen zwei Bildern wird die Probe
daher nur um einen kleinen Betrag, beispielsweise einen
Winkel von 1° gedreht. Die Probe wird im Durchlicht be-
leuchtet, beispielsweise mit UV-Licht oder WeiBRlicht. Als
Lichtquellen lassen sich punktférmige Lichtquellen mit ei-
nem entsprechenden Offnungswinkel verwenden, so daB ein
Lichtkegel auf das Objekt geworfen wird. Auch flachige
Lichtquellen, d.h. Lichtquellen, die Licht Uber eine groBe
Flédche verteilt abstrahlen, lassen sich verwenden, wenn die
Lichtstrahlen der Quelle parallel auf die Probe treffen.
Dies entspricht einer im unendlichen angeordneten Punkt-
lichtquelle. Die Probe wird dann n&dherungsweise einer or-
thogonalen Parallelprojektion entsprechend auf den Detektor
projiziert. Die optische Achse des Beleuchtungsstrahlen-
gangs beim Auftreffen auf die Probe verlduft senkrecht zur
Rotationsachse der Probe. Licht, das von einem senkrecht
zur Rotationsachse der Probe liegenden Schnitt emittiert
wird, wird durch die Abbildungsoptik auf genau eine Zeile
des CCD-Detektors abgebildet. Da jedoch die gesamte Probe

beleuchtet wird, wird im Gegensatz zur konfokalen Mikrosko-
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pie auch die gesamte Probe auf den Detektor projiziert.
Beim Weg durch die Probe wird das Licht durch Absorption
oder Streuung geddmpft, so dal das projizierte Bild der
Probe einem Schattenbild entspricht, &hnlich wie beispiels-
weise klassische Rontgenbilder. Der Fokusbereich der Abbil-
dungsoptik hat die Form eines Doppelkegels, deren Spitzen
sich berthren. Er wird in der Regel nicht in das Zentrum
der Probe gelegt, sondern entlang der optischen Achse in
ihre vordere H&lfte, da der Scharfe-Doppelkegel nicht sym-
metrisch ist, sondern nur ein Drittel der Schidrfentiefe im
vorderen Bereich und zwei Drittel im hinteren Bereich lie-
gen. Durch die Verschiebung des Fokalpunktes kann die Probe

im ganzen auf diese Weise schdrfer abgebildet werden.

Gegeniber anderen etablierten mikroskopischen Verfahren,
auch gegenitber der SPIM-Technologie lassen sich mit OPT
auch Proben mit einer Dicke von etwa bis zu 15mm erfassen.
Eine Beobachtung ist sowohl im Hell- als auch im Dunkelfeld
moéglich, was auch die F&rbung der Probe mit anderen Farb-
stoffen als Fluorophoren méglich macht. Die Auflésung ist

allerdings geringer als bei der konfokalen Mikroskopie.

Die Methode der optischen Projektionstomographie ist bei-
spielsweise in J. Sharpe et al., Science 296, 541 (2002),
WO 2004/020996 und WO 2004/020997A1 beschrieben.

Im Gegensatz zur OPT-Technologie 1ist jedoch die SPIM-
Technologie anfdlliger gegeniber Effekten, die durch die
Streuung und Absorption von Licht hervorgerufen werden. Beil
SPIM-Bildern machen sich diese Artefakte beispielsweise als

Streifen bemerkbar.
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Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren und eine
optische Anordnung der eingangs beschriebenen Art dahinge-
hend weiterzuentwickeln, daR die Wirkung dieser Effekte bei
der radumlichen Darstellung der Probe vermindert werden

kann.

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs be-
schriebenen Art dadurch gelést, daB die Probe {ber eine
zweite Beleuchtungseinrichtung im Durchlicht im wesentli-
chen senkrecht zur Rotationsachse beleuchtet wird, wobei
das Abbildungsobjektiv mindestens einen Teil der Probe na-
herungsweise zentral als Schattenbild auf die Detektie-
rungseinrichtung projiziert, wobei mehrere Schattenbilder
der Probe aufgenommen werden und mindestens fur einen Teil
der Schattenbilder die Probe zwischen den Aufnahmen gedreht
und/oder verschoben wird. Aus den aufgenommenen Schatten-
bildern wird mittels eines RuUckprojektionsalgorithmus dann
ein zweiter Datensatz von raumlichen Bilddaten der Probe

konstruiert.

