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Verfahren und Vorrichtung zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe, in dem ein z-

Stapel der Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen ist

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Festlegen eines z-
Bereiches in einer Probe, in dem ein z-Stapel der Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen

ist.

In der Mikroskopie gehort die Aufnahme eines z-Stapels bzw. die Aufnahme von Bildserien in
der z-Richtung (z. B. entlang der optischen Achse des Mikroskops) seit vielen Jahren zum
Stand der Technik. Bei der Aufnahme eines solchen z-Stapels werden in einem festgelegten z-
Bereich mehrere Einzelaufnahmen an unterschiedlichen z-Werten (Fokusebenen) innerhalb des
z-Bereiches durchgefiihrt, um z. B. ein Objekt in der Probe, wie beispielsweise eine Zelle, in
unterschiedlichen Ebenen aufzunehmen und dann basierend auf den Einzelaufnahmen des z-
Stapels z. B. eine dreidimensionale Rekonstruktion des z-Bereiches und somit des Objektes

durchzufiihren oder ein Bild des Objektes mit erweiterter Tiefenschérfe zu berechnen.

Bisher bestimmt der Benutzer des Mikroskops die wesentlichen Parameter fir die Aufhahme
des z-Stapels. Wenn mehrere gleichartige Proben im Rahmen eines Experimentes
aufzunehmen sind, werden neben der Bestimmung der Parameter vor Beginn des
Experimentes Ublicherweise zumindest einige Parameter vor der aktuellen Aufnahmeserie
nochmals manuell eingestellt. Zu den wesentlichen Parametern fiir die Aufnahme des z-Stapels
gehdren die Anzahl der z-Ebenen, in denen ein Bild aufgenommen wird, der Abstand der

einzelnen z-Ebenen und der Bereich, in dem der z-Stapel aufgenommen wird.

Wenn der Bereich festgelegt ist, muB lediglich die Anzahl der z-Ebene oder der Abstand der
einzelnen z-Ebenen noch festgelegt werden. Der jeweils andere Parameter ergibt sich dann

unter Berlicksichtigung des festgelegten z-Bereiches.



10

15

20

25

30

35

WO 2012/156150 PCT/EP2012/056210

Gerade die Festlegung des Bereiches, in dem der z-Stapel aufgenommen werden soll, ist selbst
fir erfahrene Mikroskopieanwender schwierig, da die Festlegung subjektiven Eindricken
unterworfen ist und insbesondere von der konkreten Darstellung am entsprechenden Bildschirm
abhangt. So ist es z. B. nicht mdglich, Intensitdten des Objektes in z-Ebenen mit dem Auge zu
quantifizieren und dies spater wieder genau so zu reproduzieren. Ferner ist der Schritt des
Festlegens in der Regel sehr zeitaufwendig, was auch noch eine in der Regel unerwiinscht
hohe Belastung der Probe mit sich bringt, da nur langsam die manuelle Einstellung der oberen

und unteren Grenze des z-Bereiches mdoglich ist.

Zudem birgt die manuelle Einstellung immer die Schwierigkeit von groBen Abweichungen der
Aufnahme eines z-Stapels einer ersten Probe und der Aufnahme eines z-Stapels einer zweiten
Probe im Rahmen eines Experimentes, da an Stelle eines objektiven Kriteriums lediglich der
optische Eindruck, den der Benutzer von der jeweiligen Probe hat, bestimmt, in welchem

Bereich der z-Stapel aufgenommen wird.

Ausgehend hiervon ist es daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren oder eine Vorrichtung
zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe, in dem ein z-Stapel der Probe mittels eines
Mikroskops aufzunehmen ist, zur Verflgung zu stellen, mit denen die eingangs beschriebenen

Schwierigkeiten mglichst vollstdndig Gberwunden werden kénnen.

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe geldst durch ein Verfahren zum Festlegen eines z-
Bereiches in einer Probe, in dem ein z-Stapel der Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen
ist, wobei auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlicksichtigung

zumindest eines vorbestimmten Parameters der z-Bereich automatisch festgelegt wird.

Da der z-Bereich bei dem erfindungsgemaBen Verfahren automatisch ausgehend von einem in
der Probe liegenden z-Wert (der insbesondere flr eine Fokus-Ebene der Probe steht) und
zumindest einem vorbestimmten Parameter festgelegt wird, kbénnen die eingangs
beschriebenen Schwierigkeiten Uberwunden werden. Es ist keine manuelle Interaktion des
Benutzers zur Festlegung des z-Bereiches mehr notwendig, wodurch eine schnelle, gute und

hoch reproduzierbare Festlegung des z-Bereiches mdglich ist.

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann einer der vorbestimmten Parameter ein
Schérfemal (z.B. eine Kontrastfunktion) der Probe sein, das z. B. ohne Zutun eines Benutzers
ermittelt und ausgewertet werden kann. Damit kann sehr objektiv der z-Bereich in der Probe

festgelegt werden, in dem das aufzunehmende Objekt liegt.
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So kann z.B. ein Wert des vorbestimmten Parameters festgelegt sein, der EinfluB auf die
Ausdehnung des z-Bereichs hat oder die Grenzen des z-Bereichs festlegt. Dieser vorbestimmte
Parameter ist insbesondere ein probenunabhéngiger Parameter. Hierunter wird hier
verstanden, daB der Parameter bei verschiedenen Proben genutzt werden kann und eher

selten vom Benutzer, insbesondere unerfahrenen Benutzern, geadndert werden muB.

Als Parameterwert eignet sich erfindungsgeman ein relativer Prozentwert x bezogen auf einen
maximalen oder minimalen Parameterwert des vorbestimmten Parameters. Im Zusammenhang
mit einer ScharfemaBbestimmung gibt der relative Prozentwert x an, daB eine Grenze des z-
Bereichs dann erreicht ist, wenn das Scharfemal bzw. der Scharfewert an einer z-Position auf
den x-ten Prozentanteil bezlglich des maximalen Scharfewertes an der gegebenen
Probenposition abgefallen ist.

Natlrlich kdnnen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren als Parameter beliebige
Scharfemalfunktionale zur Bestimmung eines ScharfemaBes dienen. Typischerweise sind dies
bei Autofokus-Algorithmen z.B. die Entropie, die Summe Uber Gradienten-Betrdge oder Summe
der Intensitaten.

