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Fig. 1

(57) Abstract: The invention relates to a microscope having: an illumination beam path with an illumination control device for illumi-
nating a specimen, a detection beam path for directing radiated emission light toward a camera and having a control unit for controlling
the illumination control device and the camera, wherein the control unit is designed to synchronise regions to be read of a sensor surface
of the camera with a position of the excitation light, which position is defined by the illumination control device; and having an image
splitter unit in the detection beam path for splitting the emission light into a plurality of partial beam paths which each produce a partial
image of the specimen on the sensor surface of the camera, wherein the partial images lie next to one another such that linear regions
in the partial images, which regions correspond to a position of the excitation light defined by the illumination control device on ot in

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]



WO 2023/117236 A | [IN 1000000 00RO 0O

SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, WS, ZA, ZM, ZW.

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
CV, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL,
ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG,
KZ,RU, TJ, TM), europdisches (AL, AT, BE, BG, CH, CY,
CZ,DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, [E, IS, IT,
LT, LU, LV,MC, ME, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS,
SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Erklirungen gemifl Regel 4.17:
—  Erfindererkldrung (Regel 4.17 Ziffer iv)

Veroffentlicht:
—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
3)

the sample, lie on the same line or the same lines of the sensor surface.

(57) Zusammenfassung: Mikroskop mit einem Beleuchtungsstrahlengang mit einer Beleuchtungssteuerungseinrichtung zum Beleuch-
ten einer Probe, mit einem Detektionsstrahlengang zum Leiten von abgestrahltem Emissionslicht zu einer Kamera und mit einer Steu-
ereinheit zum Ansteuern der Beleuchtungssteuerungseinrichtung und der Kamera, wobei die Steuereinheit dazu eingerichtet ist, auszu-
lesende Bereiche einer Sensorfliche der Kamera mit einer durch die Beleuchtungssteuerungseinrichtung definierten Position des An-
regungslichts zu synchronisieren, mit einer Bildteilereinheit im Detektionsstrahlengang zum Aufteilen des Emissionslichts in mehrere
Teilstrahlenginge, die jeweils ein Teilbild der Probe auf der Sensorfliche der Kamera erzeugen, wobei die Teilbilder dergestalt ne-
beneinander liegen, dass linienférmige Bereiche in den Teilbildern, die einer durch die Beleuchtungssteuerungseinrichtung definierten
Position des Anregungslichts auf oder in der Probe entsprechen, auf derselben Zeile oder denselben Zeilen der Sensorfliche liegen.
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MIKROSKOP UND VERFAHREN ZUR MIKROSKOPIE

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem ersten Gesichtspunkt ein Mikroskop nach
dem Oberbegriff des Anspruchs 1. Aul3erdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur
Mikroskopie.

Ein gattungsgeméaes Mikroskop ist beispielsweise bekannt aus US7335898 und weist
auf: einen Beleuchtungsstrahlengang mindestens mit einer Beleuchtungssteuerungs-
einrichtung und einem Beleuchtungsobjektiv zum, insbesondere linienférmigen, Be-
leuchten und Abtasten einer Probe mit Anregungslicht, einen Detektionsstrahlengang
mindestens mit einem Mikroskopobjektiv zum Leiten von von der Probe abgestrahltem
Emissionslicht in Richtung einer Kamera, die Kamera zum Aufnehmen von Bildern der
Probe und eine Steuereinheit zum Ansteuern mindestens der Beleuchtungssteue-
rungseinrichtung und der Kamera. Die Steuereinheit ist dazu eingerichtet, jeweils aus-
zulesende Bereiche einer Sensorflache der Kamera mit einer durch die Beleuchtungs-

steuerungseinrichtung definierten Position des Anregungslichts zu synchronisieren.

In der biomedizinischen Forschung werden zunehmend Prozesse in Zellverblnden,
Organen oder ganzen Tieren studiert. Die Untersuchungsobjekte sind somit in der Re-
gel nicht mehr flache zweidimensionale Objekte auf Glastragern, sondern dreidimen-
sionale Objekte, die hochsensitiv mit groRer Geschwindigkeit als ganzes Volumen
beobachtet werden sollen. Zur dreidimensionalen mikroskopischen Bildgebung hat
sich das Laserscanmikroskop (LSM) etabliert, das jedoch die Forderung nach hohen

Volumenraten nicht erfullen kann.

Héhere Bildraten lassen sich durch Parallelisierung erreichen. Lédsungen hierzu wur-
den beispielsweise in US7335898 vorgestellt. Darin wird die Probe mit einer linienfér-
migen Lichtverteilung abgetastet, die mit dem Rolling Shutter einer CMOS-Kamera
synchronisiert ist. Der Rolling Shutter wirkt dabei wie eine bewegliche elektronische
Konfokalblende und erméglicht damit das vom LSM bekannte optische Schneiden (op-

tical sectioning) mit entsprechend kontrastreicher Bildgebung. Mit dieser Technologie
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sind zwar schon héhere Bildraten méglich, die Volumenraten bleiben aber auf wenige
Volumen pro Sekunde begrenzt. Aufderdem bewirkt eine Linienbeleuchtung in einem
gréReren axialen Probenbereich eine erhdhte Probenbelastung, da die Lichtintensitat
nur linear mit dem Abstand zur Fokusebene abfallt und nicht quadratisch wie bei der
Punktbeleuchtung. Somit bleibt die Strahlungsintensitat Uber einen ausgedehnten
axialen Bereich hoch, ohne dass eine Information Uber die Probe erfasst wird. Dieser
bei einer Linienbeleuchtung unvermeidbare Effekt ist insbesondere in Hinsicht auf
nichtlineares Bleichen, wie es gerade relevante fluoreszente Proteine zeigen, nachtei-
lig (Sci. Rep. 2015 Oct 20;5:15348. doi: 10.1038/srep15348).

Um die Probenbelastung zu reduzieren und die Volumenrate gleichzeitig zu vergro-
Rern, wurden zusatzlich in axialer Richtung parallelisierte Mikroskopsysteme vorge-
schlagen (Jean-Marc Tsang et al., Biomed. Opt. Expr. 12, 1339 (2021)). Dabei wird in
drei verschiedenen axialen Ebenen ein verspiegelter Spalt angeordnet, um die Emis-
sion aus der dazu konjugierten Ebene in Richtung einer Kamera zu reflektieren. Die
vorgeschlagene Anordnung ist dahingehend aufwendig, dass die Emission auf die Ka-
mera rescannt werden muss. Es sind somit viele aufeinanderfolgende Abbildungsstu-
fen notwendig, die zu Verlusten und Abbildungsfehlern fUhren. Au3erdem ist diese An-
ordnung wenig flexibel, da die reflektierenden Elemente, die die Funktion der konfoka-
len Linienblende Ubernehmen, ortsfest und unveranderlich in den Strahlengang inte-
griert wurden. Diese Blende muss aber, wie im punktscannenden System auch, an das

Objektiv anpassbar sein.