Es handelt sich also bei dem erfindungsgemdfBen Verfahren im
wesentlichen um eine Kombination der beiden Verfahren SPIM
und OPT, durchgefiihrt an derselben Probe. Da in beiden Fal-
len die Probe rotiert werden muBl um einen mehr oder weniger
kompletten Datensatz zu erhalten, lassen sich im wesentli-
chen die gleichen Aufbauten verwenden, wobei die Beleuch-
tungs- und/oder Abbildungseinstellungen jeweils an das ge-
wdhlte Verfahren angepafBt werden. Aufgrund der mit OPT ge-
wonnenen Daten ist es moglich, Artefakte im SPIM-Bild, d.h.
dem ersten Datensatz, leichter zu identifizieren. Dies

vermindert die Anfdlligkeit gegeniiber Fehlinterpretationen.
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Beide Verfahren lassen sich auch im wesentlichen parallel
durchfihren. Fir die Erzeugung eines OPT-Datensatzes muf
die Probe in kleinen Schritten von 1° oder weniger voll-
standig um 360° rotiert werden, jedoch nicht translatiert.
Im Gegensatz dazu mufl die Probe bei SPIM-Verfahren nicht
oder nur um wenige Stellungen rotiert werden, allerdings
muBl sie translatiert werden, wenn nicht die Optiken ent-
sprechend verschoben werden. Aufnahmen bei vier Winkelstel-
lungen, die sich jeweils um 90° voneinander unterschieden,
reichen im Allgemeinen aus. Fir jede Winkelstellung bzgl.
der Rotation ist es notwendig, entlang der Rotationsachse
verschiedene Schnittbilder aufzunehmen, da sich ansonsten
ein dreidimensionales Bild nur filir einen einzigen Schnitt

erzeugen liefle, was selbstverstandlich auch méglich ist.

Mit dem eben beschriebenen Verfahren lassen sich zwar Arte-
fakte im SPIM-Bild erkennen, jedoch nicht beseitigen. Dies
wird allerdings moéglich, wenn erster und zweiter Datensatz
mittels eines Registrierungsalgorithmus zu einem gemeinsa-
men Datensatz von rdumlichen Bilddaten fusioniert werden.
Erster Datensatz und zweiter Datensatz werden also in ein
gemeinsames Koordinatensystem transformiert und konnen auf
diese Weise bei der Darstellung in einem r&umlichen Bild
einander iiberlagert werden. Auch ist es moéglich, beispiels-
weise die Daten der OPT-Aufnahmen dazu zu benutzen, die Ar-
tefakte im Bild der SPIM-Aufnahme, die eine hohere Aufls-
sung besitzt, rechnerisch zu beseitigen. Dabei kann ausge-
nutzt werden, daB beide Verfahren mit unterschiedlichen Be-
leuchtungswellenldngen arbeiten koénnen. So kann mit der
SPIM-Beleuchtung beispielsweise die Fluoreszenz von in der
Probe enthaltenen Farbstoffen angeregt werden, die OPT-
Beleuchtung kann jedoch auch im infraroten Wellenl&ngenbe-

reich liegen. Die Wahl dieses Wellenldngenbereichs bietet
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den Vorteil, daBl das Licht einfacher in die Probe eindrin-
gen kann und weniger Streuverluste auftreten. Der so erhal-
tene zweite Datensatz 1laft sich dann als vereinheitlichter
Markierungskanal flir die SPIM-Fluoreszenzmessung verwenden.
Selbstverstdandlich kann die Probe im OPT-Verfahren auch mit
Licht beleuchtet werden, welches Fluoreszenz anregt, bei-
spielsweise mit Licht der gleichen Wellenl&dnge wie im SPIM-
Verfahren. Hier kann dann die gleiche Lichtquelle verwendet
werden. Obwohl das Ausbleichen der Probe in diesem Fall
stdrker ist und auch Streuverluste hodher sein koénnen, kann
der zweite Datensatz dennoch verwendet werden, um ein voll-
stdandiges Bild der Probe zu rekonstruieren, da der zweite
Datensatz trotz niedriger Aufldsung ein hohere Integritat

aufweist.

Mit der zweiten Beleuchtungseinrichtung kann die Probe bei-
spielsweise mit einer Lichtquelle fldchig beleuchtet wer-
den, d.h. mit einer Lichtquelle, deren Abstrahlfldche bei-
spielsweise so groB ist, daB die ganze Probe davon erfalt
wird. Dies ist vorteilhaft fir die Erzeugung eines Projek-
tionsbildes. Auch Punktlichtquellen mit einem Offnungswin-
kel, bzw. Abstrahllichtkegel sind fur die flachige Beleuch-
tung verwendbar, wobei das Schattenbild gegeniiber der tat-
sdchlichen GréBe der Probe vergroBert projiziert wird, Jje
nachdem wie nahe sich die Punktlichtquelle an der Probe be-
findet, da es sich um eine Zentralprojektion handelt. Bei
der fldchigen Beleuchtung hingegen wird eine - punktfdrmige
- Lichtquelle simuliert, die sich in unendlicher Entfernung
zum Objekt befindet, so dal die Strahlen parallel auf die
Probe treffen und die Probe als Parallelprojektion - eine
Sonderform der Zentralprojektion - auf die Detektierungs-
einrichtung projizieren. Im Falle der Parallelprojektion

ist die Projektion dariber hinaus orthogonal, da Projekti-
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onsrichtung und Detektierungsebene senkrecht zueinander

stehen.