Ferner kann bei dem erfindungsgemé&Ben Verfahren der in der Probe liegende z-Wert
automatisch, insbesondere durch ein Autofokussierverfahren, bestimmt werden. Mit dem
Autofokussierverfahren kann der schérfste in der Probe liegende z-Wert (Fokusposition)
bestimmt werden. Somit kann vollstdndig automatisch der z-Bereich in der Probe festgelegt
werden, da sowohl der in der Probe liegende z-Wert automatisch bestimmt wird, als auch der z-
Bereich basierend auf diesem z-Wert und auf dem Parameter z. B. des Autofokussierverfahrens

(z. B. ein ScharfemaB) automatisch festgelegt wird.

Im erfindungsgeméBen Verfahren kann der z-Bereich insbesondere anhand der Daten des
automatischen Bestimmens (z.B. des Autofokussierverfahrens, das bevorzugt als z-Wert die z-
Position in der Probe mit dem héchsten Scharfewert (Fokusposition) ermittelt) des in der Probe
liegenden z-Wertes festgelegt werden. Damit kann z.B. das flr die Bestimmung des in der
Probe liegenden z-Wertes durchgeflhrte Autofokussierverfahren auch gleich fir die Festlegung
des z-Bereiches benutzt werden, wodurch die Festlegung des z-Bereiches sehr schnell erfolgen

kann.

Ferner kann bei dem erfindungsgeméBen Verfahren die obere und untere Grenze des z-
Bereiches symmetrisch oder asymmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert bestimmt

werden. Wenn der z-Wert beispielsweise durch ein Autofokussierverfahren bestimmt ist, kann
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durch Auswertung des Abfalls des Scharfewertes die obere und untere Grenze des z-Bereichs
symmetrisch oder asymmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert (was hier dann der
Fokusposition entspricht) bestimmt werden. Damit ist beispielsweise eine sehr schnelle z-

Bereichsbestimmung mdglich.

Bei dem erfindungsgemé&Ben Verfahren kann anhand eines vorbestimmten Wertes des
zumindest einen Parameters eine Grenze des festzulegenden z-Bereichs bestimmt werden.
Natlrlich ist es mdglich, zwei vorbestimmte Werte des zumindest einen Parameters

vorzugeben, um beide Grenzen des festzulegenden z-Bereichs bestimmen zu kénnen.

Wenn nur eine Grenze des z-Bereichs basierend auf dem vorbestimmten Wert des zumindest
einen vorbestimmten Parameters bestimmt wird, ist es bevorzugt, daB der z-Bereich
symmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert bestimmt wird. Die symmetrische
Bestimmung des z-Bereiches ist besonders vorteilhaft, wenn der in der Probe liegende z-Wert

mittels eines Autofokussierverfahrens als schéarfster z-Wert (Fokusposition) bestimmt wurde.

Des weiteren kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ausgehend von dem in der Probe
liegenden z-Wert (bei der Bestimmung des z-Wertes mittels einem Autofokussierverfahrens
sollte der in der Probe liegende z-Wert der Fokusposition entsprechen) schrittweise mit grdBer
werdendem Abstand in z-Richtung jeweils der Wert einer KenngréBe ermittelt werden, die als
der vorbestimmte Parameter zur Festlegung des z-Bereiches dient. Bei der KenngréBe kann es
sich z. B. um eine MeBgrdBe oder um eine Observable und insbesondere um ein ScharfemaB

handeln, das beispielsweise auf Kontrast, Intensitat, usw. basiert.

Die schrittweise Ermittlung des Wertes des vorbestimmten Parameters (z.B. Schéarfewert) kann
nicht nur in z-Richtung, sondern auch in entgegengesetzter Richtung (-z-Richtung) durchgefiihrt
werden. Die SchrittlAnge ist bevorzugt konstant, kann aber auch variieren (z. B. zu- oder
abnehmen). Die z-Richtung ist z. B. die Richtung hin zum Objektiv des Mikroskops, so daf
dann die -z-Richtung die Richtung weg vom Objektiv ist. Natlrlich kann es auch umgekehrt

sein.

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann nach Festlegung des z-Bereiches der z-Stapel der

Probe in dem z-Bereich aufgenommen werden.

Ferner kdnnen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur Festlegung des z-Bereichs
Einzelaufnahmen der Probe in verschiedenen z-Ebenen gemacht werden, wobei zumindest ein
Teil der Einzelaufnahmen flir den aufzunehmenden z-Stapel der Probe genutzt wird. Damit ist

es sehr schnell mdglich, den z-Bereich automatisch festzulegen und auch noch die Aufnahme
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des z-Stapels durchzuflhren, da Einzelaufnahmen zur Festlegung des z-Bereichs flir die

Aufnahme des z-Stapels genutzt werden.

Ferner kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren (z.B. nach Aufnahme des z-Stapels der
Probe) zumindest ein weiterer z-Bereich jeweils auf der Basis eines in der Probe liegenden z-
Wertes und unter Berlcksichtigung zumindest eines vorbestimmten Parameters automatisch
festgelegt werden. Der vorbestimmte Parameter bzw. die vorbestimmten Parameter fir den
zumindest einen weiteren z-Bereich ist bzw. sind insbesondere derselbe Parameter wie fir den

zuvor festgelegten z-Bereich.

Bei dem z-Bereich kann es sich um dieselbe Probe bzw. denselben Abschnitt der Probe
und/oder um eine andere Probe bzw. einen anderen Abschnitt der Probe handeln, der
insbesondere lateral bzw. quer zur z-Richtung relativ. zum zuvor festgelegten

z-Bereich versetzt sein kann.

Somit kann beispielsweise eine Mosaikaufnahme durchgeflhrt werden. Auch ist es mdglich,
dasselbe Objekt in einer Zeitserie bzw. Uber lange Zeit zu beobachten. Auf jeden Fall kann fir
jeden z-Stapel der optimale z-Bereich automatisch festgelegt werden. Durch die hierdurch
optimierte Anzahl der Einzelaufnahmen (nicht zu viel, nicht zu wenig) kann die gesamte
Aufnahmedauer, Bilddatenmenge und auch die Lichtbelastung der Probe verringert werden.
Damit kénnen unndtige Einzelaufnahmen innerhalb eines z-Stapels vermieden werden,
wodurch die gesamte Aufnahmedauer und auch die Lichtbelastung der Probe verringert werden

kann.