In der Regel werden GréRRen von z.B. einer Airyeinheit (AU — Airy unit) als Blendengré-
Ren genutzt. Hierbei ist eine Airyeinheit dadurch definiert, dass man die Punktbildver-
waschungsfunktion in der Probe, welche durch die numerische Apertur (NA) des Ob-
jektivs bestimmt ist, mit dem entsprechenden Vergréflerungsfaktor, wie er durch das
Objektiv und die Tubuslinse gegeben ist, in die Ebene der Blende abbildet. Eine An-
passung wird notwendig, wenn man verschiedene Auflésungsstufen und Bildfeldgro-
Ren einstellen méchte. Bei der von Tsang et al. vorgeschlagenen Lésung werden die
Blenden auf die Kamera abgebildet. Bei Oberflachendefekten kénnen so stérende

Streifen im Bild auftreten.
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Sodann sind aus der Weitfeldmikroskopie Ansatze zur sogenannten Bildteilung (Image
Splitting) bekannt, die es ermdglichen, mehrere Objektebenen nebeneinander auf ei-
nem Kamerasensor anzuordnen (GB2442576B oder Sheng Xiao et al., Optica 7, 1477
(2020)). Insbesondere die Anordnung von Sheng Xiao et al. kann zu Bildartefakten
neigen, da optische Grenzflachen in der Nahe der Bildebenen angeordnet sind. Andere
Anordnungen, etwa der in WO13106731A1 beschriebene Aufbau, sind vergleichs-

weise komplex und erscheinen nicht tauglich fur eine Serienproduktion.

Als eine Aufgabe der Erfindung kann angesehen werden, ein Mikroskop und ein Ver-
fahren zur Mikroskopie anzugeben, bei denen bei akzeptabler Lichtbelastung der Pro-
ben und akzeptablem apparativem Aufwand hohe Bild- und Volumenraten erreicht wer-

den.

Diese Aufgabe wird durch das Mikroskop mit den Merkmalen des Anspruchs 1 und

durch das Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 24 geldst.

Das Mikroskop der oben angegebenen Art ist erfindungsgemaf dadurch weitergebil-
det, dass im Detektionsstrahlengang eine Bildteilereinheit vorhanden ist zum Aufteilen
des Emissionslichts in mehrere Teilstrahlengénge, die jeweils ein Teilbild der Probe auf
der Sensorflache der Kamera erzeugen, wobei die Teilbilder auf der Sensorflache der-
gestalt nebeneinander liegen, dass linienférmige Bereiche in den Teilbildern, die einer
durch die Beleuchtungssteuerungseinrichtung definierten Position des Anregungs-
lichts auf oder in der Probe entsprechen, auf derselben Zeile oder denselben Zeilen

der Sensorflache liegen.

Bei dem erfindungsgeméafRen Verfahren zur Mikroskopie werden folgende Schritte
durchgefuhrt. eine Probe wird durch ein Beleuchtungsobjektiv mit Anregungslicht, ins-
besondere linienférmig, beleuchtet und abgetastet, von der Probe abgestrahltes Emis-
sionslicht wird Uber ein Mikroskopobjektiv in Richtung einer Kamera geleitet, strahlab-
warts von dem Mikroskopobjektiv wird das Emissionslicht in mehrere Teilstrahlen-
gange aufgeteilt, wobei jeder der Teilstrahlengange ein Teilbild der Probe auf einer
Sensorflache der Kamera erzeugt und wobei die Teilbilder der Probe auf der Sensor-
flache dergestalt nebeneinander liegen, dass linienférmige Bereiche in den Teilbildern,
die einer Position des Anregungslichts auf oder in der Probe entsprechen, auf dersel-

ben Zeile oder denselben Zeilen der Sensorflache liegen, und schliel3lich werden
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auszulesende Bereiche der Sensorflache der Kamera mit der Position des Anregungs-

lichts auf der Probe synchronisiert.

Das erfindungsgemale Mikroskop ist zur Durchfuhrung des erfindungsgemafen Ver-
fahrens geeignet. Das erfindungsgemale Verfahren kann insbesondere mit dem erfin-

dungsgemalien Mikroskop durchgefuhrt werden.

Bevorzugte Ausgestaltungen des erfindungsgemafen Mikroskops und vorteilhafte Va-
rianten des erfindungsgemalien Verfahrens werden im Folgenden, insbesondere im

Zusammenhang mit den abhangigen Ansprichen und den Figuren erldutert.

Das Anregungslicht ist elektromagnetische Strahlung, insbesondere im sichtbaren
Spektralbereich und angrenzenden Bereichen. An das kontrastgebende Prinzip ist fur
die vorliegende Erfindung nur insoweit eine Anforderung gestellt, als die Probe infolge
der Bestrahlung mit dem Anregungslicht Emissionslicht abstrahlt. Typischerweise ist
das Emissionslicht Fluoreszenzlicht, welches die Probe, insbesondere dort vorhan-
dene Farbstoffmolekile, infolge der Bestrahlung mit dem Anregungslicht abstrahlt oder

abstrahlen.

Mit dem Begriff des Beleuchtungsstrahlengangs werden alle optischen strahlfihren-
den und strahlverandernden Komponenten bezeichnet, beispielsweise Linsen, Spiegel,
Prismen, Gitter, Filter, Blenden, Strahlteiler, mit denen und Uber welche das Anre-
gungslicht von einer Lichtquelle, beispielsweise einem Laser, bis auf die zu untersu-
chende Probe geleitet wird. Der Beleuchtungsstrahlengang beinhaltet mindestens die
Beleuchtungssteuerungseinrichtung, beispielsweise einen Scanner mit mindestens ei-
nem galvanometrischen Spiegel, und ein Beleuchtungsobjektiv. Das Beleuchtungsob-
jektiv kann ein Mikroskopobjektiv grundséatzlich bekannter Natur sein. Der Beleuch-
tungsstrahlengang kann durch den Beleuchtungsstrahlengang eines Laserscanmikro-

skops verwirklicht sein.