Die =zweite Beleuchtungseinrichtung kann die Probe aller-
dings auch mit einer Punktlichtquelle konfokal beleuchten,
wobei das Licht der Punktlichtquelle die Probe bevorzugt
punktweise abtastet. Aufgrund der Projektion wird Licht nur
in dem Pixel beispielsweise einer CCD-Kamera registriert,
welches - parallel zur optischen Achse - der aktuellen Po-
sition des Lichtpunktes entspricht. Auf diese Weise lassen
sich durch Streuung auftretende Effekte ganz oder zumindest

nahezu vollstandig vermeiden.

Diese Aufgabe wird auBerdem flr eine optische Anordnung der
eingangs beschriebenen Art dadurch geldst, daB eine zweite
Beleuchtungseinrichtung mit einem zweiten Beleuchtungs-
strahlengang zur Beleuchtung der Probe im Durchlicht im we-
sentlichen senkrecht zur Ebene des Lichtblatts um im we-
sentlichen senkrecht zur Rotationsachse vorgesehen ist, wo-
bei die zweite Beleuchtungseinrichtung und die Abbildungs-
optik so aufeinander abgestimmt sind, dal mindestens ein
Teil der Probe nadherungsweise als Schattenbild auf die De-
tektierungseinrichtung projiziert wird. Die Steuereinheit
ist dabei zur Steuerung auBerdem so ausgelegt, daR mehrere
Schattenbilder der Probe aufgenommen werden und mindestens
fir einen Teil der Schattenbilder die Probe zwischen den
Aufnahmen gedreht und/oder verschoben wird. In der Auswer-
teeinheit ist ein Rilickprojektionsalgorithmus implementiert,
mittels dessen aus den aufgenommenen Schattenbildern ein
zweiter Datensatz von raumlichen Bilddaten der Probe kon-

struierbar ist.
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Diese Anordnung ist insbesondere zur Umsetzung des oben be-
schriebenen Verfahrens geeignet. Aufgrund der Tatsache, daB
sowohl SPIM-Verfahren - dieses optional - als auch OPT-
Verfahren eine Rotation der Probe erfordern, sowie aufgrund
der Tatsache, daR die erste Beleuchtungseinrichtung die
Probe im wesentlichen senkrecht in bezug auf die Richtung
der Detektierungsachse beleuchtet, Licht der zweiten Be-
leuchtungseinrichtung, der OPT-Beleuchtung, jedoch parallel
zur optischen Achse des Abbildungsobjektivs, ist eine Inte-
gration in ein gemeinsames System ohne grofen Aufwand und
ohne wesentliche Mehrkosten, beispielsweise in Form eines
zusdtzlichen Moduls, moglich. Zusdtzlich muB auch noch der
entsprechende Rlckprojektionsalgorithmus implementiert wer-

den.

Dabei ist es moglich, flir die erste Beleuchtungseinrich-
tung, d.h. die SPIM-Beleuchtung und filir die zweite Beleuch-
tungseinrichtung, d.h. die OPT-Beleuchtung, verschiedene
Beleuchtungslichtquellen zu verwenden, also im zweiten Be-
leuchtungsstrahlengang eine zweite Beleuchtungslichtquelle
vorzusehen. In diesem Fall kann beispielsweise als erste
Beleuchtungslichtquelle ein Laser, der Fluoreszenz anregt,
verwendet werden, und als zweite Beleuchtungslichtquelle
WeiBlicht oder Infrarotlicht. Allerdings ist es ebenso moég-
lich und durch entsprechende Anwendungen nahegelegt, die-
selbe Beleuchtungslichtquelle(n) fir das SPIM und OPT zu
verwenden, die dann entsprechend durch Strahlteiler aufge-
teilt werden. Dariber hinaus kénnen SPIM- und OPT-
Beobachtungen auch gleichzeitig durchgefiihrt werden, ggf.
auch mit der gleichen Lichtquelle. Verwendet man einen La-
ser als erste Beleuchtungslichtquelle, so 1l&Bt sich das
Lichtblatt auch effektiv durch das Fihren von Laserlicht

Uber die Probe wdhrend des Bearbeitungszeitraums formen.
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In einer bevorzugten Ausgestaltung der optischen Anordnung
ist die zweite Beleuchtungslichtquelle als Punktlichtquelle
ausgestaltet. Dabei kann die Punktlichtquelle zum einen so
ausgestaltet sein, daB sie einen gewissen Offnungskegel
aufweist, der die Probe vollst&dndig beleuchtet und sie zen-
tral auf die Detektierungseinrichtung projiziert. Es ist
zum anderen jedoch auch moéglich, die Punktlichtquelle kon-
fokal auszugestalten, so daB nur ein Punkt in der Probe be-
leuchtet wird. In diesem Fall sind bevorzugt auch Mittel
zur rasterfdérmigen Abtastung der Probe durch die Punkt-

lichtquelle vorgesehen.