Natdrlich muB nicht fir die Aufnahme jedes z-Stapels in erfindungsgemaBer Weise der z-
Bereich festgelegt werden. Wenn z. B. bei einer Zeitserie die Anderung des z-Bereiches von
der Aufnahme eines z-Stapels zum nachsten z-Stapel relativ gering ist, kann der z-Bereich des
vorhergehenden z-Stapels nochmals verwendet werden. Auch ist es mdglich, den z-Bereich
eines nachsten z-Stapels (in einer Zeitserie und/oder raumlich beabstandet) durch Interpolation
basierend auf zumindest zwei schon festgelegten z-Bereichen (z. B. durch lineare Interpolation)
oder durch Extrapolation basierend auf zumindest einem bereits festigelegten z-Bereich

festzulegen.

Insbesondere kann anhand des aufgenommenen z-Stapels bzw. der aufgenommenen z-Stapel
eine dreidimensionale Darstellung des aufgenommenen z-Bereiches rekonstruiert werden oder

ein Bild des Objektes mit erweiterter Tiefenschéarfe berechnet und bevorzugt dargestellt werden.
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Bei dem Mikroskop zur Aufnahme der Probe kann es sich um ein Weitfeldmikroskop oder um
ein konfokales Mikroskop (z. B. ein konfokales Mikroskop mit einem Einfach- oder Multi-Punkt-
Scanner, Streifenscanner oder Spinning-Disc) handeln. Ebenso kann das Mikroskop mit
strukturierter Beleuchtung arbeiten und/oder als Fluoreszenzmikroskop ausgebildet sein. Wenn
das Mikroskop als konfokales Mikroskop ausgebildet ist, wird als ScharfemaB insbesondere die

mittlere oder die summierte Intensitat der jeweiligen konfokalen Aufnahme verstanden.

Das erfindungsgemaBe Verfahren zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe kann in
vorteilhafter Weise bei voll- und teil-automatisierten Scanning- und Screening-Systemen
eingesetzt werden. Dies flhrt in vorteilhafter Weise flr den Benutzer eines solchen Systems zu

einem deutlich geringeren Aufwand zum Einstellen und Konfigurieren.

Bei automatischen Systemen zur Aufnahme von Praparaten auf Obijekttrdgern kann das
erfindungsgemaBe Verfahren zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe auch zur
Bestimmung der Proben- bzw. Praparatdicke an verschiedenen x/y-Positionen verwendet
werden. Dabei kann zumindest an einer x/y-Position die Probendicke durch Interpolation oder
Extrapolation basierend auf zumindest einem schon bestimmten Probendickenwert ermittelt

werden.

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann der in der Probe liegende z-Wert mittels der
automatischen Bestimmung einer Fokusebene ermittelt werden. Dabei kann die VergréBerung
bei der automatischen Bestimmung der Fokusebene gleich, gréBer oder kleiner sein als die
VergrdBerung, die dann bei der Aufnahme des z-Stapels vorliegt. Die entsprechende
Anpassung, sofern ndtig, flr die Aufnahme des z-Stapels kann basierend auf den bekannten
unterschiedlichen VergrdBerungen automatisch durchgeflhrt werden. Insbesondere kénnen die
Abstande der einzelnen z-Ebenen (flr die Einzelaufnahmen) nach den optischen Gesetzen

(z. B. Scharfentiefe) angepalt werden.

Ferner kann das erfindungsgeméBe Verfahren zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe
vorteilhaft bei Systemen zum automatischen Screening von Multiwell-Platten oder Kulturschalen
eingesetzt werden. In verschiedenen Wells (Vertiefungen) einer Multiwell-Platte kdnnen sich
unterschiedliche Proben befinden bzw. solche, die unterschiedliche Hohe und Schérfeebene
aufweisen. Eine automatische Konfiguration pro Vertiefung einer Multiwell-Platte erleichtert dem
Benutzer die Arbeit extrem bzw. spart viel Zeit. In &hnlicher Weise kann an verschiedenen
Probenpositionen in einer einzelnen Kulturschale mit dem erfindungsgemaBen Verfahren der z-

Bereich optimal festgelegt werden.
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Die Aufgabe wird ferner geldst durch eine Vorrichtung zum Festlegen eines z-Bereiches in einer
Probe, in dem ein z-Stapel der Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen ist, wobei die
Vorrichtung eine Steuereinheit aufweist, die dazu ausgebildet ist, auf der Basis eines in der
Probe liegenden z-Wertes und unter Beriicksichtigung zumindest eines vorbestimmten

Parameters den z-Bereich automatisch festzulegen.

Somit kann mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung automatisch der z-Bereich festgelegt

werden, wodurch die eingangs beschriebenen Schwierigkeiten (berwunden werden kénnen.

Vorteilhafte Weiterbildungen der erfindungsgemaBen Vorrichtung sind in den abhangigen

Vorrichtungsanspriichen angegeben.

Insbesondere kann die Vorrichtung das Mikroskop selbst enthalten, wobei das Mikroskop, wie
bereits beschrieben, ein Weitfeldmikroskop, ein konfokales Mikroskop oder ein sonstiges
Mikroskop sein kann. Insbesondere kann das Mikroskop als Fluoreszenzmikroskop ausgebildet

sein.

Die erfindungsgeméBe Vorrichtung kann so weitergebildet werden, daB mit ihr das
erfindungsgemaBe Verfahren (einschlieBlich seiner Weiterbildungen) durchgeflhrt werden
kann. Auch kann das erfindungsgemaBe Verfahren so weitergebildet werden, daB es die in
Verbindung mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung (einschlieBlich ihren Weiterbildungen)

beschriebenen Verfahrensschritte aufweist.

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlauternden
Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen
Kombinationen oder in Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden

Erfindung zu verlassen.