Von der zu untersuchenden Probe infolge der Bestrahlung mit dem Anregungslicht
ausgesandtes Licht wird als Emissionslicht bezeichnet und gelangt Uber den Detekti-
onsstrahlengang auf die Kamera. Mit dem Begriff des Detektionsstrahlengangs wer-
den alle strahlfuhrenden und strahlverédndernden optischen Komponenten, beispiels-

weise Linsen, Spiegel, Prismen, Gitter, Filter, Blenden, Strahlteiler, bezeichnet, mit
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denen und Uber welche das Emissionslicht von der zu untersuchenden Probe bis auf
die Kamera geleitet wird. Die Kamera ist ein hinreichend schneller optischer Detektor
mit einer zweidimensional ortsauflésenden Sensorflache, deren Pixel mindestens be-

reichsweise, insbesondere zeilenweise, schnell ausgelesen werden kénnen.

Mit dem Begriff der Steuereinheit werden alle Hardware- und Softwarekomponenten
bezeichnet, die mit den Komponenten des erfindungsgemaéaien Mikroskops zu dessen
bestimmungsgemarer Funktion zusammenwirken. Insbesondere kann die Steuerein-
heit eine Recheneinrichtung, beispielsweise einen PC, und eine Kamerasteuerung auf-
weisen, die zum schnellen Auslesen von Messsignalen, insbesondere von Zeilen der
Sensorflache, in der Lage ist. Erfindungsgeman ist die Steuereinheit dazu eingerichtet,
jeweils auszulesende Bereiche einer Sensorflache der Kamera, insbesondere Zeilen
der Sensorflache, mit einer durch die Beleuchtungssteuerungseinrichtung, beispiels-
weise den Scanner, genauer gesagt durch die Stellung des Scanners, definierten Po-
sition des Anregungslichts auf oder in der Probe zu synchronisieren. Die Steuereinheit

kann auch eingerichtet sein zum Auswerten der von der Kamera gelieferten Bilddaten,

Mit dem Begriff der Bildteilereinheit werden alle strahlfihrenden und strahlverandern-
den optischen Komponenten bezeichnet, beispielsweise Linsen, Spiegel, Prismen,
Gitter, Filter, Blenden, Strahlteiler, mit denen und Uber welche das Emissionslicht in die

mindestens zwei Teilbilder auf die Sensorflache der Kamera geleitet wird.

Die Kamera kann beispielsweise eine CMOS- oder sCMOS-Kamera mit Rolling-Shut-
ter-Elektronik sein. Der Rolling Shutter ist zweckmaRig mit der Scangeschwindigkeit
der Linienbeleuchtung synchronisiert. Die ausgelesenen Kamerapixel sind also zu ei-
ner Momentanposition des Linienfokus auf der Probe optisch konjugiert. Ebenso kann
eine SPAD-Kamera eingesetzt werden, deren Auslesematrix dynamisch einstellbar ist,
so dass eine Synchronisierung mit dem Vorschub des Linienfokus méglich wird. Bei-
spielsweise kann eine Kamera vom Typ "pco.edge 10 bi CLHS" der Firma Excelitas
PCO GmbH, 93309 Kelheim, Deutschland verwendet werden.

Fur Fluoreszenz-Mikroskopie mit mehreren Farbstoffen kann auch bevorzugt sein,
wenn die Kamera eine farbauflésende Kamera ist. Beispielsweise kann die Kamera

einen Bayerfilter aufweisen.
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Hohere Grade der Parallelisierung der Bildaufnahme und damit héhere Bild- und Vo-
lumenraten sind mdglich, wenn die Kamera zum schnellen zusammenhangenden Aus-
lesen von mehr als einem Bereich, insbesondere mehr als einer Zeile, eingerichtet ist.
Beispielsweise kann die Kamera mehrere Rolling-Shutter-Blenden aufweisen. Im Sinn
der Erfindung kann auch eine solche Kamera zum Einsatz kommen, indem man erfin-
dungsgemale Verfahren auf die dann vorliegende Situation sowohl in der Beleuchtung
als auch in der Detektion anpasst. Konkret wird dann fur jeden zur Verfugung stehen-
den auszulesenden Bereich eine entsprechende Beleuchtung der Probe bereitgestellt.
Beispielsweise kann die Probe bei Verwendung einer Kamera mit mehreren Rolling-
Shutter-Blenden gleichzeitig mit mehreren Beleuchtungslinien beleuchtet werden, die
mit der Beleuchtungssteuerungseinrichtung, insbesondere einem Scanner, Uber die

Probe gefuhrt werden.

Zum Aufnehmen oder Halten der Probe kann das Mikroskop eine Probenhalterung

grundsatzlich bekannter Art aufweisen.

Das Beleuchtungsobjektiv und das Mikroskopobjektiv kénnen separate Objektive sein,
etwa bei einer Durchlichtbeleuchtung. Es ist aber auch mdéglich, dass das Beleuch-
tungsobjektiv und das Mikroskopobjektiv ein und dasselbe Objektiv ist. Zum Trennen
des Emissionslichts von Anteilen des Anregungslichts in dem von der Probe insgesamt
zuruckgestrahlten Licht kann dann zweckmalig ein Hauptfarbteiler vorhanden sein.
Gegebenenfalls kbnnen mehrere, insbesondere manuell oder durch die Steuerung
austauschbare, Mikroskopobjektive, angeordnet beispielsweise auf einem Revolver

oder einem Linearschieber, vorhanden sein.

Zum Bereitstellen des Anregungslichts kann mindestens eine Lichtquelle, insbeson-
dere ein Laser, vorhanden sein. Die spektrale Zusammensetzung des Anregungslichts
kann, insbesondere zwischen zwei oder mehr Farben, einstellbar sein. Das Anre-
gungslicht kann auch simultan polychromatisch sein, beispielsweise wenn gleichzeitig
unterschiedliche Farbstoffe nachgewiesen werden sollen. Der Hauptfarbteiler kann fur
diese oder andere Anwendungen ein Doppelbandpass-Filter oder Mehrfachbandpass-

Filter sein.
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In grundséatzlich bekannter Weise kann im Beleuchtungsstrahlengang ein Linsensy-
stem zum Abbilden des Scanners oder der Scanner in eine hintere Brennebene des

Beleuchtungsobjektivs vorhanden sein.