In einer anderen bevorzugten Ausgestaltung der optischen
Anordnung ist die zweite Beleuchtungslichtquelle fl&chen-
férmig ausgestaltet. Die Probe wird dann parallel und or-
thogonal auf die Detektierungseinrichtung projiziert. 1In
diesem Fall kann die Beleuchtungslichtquelle beispielsweise
als Array von weiRen LED ausgestaltet sein. Auch die Ver-
wendung von Anregungslicht, welches durch Verwendung einer

Streuscheibe gestreut wird, ist denkbar.

Bevorzugt weist die Abbildungsoptik in einer Pupillenebene
Mittel zur Einstellung der Scharfentiefe, bevorzugf umfas-
send ein Blendenrad oder eine Irisblende auf. Dies ist ins-
besondere dann von Vorteil, wenn Abbildungssysteme mit ei-
ner hohen numerischen Apertur verwendet werden, die eine
geringe Scharfentiefe aufweisen. So arbeiten 2zwar auch
SPIM-Systeme in der Regel mit niedrigen numerischen Apertu-
ren in der GréBenordnung von 0,2, bei OPT-Systemen ist es
jedoch vorteilhafter, mit numerischen Aperturen von weniger
als 0,1 zu arbeiten, da die Fokustiefe auf diese Weise er-

héht wird. Grunds&dtzlich ist auch die Verwendung von Lin-
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sensystemen mit hoher numerischer Apertur, insbesondere
auch im SPIM-System moglich. Um jedoch beim Umschalten von
einer SPIM-Messung auf eine OPT-Messung nicht das Objektiv
wechseln zu missen - was selbstverstdndlich geht, wenn die
Objektive beispielsweise auf einem Revolver angeordnet sind
- bietet sich die Verwendung eines Blendenrades oder einer
Irisblende an, die beispielsweise beim Wechsel der Beleuch-
tung von SPIM zu OPT und umgekehrt entsprechend angesteuert
werden kdnnen um die Abbildungsoptik an die jeweilige Beob-

achtungsmethode anzupassen.

In einer besonders bevorzugten Ausfilhrung der Erfindung ist
in der Auswerteeinheit auBerdem ein Registrierungsalgorith-
mus implementiert, mittels dessen der erste und der zweite
Datensatz zu einem gemeinsamen Datensatz von rdumlichen
Bilddaten fusioniert werden koénnen. Auf diese Weise ist es
nicht nur moglich, beispielsweise Artefakte in den SPIM-
Bildern zu erkennen, sondern sie auch entsprechend zu kor-
rigieren. Auch eine einfache Uberlagerungsdarstellung bei-
der Bilddatensdtze ist selbstverstdndlich moglich, wenn sie

in das gleiche Koordinatensystem transformiert sind.

Die Erfindung soll im folgenden anhand von Ausfihrungsbei-
spielen ndher erldutert werden. In den =zugehtrigen Zeich-

nungen, die auch erfindungswesentliche Merkmale enthalten,

zeigt

Fig.1 den grundlegenden Aufbau einer optischen Anordnung
zur Untersuchung einer Probe,

Fig.2 die Beleuchtung der Probe mit einer fldchig ab-

strahlenden Lichtquelle im Detail, und
Fig.3 die Beleuchtung der Probe mit einer Punktlicht-

quelle im Detail.
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In Fig.1l ist zun&dchst der grundlegende Aufbau einer opti-
schen Anordnung zur Untersuchung einer Probe 1 dargestellt.
Die Probe 1 befindet sich in einer Probenhalterung 2. Die
Probe 1 kann beispielsweise in einem Gelzylinder aus Agaro-
se eingebettet sein. Die Probenhalterung 2 weist bevorzugt
ein =zylindrisches GefaB auf, in dem der Agarosezylinder
gehalten wird. Die Probenhalterung 2 ist verschiebbar gela-
gert und zwar in allen drei Raumrichtungen, wie durch die
Doppelpfeile angedeutet. AuBerdem ist sie noch um ihre Ro-
tationsachse rotierbar gelagert, wie durch den kreisférmi-
gen Pfeil angedeutet. Anstelle der Probenhalterung 2 kann
auch die Probe 1 selbst rotierbar und verschiebbar gelagert

sein.