Nachfolgend wird die Erfindung beispielsweise anhand der beigeflgten Zeichnungen, die auch

erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch néher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Ausflhrungsform des erfindungsgeméaBen
Mikroskops;

Fig. 2a-2c Schnittdarstellungen eines aufzunehmenden Objektes 9 in einer Probe 6, wobei
unterschiedliche z-Aufnahmeebenen eingezeichnet sind;

Fig. 3a-3¢c schematische Darstellungen des SchéarfemaBverlaufes flir das Objekt 9 gemaB

Figuren 2a-2c;
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Fig. 4 ein Ablaufdiagramm einer weiteren Ausflhrungsform des erfindungsgeméaBen
Verfahrens;

Fig. 5 eine Draufsicht zur Erlduterung einer Mosaikaufnahme der Zelle 9;

Fig. 6 eine Seitenansicht flr die Mosaikabschnitte K21-K24;

Fig. 7 eine Seitenansicht gemaB Fig. 7 zur Erlauterung des bisher bekannten Vorgehens;

Fig. 8 eine Darstellung zur Erlauterung der Bestimmung des z-Bereiches fiir eine Zelle
deren z-Ausdehnung mit der Zeit groBer wird;

Fig. 9 eine Darstellung gemé&B Fig. 8 zur Erlauterung des bisher bekannten Vorgehens;

Fig. 10 eine Darstellung zur Erlauterung der Bestimmung des z-Bereiches flr eine Zelle 9,
die ihre z-Position mit der Zeit andert;

Fig. 11 eine Darstellung gemaB Fig. 10 zur Erlauterung des bisher bekannten Vorgehens;

Fig. 12 eine Darstellung eines nicht gauBférmigen Schérfeverlaufes zur Bestimmung des z-
Bereiches, und

Fig. 13 eine weitere Darstellung eines nicht gauBférmigen Scharfeverlaufes zur Bestimmung

des z-Bereiches.

Bei der in Fig. 1 gezeigten Ausfihrungsform umfaBt das erfindungsgeméaBe Mikroskop 1 ein
Stativ 2 mit einem Probentisch 3 und einer Mikroskopoptik 4, die schematisch als
Objektivrevolver mit drei Objektiven dargestellt ist. Der Abstand zwischen der Mikroskopoptik 4
(Obijektivrevolver) und dem Probentisch 3 ist zur Einstellung der Fokuslage (z-Position) bzw. zur

Fokussierung verénderbar, wie durch den Doppelpfeil P1 in Fig. 1 angedeutet ist.

Das Mikroskop 1 umfaBt ferner eine Aufnahmeeinheit 5 (beispielsweise eine CCD-Kamera), mit
der das vergrdBerte Bild einer zu untersuchenden Probe 6 aufgenommen werden kann. Die
Aufnahmeeinheit 5 ist mit einem schematisch dargestellten Computer 7 verbunden, der im

Betrieb das Mikroskop 1 lber einen Steuermodul 8 steuert.

Das Mikroskop 1 enthalt einen nicht gezeigten z-Trieb, mit dem der Abstand zwischen dem
Probentisch 3 und der Mikroskopoptik 4 (in z-Richtung) veranderbar ist, sowie einen nicht
gezeigten xy-Motor flr den Probentisch 3, mit dem die Position des Probentisches 3 in der xy-
Ebene (die y-Richtung erstreckt sich senkrecht zur Zeichenebene von Figur 1) einstellbar ist,

wobei sowohl der z-Trieb als auch der xy-Motor mittels des Steuermoduls 8 gesteuert werden.

Das erfindungsgemaBe Mikroskop 1 ist so ausgebildet, daB mit ihm Bildserien mit
unterschiedlichen Fokuslagen (unterschiedliche z-Werte) der Probe 6 bzw. eines Obijektes
innerhalb der Probe 6, wie z. B. einer zu untersuchende Zelle, aufgenommen werden kdnnen,

um daraus eine dreidimensionale Darstellung des aufgenommenen Objektes rekonstruieren zu
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kénnen. Eine solche Bildserie wird héufig auch z-Stapel genannt, wobei in der Regel neben
dem Abstand der einzelnen z-Ebenen noch der z-Bereich, in dem der z-Stapel aufgenommen

wird, festzulegen ist.

Dazu wird bei dem erfindungsgemaBen Mikroskop 1 zunéchst eine Autofokussierung
durchgeflhrt, bei der Werte eines ScharfemaBes in Abhédngigkeit der z-Position durch
Aufnahme von Bildern in unterschiedlichen z-Positionen und einer anschlieBenden Auswertung

gewonnen werden. Ein solcher ScharfemaBverlauf ist in Fig. 3a schematisch dargestellt.

Zur Gewinnung des ScharfemaBverlaufes kdnnen herkdmmliche Autofokussierverfahren
eingesetzt werden. Beispielsweise kann als ScharfemaB ein skalares Funktional S(B(x,y,z))
eingesetzt werden, das fir jedes mit der Aufnahmeeinheit 5 aufgenommenes Bild B(x,y,z) einen
skalaren Wert (den ScharfemaBwert) liefert, der mit zunehmender Bildschéarfe ansteigt (wie in
Fig. 3a gezeigt ist) und bei maximaler Bildschéarfe einen Extremwert aufweist. Natlrlich ist es
auch mdglich, daB das skalare Funktional so konstruiert ist, daB der ScharfemaBwert mit
zunehmender Bildscharfe abféllt und bei maximaler Bildschérfe ein Minimalwert vorliegt. Da in
der Regel die Funktionale S so konstruiert sind, daB sie bei maximaler Bildscharfe ein

Maximum aufweisen, wird hiervon in der weiteren Beschreibung ausgegangen.

Die Scharfefunktionale S liefern ein Skalar als ScharfenmaBwert, da in der Rechenvorschrift
des jeweiligen Scharfefunktionals (Ober die beiden Aufnahmedimensionen der
zweidimensionalen Aufnahme summiert bzw. integriert wird. Daher hangt der skalare
ScharfemaBwert bei gegebenem Bildabschnitt im wesentlichen nur noch von z und somit der
Fokuslage ab. Daher kann bei einem gegebenen Bildausschnitt das Funktional S als von der

Fokusposition z abhangig betrachtet werden (also S(z)).

Der maximale ScharfemaBwert S, liegt hier bei der z-Position z¢ vor, was der durch die Linie
L1 angedeuteten z-Ebene entspricht (Fig. 2a), wobei hier schematisch ein xz-Schnitt durch die
Probe 6 dargestellt ist und das aufzunehmende Objekt der Zellkern 10 einer Zelle 9 sein soll,
die schematisch dargestellt ist. Wie der Darstellung in Fig. 2a zu entnehmen ist, liegt die z-

Ebene mit dem z-Wert z; genau in der Mitte des Zellkernes 10.