Als eine wesentliche Idee der vorliegenden Erfindung kann zunéchst angesehen wer-
den, das von der Probe abgestrahlte und die zu extrahierende mikroskopische Infor-
mation enthaltende Emissionslicht, in mehrere Teilstrahlenblndel aufzuteilen, die so-
dann jeweils Teilbilder der Probe in der Ebene der Sensorflache generieren. Eine wei-
tere wesentliche Idee der vorliegenden Erfindung ist, die Teilbilder so auf der Sensor-
flache der Kamera zu positionieren, dass das schnelle Auslesen, insbesondere der

Pixel einer Zeile, fur alle Teilbilder gleichzeitig genutzt werden kann.

Beispielsweise kann die Bildteilereinheit auf die Sensorflache einer Kamera drei Teil-
bilder der Probe aus unterschiedlichen Tiefen nebeneinander so ablegen, dass fur alle
Teilbilder die Position des Linienfokus auf dieselben Sensorzeilen fallt. In dem Fall,
dass die Ausbreitungsrichtung der Linie parallel zur optischen Achse des Mikroskopob-
jektivs ist oder mit dieser zusammenfallt, werden auf der Kamera Bilder abgelegt, die
z.B. drei Ebenen der Probe entsprechen, die lateral den gleichen Bereich Uberdecken.
Bei einer Inklination der Propagationsrichtung der Linienbeleuchtung wéaren die Bilder
lateral gegeneinander versetzt. Entscheidend ist, dass die einstellbare elektronische
Detektionsblende der Kamera mit dem durch die Linie in der jeweiligen Ebene beleuch-

teten Bereich im Wesentlichen zusammenfallt.

Mit der vorliegenden Erfindung werden ein Mikroskop und ein Verfahren zur Mikrosko-
pie bereitgestellt, bei denen die in die Probe eingetragene Energie, insbesondere auf-
grund axialer Mehrfachabtastung, effektiver zur Bildgebung genutzt wird. Die effektive
Bestrahlungsdauer der Probe wird dadurch verklrzt und bei gleicher Gesamtstrah-
lungslast kénnen héhere Bild- und Volumenraten erreicht werden. Der geratetechni-
sche Aufwand bleibt dabei im Rahmen. Insbesondere kédnnen vorhandene Mikroskope
mit den zur Verwirklichung der Erfindung notwendigen Komponenten nachgerustet
werden. Gegebenenfalls kann die Detektionsoptik an eine konkrete zu untersuchende

Probe und an eine konkrete Messaufgabe angepasst werden.

Bei dem erfindungsgemaien Mikroskop und dem erfindungsgemalen Verfahren kén-

nen die linienfdrmigen Bereiche in den Teilbildern, die auf der Sensorflache
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nebeneinander liegen, insbesondere optisch konjugiert sein zu den linienférmig be-

leuchteten Bereichen auf oder in der Probe.

Mit optisch konjugiert ist in diesem Zusammenhang insbesondere gemeint, dass zwi-
schen den optisch konjugierten Flachen oder Flachenbereichen eine durch die Optik
vermittelte Punkt-zu-Punkt-Beziehung besteht. Im konkreten Beispiel besteht also zwi-
schen den Punkten auf oder in den linienférmig beleuchteten Bereichen auf oder in
der Probe eine Punkt-zu-Punkt-Beziehung zu Punkten in den linienférmigen Bereichen
der Teilbilder. Mit dem Begriff einer durch die Optik vermittelten Punkt-zu-Punkt-Bezie-
hung zwischen einem Punkt im Objektraum (der Probe) und einem Punkt auf der Sen-
sorflache der Kamera ist gemeint, dass ein von dem Punkt im Objektraum ausgehen-
des Strahlenbundel von der Optik in den Punkt auf der Sensorflache der Kamera ab-

gebildet wird.

Grundsatzlich wird die Erfindung verwirklicht bei Anordnungen, bei denen ein Abstand
zwischen dem Beleuchtungsobjektiv und der Probe manuell verandert und eingestellt
wird. Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemalfen Mikroskops ist
eine steuerbare Verschiebeeinrichtung zum Andern eines Abstands zwischen dem Be-
leuchtungsobjektiv und der Probe vorhanden und die Steuereinheit ist eingerichtet zum
Steuern der Verschiebeeinrichtung, insbesondere abgestimmt auf die Ansteuerung der
Beleuchtungssteuerungseinrichtung. Mit dieser apparativen Ergéanzung kénnen auto-

matisiert Volumenscans durchgefuhrt werden.

Bevorzugt wird die Probe mit einer linienférmigen Verteilung des Anregungslichts be-
leuchtet und abgetastet. Vorteilhaft ist dazu im Beleuchtungsstrahlengang zum Erzeu-
gen der linienférmigen Verteilung des Anregungslichts in einer Probenebene eine, ins-
besondere in den Beleuchtungsstrahlengang einschwenkbare, Zylinderoptik, anamor-
photische Optik oder anamorphe Optik, beispielsweise eine Zylinderlinse, vorhanden.
Alternativ oder erganzend kann im Beleuchtungsstrahlengang zum Erzeugen der li-
nienférmigen Verteilung des Anregungslichts in einer Probenebene eine, insbesondere

in den Beleuchtungsstrahlengang einschwenkbare, Powell-Linse vorhanden sein.

Grundsatzlich kann es fur viele Anwendungen ausreichend sein, wenn die linienfér-
mige Verteilung des Anregungslichts eine unveranderliche Breite aufweist. Bei einer

vorteilhaften Weiterentwicklung des erfindungsgeméafen Mikroskops ist im
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Beleuchtungsstrahlengang zum Variieren einer Breite eines Linienfokus in der Proben-
ebene eine, insbesondere in den Beleuchtungsstrahlengang einschwenkbare, zweite

Zylinderoptik, beispielsweise eine astigmatische Linse, vorhanden.

Grundsatzlich kann es fur viele Anwendungen ausreichend sein, wenn die axiale Ver-
teilung des Anregungslichts, also die Intensitatsverteilung des Anregungslichts in der
Richtung der optischen Achse eine unveranderliche Breite aufweist. Insbesondere im
Hinblick auf Volumenscans kann es aber vorteilhaft sein, wenn im Beleuchtungsstrah-
lengang optische Mittel, insbesondere Linsen und/oder Blenden, zum Einstellen einer
numerischen Apertur und damit einer Fokustiefe oder Scharfentiefe der linienférmigen
Beleuchtung vorhanden sind. Beispielsweise kann zum Einstellen der Fokustiefe der
linienférmigen Beleuchtung im Beleuchtungsstrahlengang eine Zoomoptik vorhanden
sein. Alternativ oder erganzend kann zum Einstellen der Fokustiefe der linienférmigen

Beleuchtung im Beleuchtungsstrahlengang eine Abblendeinrichtung vorhanden ist.