Die Anordnung umfaBt eine erste Beleuchtungseinrichtung mit
einer ersten Beleuchtungslichtquelle 3 und einem ersten Be-
leuchtungsstrahlengang, dargestellt durch zwei Linsen 4 und
5. Uber den ersten Beleuchtungsstrahlengang wird Licht von
der ersten Beleuchtungslichtquelle 3 auf die Probe 1 ge-
lenkt. Die Beleuchtungseinrichtung ist dabei so ausgestal-
tet, daB sie die Probe 1 mit einem im wesentlichen ebenen
Lichtblatt, welches im wesentlichen parallel zur Rotations-

achse ausgerichtet ist, beleuchtet.

Die Anordnung umfaft auferdem eine Detektierungseinrichtung
zur Detektierung von Licht, das von der Probe 1 abgestrahlt
wird. Die Detektierungseinrichtung wird im vorliegenden
Fall durch einen CCD-Kamera 6, die Licht fl&chenfdérmig de-
tektiert, symbolisiert. Die Kamera mull dabei nicht unbe-
dingt einen CCD-Detektor aufweisen, auch CMOS-Detektoren
sind verwendbar, oder andere Detektoren, mit denen Licht

pixelweise, d.h. in Punkten detektiert werden kann.
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Dariber hinaus umfaft die Anordnung auch eine Abbildungsop-
tik, welche die Probe 1 Uber ein Abbildungsobjektiv 7 in
einem Abbildungsstrahlengang mindestens teilweise auf die
Detektierungseinrichtung abbildet. Die erste Beleuchtungs-
einrichtung ist so ausgelegt, daB mit ihr die Probe 1 gemal
der Vorgaben einer SPIM-Analyse beleuchtet werden kann. Das
Lichtblatt ist im Fokus des Abbildungsobjektivs 7 daher im
wesentlichen eben, das Abbildungsobjektiv 7 weist daridber
hinaus eine optische Achse auf, welche die Ebene des Licht-
blattes in einem von Null verschiedenen Winkel, bevorzugt
senkrecht schneidet. Licht, das aufgrund der Beleuchtung
der Probe 1 mit der ersten Beleuchtungseinrichtung detek-

tiert wird, wird somit als Schnittbild detektiert.

SchlieBlich umfaffit die Anordnung auch eine Steuereinheit 10
und eine Auswerteeinheit 11, wobei die Steuereinheit 10 zu
einer Steuerung derart ausgelegt ist, dab mehrere
Schnittbilder der Probe 1 aufgenommen werden kdénnen und die
Probe 1 zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder verschoben
werden kann, und wobeli die Auswerteeinheit 11 zur
Registrierung und Positionierung der aufgenommenen
Schnittbilder zu einem ersten Datensatz von raumlichen
Bilddaten ausgelegt ist.

Bei einer typischen SPIM-Analyse wird in jeder Winkelstel-
lung eine Vielzahl von Schnittbildern aufgenommen, zwischen
zwel Aufnahmen wird die Probe 1 nicht rotiert, jedoch senk-
recht zur Rotationsachse entlang der optischen Achse des
Abbildungsobjektivs 7 verschoben. Nachdem ein erster sol-
cher Satz von Schnittbildern fertiggestellt ist, wird die
Probe 1 beispielsweise um 90° - auch beliebige andere Rota-
tionswinkel sind bei SPIM-Analysen selbstverstdndlich ein-

stellbar - gedreht, bevor der ndchste Satz von Schnittbil-
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dern aufgenommen wird. Winkelstellungen und absolute Posi-
tionen im Koordinatensystem bei der Verschiebung werden von
der Steuereinheit 10 eingestellt und fir jedes Schnittbild
registriert, so dal die Auswerteeinheit 11 darauf zugreifen
kann. In dieser werden die S&tze von Schnittbildern regi-
striert, d.h. in ein gemeinsames Koordinatensystem trans-
formiert. AnschlieBend werden sie zu einem ersten Datensatz

von rdumlichen Bildern fusioniert.

Zusdtzlich zur Beobachtung und Analyse gemal der SPIM-
Methode 1aBt sich die Probe 1 auch mit der OPT-Methode, mit
optischer Projektionstomographie untersuchen. Dazu weist
die Anordnung eine zweite Beleuchtungseinrichtung mit einem
zweiten Beleuchtungsstrahlengang, dargestellt durch zwei
Linsen 12 und 13, zur Beleuchtung der Probe 1 im Durchlicht
im wesentlichen senkrecht zur Ebene des Lichtblatts und im
wesentlichen senkrecht zur Rotationsachse auf. Zweite Be-
leuchtungseinrichtung wund Abbildungsoptik sind dabei so
aufeinander abgestimmt, daR mindestens ein Teil der Probe
naherungsweise zentral als Schattenbild auf die Detektie-

rungseinrichtung, d.h. die CCD-Kamera 6 projiziert wird.