Da bei der durchgefiihrten Autofokussierung der in Fig. 3a gezeigte ScharfemaBverlauf erhalten
wird, kann dieser neben der Ermittlung der z-Ebene mit der gréBten Schéarfe gleich dazu
genutzt werden, die untere und obere Grenze des z-Bereiches flir den z-Stapel automatisch
festzulegen. Das ScharfemaB (Schérfefunktional) S ist somit ein vorbestimmter Parameter fir

die Festlegung des z-Bereiches.
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Bei der hier beschriebenen Ausflihrungsform wird als untere Grenze der z-Wert z, festgelegt,
bei dem der ScharfemaBwert Siq = Smax ® 50 % betragt. Die Lage der entsprechenden z-Ebene

ist in Fig. 2b durch die Linie L2 angedeutet.

In gleicher Weise wird die obere Grenze des z-Bereiches bestimmt. Auch hier soll der
ScharfemaBwert S;iq = Smeax ® 50 % betragen, so daB der z-Wert zg ermittelt wird. Die
entsprechende Lage der z-Ebene ist in der Darstellung von Fig. 2c¢ durch die Linie L3

angedeutet.

Somit kann automatisch der z-Bereich (hier von z_ bis zg) festgelegt werden, ohne daB der
Benutzer eingreifen muB. Ausgehend von dem so festgelegten z-Bereich wird dann mittels des
Computers 7 automatisch der optimale Schnittabstand (z-Abstand fiir die einzelnen Aufnahmen
des z-Stapels) ermittelt und eingestellt. Dabei werden bevorzugt Parameter der Aufnahme, wie
z.B. die numerische Apertur der Mikroskopoptik 4, etc. in bekannter Art und Weise

berlcksichtigt.

Natlrlich muB der Prozentwert nicht 50 % betragen, sondern kann auch andere Werte
annehmen. Insbesondere  kdnnen die Prozentwerte  zur Bestimmung  der

ScharfemalBgrenzwerte flr den unteren und oberen Grenzwert z,, zg unterschiedlich sein.

Es sind somit ein vorbestimmter Parameter (das Schéarfefunktional) sowie zwei Werte des
vorbestimmten Parameters (die jeweils den Abfall des Schéarfewertes relativ zum maximalen
Scharfewert flir die obere und untere Grenze des festzulegenden z-Bereiches angeben) zur

automatischen Festlegung des z-Bereichs vorgegeben.

Mit den so bestimmten Aufnahmeparametern (also dem z-Bereich sowie dem z-Abstand) wird
dann der gewiinschte z-Stapel des Zellkerns 10 mittels des Mikroskops 1 aufgenommen (es
werden also mehrere Einzelaufnahmen innerhalb des bestimmten z-Bereiches und mit dem
bestimmten z-Abstand erstellt), um daraus dann z. B. eine dreidimensionale Darstellung des

Zellkerns 10 generieren zu kdnnen.

Die fUr die Autofokussierung aufgenommenen Bilder der Probe 6 weisen in der Regel eine
geringere Aufldésung auf als die dann fir den z-Stapel aufgenommenen Bilder, wodurch eine

schnelle Autofokussierung mit geringer Belastung der Probe 6 mdglich ist.

Nachfolgend wird in Verbindung mit Fig. 4 eine Abwandlung zur Festlegung des z-Bereiches

beschrieben. Zunéchst wird ein Autofokus-Lauf durchgeflhrt, um den z-Wert z; gréBter
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Bildscharfe zu bestimmen (Schritt S1). Dabei kann die in Verbindung mit Fig. 3a beschriebene

Autofokussierung verwendet werden oder auch jedes andere bekannte Verfahren.

Im nachfolgenden Schritt S2 wird die Startposition initialisiert (als Startposition z wird hier z¢
gewahlt), der SchéarfemaBwert S(zg) bestimmt und die Schrittweite dz gewahlt, wobei
beispielsweise als Schrittweite dz die Schéarfentiefe des Mikroskops 1 bzw. der verwendeten
Mikroskopoptik 4 gewahlt werden kann. Als SchérfemaB S(z) kann z.B. ein skalares
Scharfefunktional verwendet werden, das beispielsweise Entropie-MaBe berlicksichtigt, eine
Bild-Frequenz-Analyse oder eine einfache Summe Uber Gradienten durchfiihrt. Grundsétzlich
sind alle BildscharfemaBe, welche flr herkémmliche Autofokussierungsalgorithmen geeignet

sind, auch fiir das Scharfefunktional S gemaB Schritt S2 geeignet.

Es werden dann nacheinander die Schritte S3 bis S6 durchgeflihrt, wobei der Wert G, zur
Festlegung der unteren bzw. linken Grenze des z-Bereiches dient und hier einen Wert von
beispielsweise 0,5 aufweist. Solange der ScharfemaBwert S(z) flr die an den unterschiedlichen
Positionen durchgeflhrten Bildaufnahmen gréBer ist als G, ® S(z¢), werden weitere Aufnahmen
durchgefiihrt. Sobald diese Bedingungen nicht mehr erfiillt sind, ist der vorliegende z-Wert der

Wert der unteren Grenze z,.

Sobald dieser Grenzwert bestimmt ist (Schritt S7), werden die Schritte S8-S13 durchgefiihrt, um
den oberen Grenzwert zg zu bestimmen. Als Wert flir Gg in Schritt S12 wird hier wiederum 0,5
verwendet. Natlrlich missen die Werte G, und Gg nicht gleich sein, sondern kdnnen auch
unterschiedlich sein.

Nach Durchflhrung der Schritte S1-S13 sind die beiden Grenzwerte des z-Bereiches
automatisch bestimmt, so daB der z-Bereich automatisch festgelegt wurde. Es kann dann in

bekannter Art und Weise der z-Stapel aufgenommen werden.

Um die Geschwindigkeit der Festlegung des z-Bereiches zu erhdhen, kann auf die Schritte S8
bis S13 verzichtet werden, um den Wert zg zu ermitteln. In diesem Fall kann man z. B. einen

symmetrischen z-Bereich um z; herum durch folgende Gleichung festlegen zg = z¢ + (z¢ - 7,).