Die Beleuchtungssteuerungseinrichtung dient zum raumlichen Manipulieren oder Po-
sitionieren des Anregungslichts auf oder in der Probe. Die Beleuchtungssteuerungs-
einrichtung kann beispielsweise einen, insbesondere galvanometrischen, Scanner
grundsatzlich bekannter Natur aufweisen. Alternativ oder ergénzend kann die Beleuch-
tungssteuerungseinrichtung ein, insbesondere ansteuerbares und/oder programmier-

bares, Mikrospiegelarray, DMD, aufweisen.

Wenn die Ausdehnung der linienférmigen Verteilung des Anregungslichts in Richtung
der Linie grél3er ist als die Ausdehnung des beobachteten Bildfelds der Teilbilder reicht
ein Scanner aus, der die linienférmige Verteilung des Anregungslichts in einer Richtung
quer zur Richtung der Linie Uber oder durch die Probe bewegt. Bei einer weiteren vor-
teilnaften Erganzung des erfindungsgemalfen Mikroskops weist die die Beleuchtungs-
steuerungseinrichtung zum Scannen in einer Richtung parallel zur Linienbeleuchtung
einen zweiten Scanner auf. Dieser Scanner kann insbesondere dazu dienen, die Probe
in der Erstreckungsrichtung der Beleuchtungslinie zu scannen und/oder eine Lange

der Beleuchtungslinie in der Probe auf einen gewlnschten Wert anzupassen.

Alternativ oder ergadnzend kann in diesem Zusammenhang auch im Beleuchtungs-

strahlengang ein Anregungsfilter, beispielsweise in einem Filterwurfel, durch eine
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Zylinderlinse ersetzt werden, die dann durchscannt wird. Diese technische L&sung

kann ohne Weiteres an jedem Laser-Scanning-Mikroskops nachgerustet werden.

Die Erfindung wird grundsatzlich verwirklicht, wenn die Bildteilereinheit irgendwo zwi-

schen der Probe und der Kamera angeordnet ist.

Die Bildteilereinheit kann zum Aufteilen des Emissionslichts grundsatzlich bekannte
Komponenten aufweisen. Bei einer Ausgestaltung weist die Bildteilereinheit minde-
stens eine diffraktive Einrichtung, insbesondere ein Gitter und/oder einen Spatial Light
Modulator, zum Aufteilen des Emissionslichts auf. Die diffraktive Einrichtung ist bevor-
zugt in einer Pupille oder in der Nahe einer Pupille des Detektionsstrahlengangs an-

geordnet.

Mit einer Pupillenebene ist die hintere Brennebene des Mikroskopobjektivs, d.h. die
auf der anderen Seite als die Probe liegende Brennebene, oder eine zur hinteren

Brennebene des Mikroskopobjektivs optisch konjugierte Ebenen gemeint.

Bei anderen Varianten des erfindungsgemalien Mikroskops weist die Bildteilereinheit
zum Aufteilen des Emissionslichts alternativ oder ergédnzend mindestens eine monoli-
thische Komponente auf, bestehend beispielsweise aus geklebten und/oder beschich-
teten Prismen oder Platten. Solche Komponenten kénnen insbesondere nicht einstell-

bar sein.

Bei vorteilhaften Varianten des erfindungsgemafien Mikroskops, die insbesondere
eine relativ unaufwandige Nachrustbarkeit an bestehende Mikroskopsysteme erlauben,
ist die Bildteilereinheit im Detektionsstrahlengang zwischen einem Zwischenbild strahl-

abwarts von einer Tubuslinse und der Kamera angeordnet.

Die Bildteilereinheit kann beispielsweise so verwirklicht sein, dass das Emissionslicht
durch Strahlteiler aufgeteilt wird und sodann mit jeweils separaten optischen Mitteln in
beugungsbegrenzte Teilbilder auf die Kamera geleitet wird. Bei einer vorteilhaften Aus-
gestaltung des erfindungsgemalfen Mikroskops, weist die Bildteilereinheit ein Relay-
Linsensystem mit einer Eintrittslinse und einer Austrittslinse auf, zwischen denen min-

destens ein Strahlteiler angeordnet ist. Bei dieser Variante kann mindestens die
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Austrittslinse des Relay-Linsensystems gleichzeitig von mindestens zwei Teilstrahlen-

géangen genutzt werden.

Um Punktverwaschungsfunktionen lateral ausmessen zu kénnen, beispielsweise
wenn einzelne Farbstoffmolekule lokalisiert werden sollen, kann eine VergrofRerung
des Relay-Linsensystems der Bildteilereinheit vorteilhaft so gewahlt sein, dass der
Durchmesser eines Airy-Scheibchens auf der Sensorflache der Kamera mindestens
viermal so grof} ist wie ein Abstand von benachbarten Pixeln der Kamera. Dabei wird
unter dem Durchmesser des Airy-Scheibchens der Durchmesser des ersten Beu-

gungsminimumes, also des ersten dunklen Rings, verstanden.

Aquivalent dazu ist die Forderung, dass die VergréRerung des Relay-Linsensystems
der Bildteilereinheit so gewahlt wird, dass die Halbwertsbreite der zu dem Airy-Scheib-
chen gehérenden Punktbildfunktion auf der Sensorflache der Kamera mindestens dop-
pelt so grol} ist wie ein Abstand von benachbarten Pixeln der Kamera. Unter der Halb-
wertsbreite der Punktbildfunktion wird dabei der Durchmesser des Bereichs verstan-
den, an dessen Umrandung die Intensitat der Punktbildfunktion auf die Halfte des Ma-

ximums abgefallen ist.

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist, dass Gestaltungfreiheit besteht betreffend den
oder die Parameter, in dem oder in denen sich die Teilbilder unterscheiden. Beispiels-
weise kdnnen die Teilbilder zu axial voneinander beabstandeten Ebenen in der Probe
gehdren. Fur diesen Zweck kann mindestens einer der Strahlteiler, insbesondere mehr
als einer oder jeder der Strahlteiler, ein Neutralteiler sein, d.h. die Teilstrahlengénge
kénnen in spektraler Hinsicht identisch sein. Bei einer anderen Variante unterscheiden
sich die Teilbilder in spektraler Hinsicht. Beispielsweise kann in einem ersten Teilbild
im Wesentlichen ein erster und in einem zweiten Teilbild im Wesentlichen ein zweiter

Farbstoff sichtbar sein.