Die zweite Beleuchtungseinrichtung der Anordnung, wie sie
in Fig.l gezeigt ist, weist eine eigene zweite Beleuch-
tungslichtquelle 14 auf. Selbstverstdndlich ist es auch
moglich, Licht der ersten Beleuchtungslichtquelle 3 zur Be-
leuchtung des zweiten Beleuchtungsstrahlengangs zu verwen-
den, wenn die Applikationen und die von der ersten Beleuch-
tungslichtquelle 3 abgestrahlten Wellenldngen bzw. Wellen-
langenbereiche dies erlauben. Entsprechend sind dann bei-
spielsweise Strahlteiler vorzusehen. Die zweite Beleuch-
tungslichtquelle 14 kann als flachenférmige Lichtquelle

ausgestaltet sein, so daB die gesamte Probe mit parallelen
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Licht wie von einer unendlich entfernten Punktlichtquelle
bestrahlt wird. Als Spezialfall einer Zentralprojektion
wird die Probe 1 dann parallel und orthogonal auf die De-
tektierungseinrichtung projiziert. In einer anderen Ausge-
staltung kann die zweite Beleuchtungslichtquelle 14 auch
als Punktlichtquelle ausgestaltet sein. Die Probe 1 oder
zumindest ein Teil von ihr wird dann vergroBert auf die

CCD-Kamera 6 abgebildet.

Die Steuereinheit 10 ist dabei zur Steuerung so ausgelegt,
dal mehrere Schattenbilder der Probe 1 aufgenommen werden
und mindestens fir einen Teil der Schattenbilder die Probe
1 zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder verschoben wird.
In der Auswerteeinheit 11 ist auBerdem ein Riickprojektions-
algorithmus implementiert, mittels dessen aus den aufgenom-
menen Schattenbildern ein zweiter Datensatz von rdumlichen

Bilddaten der Probe konstruiert werden kann.

Der Vorteil dieser Kombination von SPIM- und OPT-Methode
liegt darin, daB sich bei der Probenuntersuchung genauere
Ergebnisse erzielen lassen. Beispielsweise machen sich Be-
reiche in der Probe 1, die im hohen MaBe Licht absorbieren
oder streuen, in den SPIM-Bildern als Streifen bemerkbar.
Die mit OPT erzeugten Bilder haben zwar eine geringere Auf-
l16sung, werden jedoch nicht nur bei wenigen Winkeln wie im
Falle der SPIM-Analyse, sondern bei vielen Winkeln aufge-
nommen. Die Probe 1 wird beispielsweise zwischen den Auf-
nahmen zweier Schattenbilder nur um einen Winkel von weni-
ger als 1° gedreht. Aufgrund der BAnalyse der OPT-Bilder

lassen sich die oben genannten Artefakte leichter erkennen.

Dariliber hinaus ist es auch méglich, daB in der Auswerteein-

heit 11 ein Registrierungsalgorithmus implementiert ist,
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mittels dessen der erste und der zweite Datensatz zu einem
gemeinsamen Datensatz von rdumlichen Bilddaten fusioniert
werden koénnen. Auf diese Weise kann man auf einen Vergleich
der beiden Bilder verzichten, da die Ergebnisse beider Un-
tersuchungen in einem einzigen Bilddatensatz, der als per-
spektivisches, r&umliches Bild auf einem Bildschirm darge-
stellt werden kann, enthalten sind. Alternativ oder in Er-
gdanzung koénnen die Daten des OPT-Bilddatensatzes auch dazu
benutzt werden, die Daten des SPIM-Datensatzes zu korrigie-

ren.

In Fig.2 ist die Anordnung aus Fig.l teilweise im Detail
dargestellt. Als zweite Beleuchtungslichtquelle 14 ist hier
eine Flachenlichtquelle 15 vorgesehen, wodurch eine unend-
lich entfernte Punktlichtquelle simuliert werden kann. Auf
die Darstellung der Linsen 12 und 13 wurde der Ubersicht-
lichkeit halber verzichtet, ebenso auf die Darstellung der
ersten Beleuchtungseinrichtung, deren Licht von unten als
Lichtblatt auf die Probe 1 gelenkt wird. Das Lichtblatt
selbst ist als schwarzer Balken, der die Probe 1 schneidet
dargestellt. Auch auf eine Darstellung der Auswerteeinheit
11 und der Steuereinheit 10 wurde verzichtet. Das Abbil-
dungsobjektiv 7 weist in der Regel eine niedrige numerische
Apertur auf, die Eindringtiefe des Fokus wird an die Pro-
bengréfe angepabt. Verwendet man ein Abbildungsobjektiv 7
mit hoher numerischer Apertur und geringer Schidrfentiefe,
so kann die numerische Apertur verkleinert und die Schar-
fentiefe verbessert werden, in dem man in einer Pupillen-
ebene ein Blendenrad oder eine Irisblende 16 einbringt. Auf
diese Weise wird die effektive Groke des Detektors veran-
dert und der Anteil des detektierten Streulichts kann gere-