Bei den Schritten S3 und S9 wurde als Schrittweite die Scharfentiefe der verwendeten
Mikroskopoptik 4 gewahlt. Natlrlich sind auch kleinere oder gréBere Schrittweiten mdoglich.
Wenn man eine hdhere Genauigkeit wiinscht, kann man eine geringere Schrittweite wahlen,
wobei Werte bis zu der halben Scharfentiefe von Vorteil sind. Wenn man eine hdhere
Geschwindigkeit bei der Ermittlung des z-Bereiches wilinscht, kann man eine gréBere
Schrittweite wahlen. Diese kann z. B. bis zum 1,5-fachen der Schéarfentiefe betragen.
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Bei der in Verbindung mit Fig. 4 beschriebenen Bestimmung des z-Bereiches kann statt einem
Autofokuslauf im Schritt S1 ein beliebiger z-Wert innerhalb der Zelle 9 vorgegeben werden.
Aufgrund der Schritte S2 bis $13 kann, selbst wenn der z-Wert nicht in der Ebene der optimalen

Scharfe liegt, der relevante und gewlinschte z-Bereich duBerst genau festgelegt werden.

Wenn eine Mosaikaufnahme der Zelle 9 bzw. eines sonstigen aufzunehmenden Objektes
durchzuflhren ist, kann die erfindungsgeméaBe Festlegung des z-Bereiches flr jedes
Mosaikelement separat durchgeflhrt werden, was zu einer Vermeidung von unndtigen
Einzelaufnahmen flhrt, wie nachfolgend im Detail beschrieben wird.

In Fig. 5 ist in Draufsicht das aufzunehmende Objekt 9 gezeigt und sind zwdlf Mosaikabschnitte
K11-K33 eingezeichnet, wobei in jedem der Mosaikabschnitte K11-K33 die Aufnahme eines z-
Stapels mittels des Mikroskops 1 (Fig. 1) durchzuflhren ist. In Fig. 6 ist in einer Seitenansicht
das aufzunehmende Objekt 9 im Bereich der Mosaikabschnitte K21, K22, K23 und K24
dargestellt. Da fir jeden der Mosaikabschnitte K21-K24 vor der Aufnahme zunachst der z-
Bereich automatisch in der beschriebenen Art und Weise festgelegt wird, ist der z-Bereich fiir
den Mosaikabschnitt K21-K24 optimal festgelegt, wie durch die gestrichelten Linien in Fig. 6, die

die obere und untere Grenze des z-Bereiches darstellen, gezeigt ist.

In Fig. 7 ist zum Vergleich die bisher bekannte Losung angegeben, bei der vor Beginn der
Messung die Festlegung des z-Bereiches durchgeflihrt wird. Dabei wird der z-Bereich natirlich
basierend auf dem Abschnitt der Zelle 9 festgelegt, der die groBte z-Ausdehnung aufweist, wie
dies schematisch in Fig. 7 dargestellt ist. Dies fihrt nachteilig dazu, daB beispielsweise im
Mosaikabschnitt K21 bei der Aufnahme des entsprechenden z-Stapels unnétige
Einzelaufnahmen durchgefihrt werden, die nicht die Zelle 9 selbst enthalten. Dies fihrt zu einer
insgesamt unndétig langen MeBzeit und auch zu einer starken und nicht notwendigen Belastung

der Probe durch Einzelaufnahmen, die eigentlich nicht notwendig sind.

Bei der Mosaikaufnahme kann, wie beschrieben wurde, fir jeden Mosaikabschnitt K11-K34
eine automatische Festlegung des z-Bereiches durchgeflihrt werden. Es ist jedoch auch
maoglich, nicht flr jeden Mosaikabschnitt K11-K34 den z-Bereich in der angegebenen Art und
Weise automatisch festzulegen. Beispielsweise kann flir zumindest einen Mosaikabschnitt (hier
z. B. der Mosaikabschnitt K12) der z-Bereich durch Interpolation aus den bereits festgelegten z-
Bereichen von zwei oder mehreren benachbarten Mosaikabschnitten (beispielsweise die
Mosaikabschnitte K11 und K13) festgelegt werden. Auch eine Festlegung mittels Extrapolation

basierend auf zumindest einem bereits festgelegten z-Bereich ist moglich.
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Ein weiteres Beispiel der vorteilhaften Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens zum
Festlegen eines z-Bereiches wird in Verbindung mit Fig. 8 beschrieben. Dort ist die
aufzunehmende Zelle 9 schematisch zu drei verschiedenen Zeitpunkten t1, t2 und 13
dargestellt, wobei angenommen wird, daB die Zelle 9 wachst, so daB unter anderem ihre

Ausdehnung in z-Richtung mit zunehmender Zeit gréBer wird.

ErfindungsgemaB wird daher vor der Aufnahme eines z-Stapels (bevorzugt vor jeder Aufnahme
eines z-Stapels) die erfindungsgemaBe Festlegung des z-Bereiches automatisch durchgefiihrt,
so daB stets optimal angepaBte Grenzen flr den z-Bereich zu allen Zeitpunkten t1-t3 vorliegen,
wie durch die gestrichelten Linien, die die Ober- und Untergrenze darstellen sollen, dargestellt

ist.

Im Vergleich dazu ist in Fig. 9 der herkbmmliche Ansatz gezeigt. Bisher muBte man die grdBte
Ausdehnung in z-Richtung in Abhangigkeit der Zeit t annehmen und darauf basierend den z-
Bereich bestimmen. Dies flhrt dazu, daB der z-Bereich fir die Zeitpunkte t1 und 12 viel zu groB3
gewahlt ist, so daB wiederum unndtige Einzelaufnahmen wéahrend der Aufnahme eines z-
Stapels durchgeflhrt werden, die die MeBzeit verlangern und eine unerwiinschte
Probenbelastung nach sich ziehen. Des weiteren muB man einen gewissen Sicherheitsabstand
vorsehen, so daB die obere und untere Grenze zum Zeitpunkt t3 zu weit von der Zelle 9 entfernt
ist. Dies fuhrt somit dazu, daB selbst zum Zeitpunkt t3 unndtige Einzelaufnahmen in z-
Abschnitten oberhalb und unterhalb der Zelle 9 gemacht werden, wobei diese unndtigen
Einzelaufnahmen in diesen z-Abschnitten auch noch zu den Zeitpunkten t1 und t2 durchgefiihrt

werden.