Fur diesen Zweck kann mindestens einer der Strahlteiler, insbesondere mehr als einer
oder jeder der Strahlteiler, ein dichroitischer Strahlteiler sein, d.h. die Teilstrahlengénge
kénnen in spektraler Hinsicht unterschiedlich sein. Die Verwendung von zwei- oder

mehrfarbigem Anregungslicht kann in diesem Fall sinnvoll sein.
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Mischformen dieser Varianten sind grundséatzlich méglich, das heift, die Teilbilder kén-
nen sowohl zu axial beabstandeten Probenebenen gehdren als auch spektral unter-

schiedlich sein. In Spezialsituationen kann das von Vorteil sein.

In grundsatzlich bekannter Weise kann mindestens einer der Strahlteiler und insbe-
sondere mehr als einer oder jeder der Strahlteiler austauschbar und/oder umschaltbar

angeordnet sein, beispielsweise auf einem Linearschieber oder einem Revolver.

Bevorzugt sind die Teilstrahlengénge der Austrittslinse des Relay-Linsensystems so
zugefuhrt, dass die zugehdrigen mindestens zwei Teilbilder nebeneinander auf der
Sensorflache der Kamera dergestalt angeordnet sind, dass linienférmige Bereiche in
den Teilbildern, die insbesondere optisch konjugiert sind zu linienférmig beleuchteten
Bereichen auf oder in der Probe, auf derselben Zeile oder denselben Zeilen der Sen-

sorflache liegen.

Eine weitere vorteilhafte Ausgestaltung des erfindungsgemaen Mikroskops zeichnet
sich dadurch aus, dass in mindestens einem der Teilstrahlengange der Bildteilereinheit,
bevorzugt in mehreren oder allen Teilstrahlengangen der Bildteilereinheit, insbeson-
dere ansteuerbare, Umlenkelemente, insbesondere Umlenkspiegel, vorhanden sind.
Bevorzugt kann dann auerdem die Steuereinheit dazu eingerichtet sein, die ansteu-
erbaren Umlenkelemente unter Verwendung eines Steuersignals fur die Kamera an-
zusteuern dergestalt, dass eine konfokale Bedingung fur alle Bilder der jeweiligen Ebe-

nen durch den konfokalen Auslesebereich erflllt ist.

Im Zusammenhang mit den einzusetzenden Strahlteilern wurde schon erlautert, dass
bei einer Variante der Erfindung die mindestens zwei Teilbilder zu axial versetzten Be-
reichen der Probe gehoéren kdnnen. Beispielsweise kann bei einer weiteren Variante
des erfindungsgemalien Mikroskops in mindestens einem der Teilstrahlengange der
Bildteilereinheit bevorzugt in mehreren oder allen Teilstrahlengangen der Bildteilerein-
heit, eine zusatzliche Linse angeordnet sein. Durch diese Linse oder Linsen kdnnen
unterschiedliche axiale Lagen der zu den Teilbildern gehérenden Probenebenen er-

reicht werden.

Besonders vorteilhaft ist auerdem eine Weiterbildung des erfindungsgemaien Mikro-

skops, wo ein axialer Abstand der Probenebenen, zu denen die Teilbilder gehéren und
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die zur Ebene der Sensorflache optisch konjugiert sind, einstellbar ist. Beispielsweise
kann eine Brennweite der mindestens einen zusatzlichen Linse veranderlich und ins-
besondere auf unendlich einstellbar sein Die mindestens eine zusatzliche Linse kann
eine elektrisch einstellbare Linse (ETL) sein. Die Steuereinheit kann dazu eingerichtet

sein, die Brennweite der mindestens einen zuséatzlichen Linse zu steuern.

Alternativ k6nnen auch in einem Bereich zwischen der Ausgangslinse und der Sensor-
flache der Kamera in einer Ebene, in der die Teilbilder nicht mehr Uberlappen, unter-
schiedlich dicke Glasblécke eingebracht werden, um den jeweils gewinschten axialen

Versatz der Teilbilder zueinander zu erzeugen.

Bei einer vorteilhaften Erganzung kénnen bei dem erfindungsgemaiien Mikroskop zum
Abgleich von axialen Lage der Pupillen fur die Teilstrahlengange in der Bildteilereinheit

Umlenkelemente und/oder Glasblécke vorhanden sein.

Bei einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemafien Mikroskops ist
zum Anpassen einer GréRe der Teilbilder in einer Zwischenbildebene im Detektions-
strahlengang eine Feldblende vorhanden. Durch geeignetes Einstellen dieser Feld-
blende kann vermieden werden, dass sich die Teilbilder auf der Sensorflache der Ka-

mera Uberlappen,

Bei einer wichtigen Variante des erfindungsgemafen Verfahrens werden Bilder von
ausgedehnten Volumenbereichen aufgenommen, d.h. es werden Volumenscans
durchgefihrt. Im Vergleich zum Stand der Technik ist das mit der vorliegenden Erfin-
dung schneller und mit geringerer Lichtbelastung der Probe, also vergleichsweise pro-

benschonend, moéglich.

In grundséatzlich bekannter Weise kénnen aus den Bildern eines ausgedehnten Volu-
menbereichs, insbesondere automatisiert, interessierende Bereiche ausgewahlt wer-

den, die dann mit einem Laser-Scanning-Mikroskop naher untersucht werden.

Weiterhin kann in grundsatzlich bekannter Weise auf Grundlage von Messdaten eines
Laser-Scanning-Mikroskops einer Probe, insbesondere automatisiert, entschieden
werden, von welchen Volumenbereichen der betreffenden Probe Bilder aufgenommen

werden.



10

15

20

25

30

WO 2023/117236 -14 - PCT/EP2022/082544

Bei den Volumenscans sind die zu den Teilbildern gehérenden Probenebenen axial
gegeneinander versetzt und der Abstand zwischen dem Mikroskopobjektiv und der
Probe wird Uber einen bestimmten Scanhub in einer festzulegenden Schrittweite, ver-
andert und fur jeden Abstand der Probe von dem Mikroskopobjektiv wird eine der An-
zahl der Teilbilder entsprechende Zahl von Bildern aufgenommen. Die einzelnen Bilder
kénnen dann von der Steuereinheit zu einem 3D-Bild des beobachteten Volumens zu-

sammengesetzt werden.