gelt werden.
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Alternativ kann die Probe auch, wie in Fig.3 gezeigt, mit
einer Punktlichtquelle 17 bestrahlt werden. Es ergibt sich
dann eine klassische Zentralprojektion. Die Punktlichtquel-
le kann aber, bei entsprechender Ausstattung des Offnungs-
winkels und konfokaler Abbildung auf die Probe 1 auch dazu
verwendet werden, die Probe 1 punktweise abzutasten um ein
Bild zu erzeugen, welches nahezu keinen EinfluBl von ge-
streutem Licht aufweist, indem nur Licht an der Stelle der
CCD-Kamera 6 detektiert wird, die der aktuellen Position
der Punktlichtquelle senkrecht zur optischen Achse ent-
spricht. In diesem Fall konnen die SPIM-Daten auch dazu
verwendet werden, die OPT-Rekonstruktion zu verbessern, in-
dem beispielsweise SPIM-Bilder an den entsprechenden Stel-
len aufgenommen werden, die vom OPT-System gerade beleuch-
tet werden. Die konfokale OPT-Abtastung l&aBt sich auch dazu
verwenden, die Streuung fluoreszenten Lichts bei SPIM-
Aufnahmen abzuschdtzen und letztendlich auch die streifen-
formigen Artefakte zu korrigieren, in dem beispielsweise
beide Bilddatensdtze wie oben beschrieben zusammengefiigt

werden.

Bei einer Beleuchtung mit einer Punktlichtquelle 17 besteht
dariber hinaus der Vorteil, dal hohere numerische Aperturen
beim Abbildungsobjektiv 7 verwendet werden konnen. Auf die-
se Weise kann eventuelle Schaden, den die Beleuchtung beil
der Probe 1 erzeugt, vermindert werden, da die Beleuch-
tungsintensitdt geringer gehalten werden kann. AuBerdem
kénnen handelsiibliche Lasermodule mit Glasfasern, an deren
Ende das Licht nahezu punktfdérmig austritt, als Lichtquel-
len verwendet werden. SchlieBlich kann zwischen der Punkt-
lichtquelle 17 und der Probe 1 auch eine zusdtzliche Blende

eingebracht werden, um beispielsweise die Untersuchung auf
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ein besonders interessantes Gebiet der Probe 1 zu beschran-

ken, ohne den restlichen Teil der Probe 1 zu beschddigen.
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Bezugszeichenliste

1 Probe

2 Probenhalterung

3 erste Beleuchtungslichtquelle
4, 5 Linsen

6 CCD-Kamera

7 Abbildungsobjektiv

8, 9 Linse

10 Steuerheit

11 Auswerteeinheit

12, 13 Linsen

14 zweite Beleuchtungslichtquelle
15 Flachenlichtquelle

16 Irisblende

17 Punktlichtquelle
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Untersuchung einer Probe (1) bei dem

die Probe (1) um eine Rotationsachse rotierbar und ver-
schiebbar gelagert wird,

die Probe (1) iUber eine erste Beleuchtungseinrichtung
mit einem im wesentlichen ebenen Lichtblatt im wesent-
lichen parallel zur Rotationsachse beleuchtet wird, und
von der Probe abgestrahltes Licht Uber ein Abbildungs-
objektiv (7) mit einer optischen Achse, welche die Ebe-
ne des Lichtblatts in einem von Null verschiedenen Win-
kel, bevorzugt senkrecht, schneidet, auf eine Detektie-
rungseinrichtung als Schnittbild abgebildet wird,
mehrere Schnittbilder der Probe (1) aufgenommen werden
und mindestens fir einen Teil der Schnittbilder die
Probe (1) zwischen den Aufnahmen gedreht und/oder ver-
schoben wird,

und die aufgenommenen Schnittbilder registriert und zu
einem ersten Datensatz von rdumlichen Bilddaten der
Probe (1) fusioniert werden,

dadurch gekennzeichnet, daB

die Probe (1) tlber eine zweite Beleuchtungseinrichtung
im Durchlicht im wesentlichen senkrecht zur Rotations-
achse beleuchtet wird, wobei das Abbildungsobjektiv (7)
mindestens einen Teil der Probe (1) ndherungsweise zen-
tral als Schattenbild auf die Detektierungseinrichtung
projiziert,

wobei mehrere Schattenbilder der Probe (1) aufgenommen
werden und mindestens flir einen Teil der Schattenbilder
die Probe (1) zwischén den Aufnahmen gedreht und/oder

verschoben wird,
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aus den aufgenommenen Schattenbildern mittels eines
Rickprojektionsalgorithmus ein zweiter Datensatz von

rdumlichen Bilddaten der Probe (1) konstruiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
der erste und zweite Datensatz mittels eines Registrie-
rungsalgorithmus zu einem gemeinsamen Datensatz von

raumlichen Bilddaten fusioniert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dal die zweite Beleuchtungseinrichtung

die Probe (1) flachig beleuchtet.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf
die zweite Beleuchtungseinrichtung die Probe (1) konfo-
kal punktfdérmig beleuchtet und die Probe (1) punktweise
abtastet.