In Fig. 10 ist der Fall gezeigt, daB sich die Position der Zelle 9 in z-Richtung in Abh&ngigkeit der
Zeit andert. Dies kann beispielsweise der Fall sein, wenn die Zelle 9 in einer Nahrldésung
vorhanden ist, so daB ein Fixieren in z-Richtung nicht oder nur sehr schwierig mdglich ist. Mit
dem erfindungsgemaBen Festlegen des z-Bereiches ist dies aber unproblematisch, da vor
Durchflhrung der Messung stets der optimale z-Bereich automatisch festgelegt wird, wie
wiederum durch die gestrichelten Linien, die die obere und untere Grenze des z-Bereiches
andeuten, dargestellt ist. Zu jedem der gezeigten Zeitpunkte t1, t2 und t3 wird der optimale z-
Bereich bestimmt und festgelegt, so daB dann der z-Stapel zu diesen Zeiten 11-t3

aufgenommen werden kann.

Der bisherige Ansatz bestand darin, eine Anhahme (ber den minimalen und maximalen z-Wert
der Zelle 9 zu treffen, die wahrend der Messungen auftreten, und darauf basierend den z-
Bereich festzulegen, was beispielsweise zu den in Fig. 11 gezeigten Grenzen (die wiederum

durch gestrichelte Linien dargestellt sind) fiihrt. Aufnahmen des z-Stapels zu den Zeiten t1, 2
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und t3 flihren dann zu einer Vielzahl von unnétigen Einzelaufnahmen, da die Grenzen sehr weit

von der Zelle 9 entfernt sind im Vergleich zu der Darstellung von Fig. 10.

Natdrlich kbénnen die in Verbindung mit Fig. 5 bis 11 beschriebenen vorteilhaften

Ausfihrungsformen auch beliebig untereinander kombiniert werden.

In Fig. 12 ist das ScharfemaB S in ahnlicher Weise wie in Fig. 3b dargestellt, wobei bei Fig. 12
ein nicht gauBférmiger Scharfeverlauf angenommen wird. In diesem Fall kann z. B. die untere
Grenze des z-Bereiches durch den Abfall des ScharfemaBwertes auf 50 % bezogen auf den
lokalen Maximalwert bestimmt werden, wie in Fig. 12 angedeutet ist. Da der Schérfeverlauf in
Richtung groBer werdender z-Werte ansteigt und nicht wieder abfallt oder oberhalb eines
voreingestellten Schwellwertes liegt, kann als obere Grenze flir den z-Bereich z. B. automatisch
die Suchgrenze die Autofokusroutine verwendet werden. Alternativ ist es mdglich, die obere

Grenze basierend auf der ermittelten unteren Grenze zu bestimmen.

In Fig. 13 ist der Fall gezeigt, daB aufgrund des Scharfeverlaufes nur die obere Grenze ermittelt
werden kann. In diesem Fall wird dann die untere Grenze in &hnlicher Weise wie die obere
Grenze bei der Variante gemaB Fig. 12 bestimmt.

Die beschriebene Art der Bestimmung des z-Bereiches geht davon aus, daB diese Bestimmung
fir einen Aufnahmekanal des Mikroskops 1 durchgefihrt wird. Wenn die Probe 9 eingeféarbt ist,
z. B. mit unterschiedlich fluoreszierenden Markierungsstoffen, kann fir jeden Aufhahmekanal
separat der z-Bereich festgelegt werden und auch die Aufnahme des z-Stapels flir den

entsprechenden Kanal mit dem zugeordneten z-Bereich durchgeflhrt werden.

Bei den beschriebenen Ausfiihrungsformen wurde davon ausgegangen, daB das Mikroskop 1
als Weitfeldmikroskop ausgebildet ist. Natirlich muB das Mikroskop 1 kein Weitfeldmikroskop
sein. Beispielsweise kann das Mikroskop 1 als konfokales Mikroskop ausgebildet sein. In
diesem Fall kann man anstatt von dem SchérfemaB und dem ScharfemaBwert von einer
mittleren Intensitdt und einem mittleren Intensitatswert sprechen. Alle anderen Aspekte kénnen
in gleicher oder ahnlicher Weise wie bei den oben beschriebenen Ausflihrungsformen

verwirklicht sein.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe, in dem ein z-Stapel der
Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen ist,
wobei auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlcksichtigung

zumindest eines vorbestimmten Parameters der z-Bereich automatisch festgelegt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem ein ScharfemaB der Probe als der vorbestimmte

Parameter berlcksichtigt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem eine Kontrastfunktion als der vorbestimmte

Parameter berlcksichtigt wird.

4. Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem der in der Probe liegende z-Wert

automatisch, insbesondere durch ein Autofokussierverfahren, bestimmt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem Daten des automatischen Bestimmens des in der

Probe liegenden z-Wertes auch zur Festlegung des z-Bereiches genutzt werden.

6. Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem die obere und untere Grenze des

z-Bereiches symmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert bestimmt werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem die obere und untere Grenze des

z-Bereichs asymmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert bestimmt werden.

8. Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem ausgehend von dem in der Probe
liegenden z-Wert schrittweise mit gréBer werdendem Abstand in z-Richtung jeweils der Wert

des vorbestimmten Parameters ermittelt wird.
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9. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, bei dem anhand eines vorbestimmten
Wertes des zumindest einen vorbestimmten Parameters eine Grenze des festzulegenden z-

Bereichs bestimmt wird.

10. Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem nach Festlegung des z-Bereiches

der z-Stapel der Probe in dem z-Bereich aufgenommen wird.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, bei dem zur Festlegung des z-Bereichs
Einzelaufnahmen der Probe in verschiedenen z-Ebenen gemacht werden, wobei zumindest ein

Teil der Einzelaufnahmen flir den aufzunehmenden z-Stapel der Probe genutzt wird.