Grundsatzlich kann eine Fokustiefe oder Scharfentiefe der linienférmigen Beleuchtung
unveranderlich sein. Bevorzugt wird die Fokustiefe der linienférmigen Beleuchtung auf
einen Wert eingestellt, der einem axialen Abstand von zwei Probenebenen, insbeson-
dere, wenn mehr als zwei Probenebenen gleichzeitig abgebildet werden, dem Abstand
der beiden axial auf3en liegenden Probenebenen, entspricht, die zu der Ebene der
Sensorflache der Kamera optisch konjugiert sind. Dieses ist insbesondere fir Volu-
menscans zweckmaldig wo ein optimales Verhaltnis zwischen Bildqualitat und Lichtbe-

lastung der Probe erwlnscht ist.

Neben einfachen gaulartigen Beleuchtungsprofilen kénnen auch komplexere Strahl-
formungen verwendet werden. Zum Beispiel kénnen mit diffraktiven optischen Elemen-

ten mehrere Foki erzeugt werden.

Um eine Punktverwaschungsfunktion axial abzutasten, sollte der axiale Abstand der
beobachteten Probenebenen nicht gré3er sein als die halbe axiale Schéarfentiefe der
Abbildung des Mikroskopobjektivs im Detektionsstrahlengang. Das wird auch als axia-
les Nyquist-Sampling bezeichnet. Wenn man davon ausgeht, dass bei Volumenscans
der axiale Abstand der Probenebenen gréRer ist als die axiale Schrittweite, ergibt sich
daraus die Anforderung, dass die axiale Schrittweite, insbesondere der Einstellung des
Abstands zwischen der Probe und dem Mikroskop, kleiner gewahlt wird als die halbe
axiale Scharfentiefe der Abbildung des Mikroskopobjektivs im Detektionsstrahlengang.
Grundsatzlich ist aber auch méglich, dass der axiale Abstand der zu den Teilbildern
gehdrenden Probenebenen kleiner ist als oder gleich grof ist wie die Schéarfentiefe der
Abbildung des Mikroskopobjektivs im Detektionsstrahlengang. Die axiale Schrittweite
kann dann entsprechend gréller sein. Eine die axiale Nyquist-Bedingung nicht erful-

lende Anwendung der Erfindung, also ein Untersampling, ist Uberdies naturlich auch
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moglich. Dieses kann beispielsweise erwunscht sein, wenn schnelle Volumenscans

durchgefuhrt werden sollen.

Bei einer bevorzugten Variante des erfindungsgemalien Verfahrens ist bei Volu-
menscans ein axialer Abstand der zu den Teilbildern gehérenden Probenebenen ein
ganzzahliges Vielfaches der axialen Schrittweite. Bis auf die Ebenen an den axialen
Grenzen des abgetasteten Volumens werden von den Probenebenen dann jeweils
mehrere Bilder aufgenommen, und zwar entsprechend der durch die Bildteilereinheit
definierten Anzahl der Teilbilder. Diese Wahl der Schrittweite erlaubt auch jeweils ein

Uberprifen des korrekten Anschlusses des jeweils folgenden Bildstapels.

Bei einer anderen Variante des erfindungsgemafen Verfahrens ist bei Volumenscans
eine axiale Schrittweite ein ganzzahliges Vielfaches des axialen Abstands der zu den
Teilbildern gehérenden Probenebenen. Beispielsweise kann die axiale Schrittweite ein
n-faches des axialen Abstands der zu den Teilbildern gehérenden Probenebenen sein,
wobei n die Anzahl der Probenebenen und der Teilbilder ist. Mit dieser Wahl der axialen

Schrittweite sind rasche Volumenscans méglich.

Mischformen dieser Varianten sind méglich. Vorteilhaft ist, dass die axialen Abstande
der Probenebenen und die axiale Schrittweite bei Volumenscans Uber weite Bereiche

frei gewahlt werden kénnen.

Weitere Steigerungen der Bild- und Volumenraten sind méglich, wenn die Probe mit
mehreren linienférmigen Beleuchtungsbereichen abgetastet wird und die den linien-
férmigen Beleuchtungsbereichen entsprechenden Bereiche der Sensorflache der Ka-

mera jewells synchronisiert ausgelesen werden.

In der Regel wird das Anregungslicht parallel zur optischen Achse des Beleuchtungs-
objektivs auf die Probe eingestrahlt. Bei bestimmten Proben kann aber auch bevorzugt
sein, dass eine linienférmige Laserbeleuchtung unter einem Winkel zur optischen
Achse des Beleuchtungsobjektivs in die Probe eingestrahlt wird. Die den Teilbildern
entsprechenden Probenbereiche sind dann lateral gegeneinander verschoben. Die ab-

getasteten Volumina kénnen dann im Wesentlichen einem Parallelepiped entsprechen.
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Weitere Vorteile und Eigenschaften der vorliegenden Erfindung werden im Zusammen-

hang mit den beigefugten Figuren erlautert. Darin zeigt:

Figur 1: eine schematische Darstellung eines Ausfuhrungsbeispiels eines erfin-

dungsgemalen Mikroskops;

Figur 2: in schematischer Darstellung eine Skizze der Beleuchtungssituation in

einer Probe; und

Figur 3: eine schematische Darstellung der Sensorflache der Kamera mit zwei
Teilbildern, korrespondierend zu einer je verschiedenen z-Tiefe innerhalb

der Probe.

Gleiche und gleichwirkende Komponenten sind in den Figuren in der Regel mit den-
selben Bezugszeichen gekennzeichnet. Ein Ausfuhrungsbeispiel eines erfindungsge-

malen Mikroskops 200 wird mit Bezug auf die Figuren 1 bis 3 erlautert.

Das in Figur 1 schematisch dargestellte erfindungsgemaie Mikroskops 200 weist als
wesentliche Komponenten einen Beleuchtungsstrahlengang, einen Detektionsstrah-

lengang und eine Steuereinheit 100, beispielsweise einen PC, auf.

Der Beleuchtungsstrahlengang dient zum Beleuchten und Abtasten einer Probe S mit
Anregungslicht 12 und beinhaltet im gezeigten Beispiel neben anderen Komponenten
einen Scanner 20 als Beleuchtungssteuerungseinrichtung und ein Beleuchtungsobjek-
tiv 40. Infolge der Bestrahlung mit dem Anregungslicht 12 sendet die Probe S Emissi-
onslicht 14 aus, welches Uber den Detektionsstrahlengang auf eine Sensorflache 98
einer Kamera 90 abgebildet wird. Der Detektionsstrahlengang beinhaltet neben ande-
ren Komponenten das Mikroskopobjektiv 40, dass im gezeigten Beispiel identisch ist
mit dem Beleuchtungsobjektiv 40, und, als wesentlichen Bestandteil des erfindungs-
gemalen Mikroskops, die Bildteilereinheit 60. Die Bildteilereinheit 60 dient dazu, das
von der Probe S kommende Emissionslicht 14 aufzuteilen und in qualifizierter Weise
auf eine Sensorflache 98 der Kamera abzubilden. Die Kamera 90 dient zum Aufneh-
men von Bildern der Probe S. Die Steuereinheit 100 dient zum Ansteuern mindestens

des Scanners 20 und der Kamera 90.
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Der Beleuchtungsstrahlengang kann durch den Beleuchtungsstrahlengang eines La-

ser-Scanning-Mikroskops verwirklicht sein.