Optische Anordnung zur Untersuchung einer Probe (1),
umfassend

eine Probenhalterung (2) =zur Aufnahme der Probe (1),
wobei die Probe (1) und/oder die Probenhalterung (2)
um eine Rotationsachse rotierbar und verschiebbar gela-
gert ist,

eine erste Beleuchtungseinrichtung, umfassend eine er-
ste Beleuchtungslichtquelle (3) und einen ersten Be-
leuchtungsstrahlengang, zur Beleuchtung der Probe (1)
mit einem Lichtblatt,

eine Detektierungseinrichtung zur Detektierung von
Licht, das von der Probe (1) abgestrahlt wird,

eine Abbildungsoptik, welche die Probe (1) lber ein Ab-
bildungsobjektiv (7) in einem Abbildungsstrahlengang

mindestens teilweise auf die Detektierungseinrichtung
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abbildet, wobei das Licht, das aufgrund der Beleuchtung
der Probe (1) mit der ersten Beleuchtungseinrichtung
detektiert wird, als Schnittbild detektiert wird, und
wobel das Lichtblatt im Fokus des Abbildungsobjektivs
(7) im wesentlichen eben ist, und wobei das Abbildungs-
objektiv (7) eine optische Achse aufweist, die die Ebe-
ne des Lichtblatts in einem von Null verschiedenen Win-
kel, bevorzugt senkrecht, schneidet,

eine Steuereinheit (10) und eine Auswerteeinheit (11},
wobei die Steuereinheit (10) zu einer Steuerung derart
ausgelegt ist, dal mehrere Schnittbilder der Probe (1)
aufgenommen werden konnen und die Probe (1) zwischen
den Aufnahmen gedreht und/oder verschoben werden kann,
und wobei die Auswerteeinheit (11) zur Registrierung
und Fusionierung der aufgenommenen Schnittbilder zu ei-
nem ersten Datensatz von rdumlichen Bilddaten ausgelegt
ist,

dadurch gekennzeichnet, dal

eine zweite Beleuchtungseinrichtung mit einem zweiten
Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung der Probe (1)
im Durchlicht im wesentlichen senkrecht zur Ebene des
Lichtblatts und im wesentlichen senkrecht zur Rotati-
onsachse vorgesehen ist, wobei die zweite Beleuchtungs-
einrichtung und die Abbildungsoptik so aufeinander ab-
gestimmt sind, daBl mindestens ein Teil der Probe (1)
naherungsweise zentral als Schattenbild auf die Detek-
tierungseinrichtung projiziert wird,

wobel die Steuereinheit (10) zur Steuerung auBerdem so
ausgelegt ist, daf mehrere Schattenbilder der Probe (1)
aufgenommen werden und mindestens fir einen Teil der
Schattenbilder die Probe (1) zwischen den Aufnahmen ge-

dreht und/oder verschoben wird,
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in der Auswerteeinheit (11) ein Rilckprojektionsalgo-
rithmus implementiert ist, mittels dessen aus den auf-
genommenen Schattenbildern ein zweiter Datensatz von

rdumlichen Bilddaten der Probe(l) konstruierbar ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB im zweiten Beleuchtungsstrahlengang eine

zweite Beleuchtungslichtquelle (14) vorgesehen ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge-
kennzeichnet, daBR die zweite Beleuchtungslichtquelle

(14) als Punktlichtquelle (17) ausgestaltet ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dal Mittel zur rasterfdrmigen Abtastung der
Probe (1) durch die Punktlichtquelle (17) vorgesehen

sind.

Optische Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die =zweite Beleuchtungslichtquelle

(14) flachenformig beleuchtend ausgestaltet ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die zweite Beleuchtungslichtquelle (14)

als ein Array von weillen LED ausgestaltet ist.

Optische Anordnung nach einem der Anspriche 5 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, daB das Abbildungsobjektiv (7)
in einer Pupillenebene Mittel =zur Einstellung der
Scharfentiefe, bevorzugt umfassend ein Blendenrad oder

eine Irisblende (16) aufweist.
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Optische Anordnung nach einem der Anspriche 5 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, daf in der Auswerteeinheit (11)
ein Registrierungsalgorithmus implementiert ist, mit-
tels dessen der erste und der zweite Datensatz zu einem
gemeinsamen Datensatz von rdumlichen Bilddaten fusio-

niert werden konnen.
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