12.  Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem zumindest ein weiterer z-Bereich
jeweils auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlicksichtigung

zumindest eines vorbestimmten Parameters automatisch festgelegt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, bei dem der zumindest eine weitere z-Bereich fir
denselben Abschnitt der Probe festgelegt wird, fr den der zuvor festgelegte z-Bereich
festgelegt wurde, wobei die z-Bereiche bevorzugt zu verschiedenen Zeitpunkten festgelegt

werden.

14.  Verfahren nach Anspruch 12, bei dem der zumindest eine weitere z-Bereich flr einen
Abschnitt der Probe festgelegt wird, der lateral versetzt ist zu dem Abschnitt der Probe, fiir den

der zuvor festgelegte z-Bereich festgelegt wurde.

15. Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 11, bei dem zumindest zwei weitere z-Bereiche
jeweils auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlicksichtigung
zumindest eines vorbestimmten Parameters automatisch festgelegt werden, wobei zumindest
ein erster der weiteren z-Bereiche flr denselben Abschnitt der Probe festgelegt wird, flr den
bereits zeitlich vorher ein z-Bereich festgelegt wurde, und zumindest ein anderer der weiteren
z-Bereiche fiir einen Abschnitt der Probe festgelegt wird, der lateral versetzt ist zu dem

Abschnitt der Probe, flr den bereits zeitlich vorher ein z-Bereich festgelegt wurde.

16.  Verfahren nach einem der Ansprliche 12 bis 15, bei dem nach Festlegen des zumindest
einen weiteren z-Bereiches der z-Stapel der Probe in dem zumindest einen weiteren z-Bereich

aufgenommen wird.
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17.  Verfahren nach einem der obigen Anspriiche, bei dem basierend auf einem in der Probe
liegenden z-Wert und unter Berlicksichtigung eines vorbestimmten Parameters die Ausdehnung

der Probe in z-Richtung automatisch bestimmt wird.

18.  Vorrichtung zum Festlegen eines z-Bereiches in einer Probe, in dem ein z-Stapel der
Probe mittels eines Mikroskops aufzunehmen ist,

wobei die Vorrichtung eine Steuereinheit (7) aufweist, die dazu ausgebildet ist, auf der Basis
eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlcksichtigung zumindest eines

vorbestimmten Parameters den z-Bereich automatisch festzulegen.

19.  Vorrichtung nach Anspruch 18, bei der die Steuereinheit (7) ein ScharfemaB oder eine

Kontrastfunktion der Probe als den vorbestimmten Parameter ber{icksichtigt.

20. Vorrichtung nach Anspruch 18 oder 19, die eine Bestimmungseinheit (7, 8) aufweist, die
den in der Probe liegenden z-Wert bestimmt, insbesondere durch ein Autofokussierverfahren,

und der Steuereinheit (7) mitteilt.

21.  Vorrichtung nach Anspruch 20, bei der die Steuereinheit (7) Daten der

Bestimmungseinheit zur Festlegung des z-Bereiches verwendet.

22.  Vorrichtung nach einem der Anspriliche 18 bis 21, bei der die Steuereinheit (7) die obere
und untere Grenze des z-Bereiches symmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert

bestimmt.

23.  Vorrichtung nach einem der Anspriliche 18 bis 21, bei der die Steuereinheit (7) die obere
und untere Grenze des z-Bereichs asymmetrisch zu dem in der Probe liegenden z-Wert

bestimmt.

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 23, bei der die Steuereinheit (7)
ausgehend von dem in der Probe liegenden z-Wert schrittweise mit groBer werdendem Abstand

in z-Richtung jeweils den Wert des vorbestimmten Parameters ermittelt.

25.  Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 24, bei der die Steuereinheit (7) anhand
eines vorbestimmten Wertes des zumindest einen vorbestimmten Parameters eine Grenze des

z-Bereichs bestimmi.

26. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 25, die das Mikroskop (1) aufweist, das

nach Festlegung des z-Bereiches den z-Stapel der Probe in den z-Bereich aufnimmit.
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27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 25, bei der zur Festlegung des z-Bereichs
mittels des Mikroskops Einzelaufnahmen der Probe in verschiedenen z-Ebenen gemacht
werden, wobei die Steuereinheit (7) zumindest einen Teil der Einzelaufnahmen fir den

aufzunehmenden z-Stapel der Probe nutzt.

28. Vorrichtung nach einem der Anspriliche 18 bis 27, bei der die Steuereinheit (7) zumindest
einen weiteren z-Bereich jeweils auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter

Berlcksichtigung zumindest eines vorbestimmten Parameters automatisch festlegt.

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, bei der die Steuereinheit (7) den zumindest einen
weiteren z-Bereich flr denselben Abschnitt der Probe festlegt, flr den der zuvor festgelegte z-
Bereich festgelegt wurde, wobei die Steuereinheit die z-Bereiche bevorzugt zu verschiedenen

Zeitpunkten festlegt.

30. Vorrichtung nach Anspruch 28, bei der die Steuereinheit (7) den zumindest einen
weiteren z-Bereich flr einen Abschnitt der Probe festlegt, der lateral versetzt ist zu dem
Abschnitt der Probe, flr den der zuvor festgelegte z-Bereich festgelegt wurde.

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 27, bei der die Steuereinheit (7) zumindest
zwei weitere z-Bereiche jeweils auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter
Berlcksichtigung zumindest eines vorbestimmten Parameters automatisch festlegt, wobei
zumindest ein erster der weiteren z-Bereiche flr denselben Abschnitt der Probe festgelegt wird,
fir den bereits zeitlich vorher ein z-Bereich festgelegt wurde, und zumindest ein anderer der
weiteren z-Bereiche fiir einen Abschnitt der Probe festgelegt wird, der lateral versetzt ist zu dem

Abschnitt der Probe, flr den bereits zeitlich vorher ein z-Bereich festgelegt wurde.

32. Vorrichtung nach einem der Anspriche 28 bis 31, bei der das Mikroskop (1) nhach
Festlegung des zumindest einen weiteren z-Bereiches den z-Stapel der Probe im zumindest

einen weiteren z-Bereich aufnimmt.

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 32, bei der die Steuereinheit (7) dazu
ausgebildet ist, auf der Basis eines in der Probe liegenden z-Wertes und unter Berlcksichtigung
eines vorbestimmten Parameters die Ausdehnung der Probe in z-Richtung automatisch zu

bestimmen.
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