Das Anregungslicht 12 wird durch einen Laser 10 in den Beleuchtungsstrahlengang
eingespeist und mit dem Scanner 20 durch das Mikroskopobjektiv 40 Uber die Probe S
gescannt. Die Abbildung des Scanners 20, beispielsweise des Scanspiegels oder der
Scanspiegel, in eine ruckseitige Brennebene des Beleuchtungsobjektivs 40 (Pupillen-
ebene) erfolgt Uber ein Linsensystem aus Scanoptik 22 und Tubuslinse 24. Mit einer
Zylinderoptik, insbesondere einer Zylinderlinse 18, wird bevorzugt eine linienférmige
Verteilung des Anregungslichts 12 in der Pupillen- und einer Probenebene erzeugt.
Wegen der Fourierrelation zwischen Pupillen- und Bildebene stehen diese senkrecht

zueinander.

Erganzend oder alternativ kann zum Erzeugen einer linienférmigen Verteilung des An-
regungslichts 12 eine Zylinderlinse auf der beleuchtungsseitigen Eintrittsseite des

Hauptstrahlteilers 30, der unten beschrieben wird, vorhanden sein.

In dem gezeigten Ausflhrungsbeispiel ist auRerdem eine, zuschaltbare oder aus-
tauschbare, beispielsweise einschwenkbare, zweite Zylinderoptik, beispielsweise eine

Zylinderlinse 16, vorhanden zum Einstellen einer Breite des Linienfokus.

Im gezeigten Ausfuhrungsbeispiel ist im Beleuchtungsstrahlengang auf3erdem eine
Zoomoptik 13 vorhanden, mit welcher eine Fokustiefe oder Scharfentiefe der Linien-
beleuchtung in der Probe S eingestellt werden kann. Ergénzend oder alternativ kann
im Beleuchtungsstrahlengang zum Einstellen der Fokustiefe der Beleuchtung eine in

Figur 1 nicht dargestellte Abblendeinrichtung vorhanden sein.

Der Linienfokus wird durch den Scanner 20 in einer Richtung quer zur Erstreckungs-
richtung des Linienfokus in der Probe S bewegt. Gegebenenfalls kann zum Scannen
des Anregungslichts 12 in einer Richtung parallel zur Linienbeleuchtung ein zweiter

Scanner als Teil der Beleuchtungssteuerungseinrichtung vorhanden sein.

Ein Abstand zwischen dem Mikroskopobjektiv 40 und der Probe S kann im gezeigten
Ausfuhrungsbeispiel mit einer Verschiebeeinrichtung 42, beispielsweise einem moto-

rischen z-Trieb, eingestellt werden.
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Das in der Probe S aufgrund der Bestrahlung mit dem Anregungslicht 12 erzeugte
Emissionslicht 14, insbesondere Fluoreszenzlicht, wird durch das Mikroskopobjek-
tiv 40 kollimiert und mit dem Hauptfarbteiler 30, einem dichroitischen Strahlteiler, in
dem Detektionsstrahlengang in Richtung der Kamera 90 abgelenkt. Das Emissions-

licht 14, also das Fluoreszenzlicht, lauft mithin nicht Uber den Scanner 20.

An eine Zwischenbildebene 52 strahlabwarts von einer Tubuslinse 50 schlief3t sich die
Bildteilereinheit 60 an, die im gezeigten Ausfuhrungsbeispiel drei Teilbilder aus unter-
schiedlichen Tiefenbereichen der Probe S erzeugt und diese nebeneinander auf der
Sensorflache 98 der Kamera 90, beispielsweise einem CMOS-Chip oder einem SPAD-

Array, anordnet. Die Kamera 90 kann auch eine farbauflésende Kamera sein.

Uber die Steuereinheit 100 sind die Kamera 90, der Scanner 20 und die Verschiebein-

richtung 42 wirkungsmafig miteinander verbunden.

Die Steuereinheit 100 ist insbesondere dazu eingerichtet, die durch eine Stellung des
Scanners 20 definierte Position der Linienbeleuchtung in der Probe S mit den jeweils
auszulesenden Bereichen der Sensorflache 98 der Kamera 90, etwa in der Art eines
Rolling-Shutters, zu synchronisieren. Die Steuereinheit 100 kann auch zum Steuern
der Verschiebeeinrichtung 42, insbesondere abgestimmt auf die Ansteuerung des

Scanners 20, eingerichtet sein.

In dem in Figur 1 gezeigten Ausfuhrungsbeispiel ist die Bildteilereinheit 60 im Detekti-
onsstrahlengang zwischen einem Zwischenbild 52 strahlabwarts von einer Tubus-

linse 50 und der Kamera 90 angeordnet.

Die Bildteilereinheit 60 weist ein optisches Relay-Linsensystem mit einer Eintritts-
linse 62 und einer Austrittslinse 64 auf, welches die Zwischenbildebene 52 auf die Sen-
sorflache 98 der Kamera 90 abbildet. Eine VergréRerung des Relay-Linsensystems
kann dabei so gewahlt sein, dass eine gewunschte Anzahl an Teilbildern, im Ausfuh-
rungsbeispiel der Figur 1 sind das drei Teilbilder, so auf die Sensorflache 98 abgebildet
werden, dass Punktverwaschungsfunktionen lateral abgetastet werden kédnnen. Damit
ist gemeint, dass die VergréRerung des Relay-Linsensystems 62, 64 der Bildteilerein-
heit 60 beispielsweise so gewahlt ist, dass der Durchmesser eines Airy-Scheibchens

auf der Sensorflache 98 der Kamera 90 mindestens viermal so grof3 ist wie ein Abstand
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von benachbarten Pixeln der Kamera 90. Gegebenenfalls kann in der Zwischenbild-
ebene 52 eine Feldblende vorhanden sein, um ein Uberlappen der Teilbilder auf der

Sensorflache der Kamera 98 zu vermeiden.

Zwischen der Eintrittslinse 62 und der Austrittslinse 64 des Relay-Linsensystems sind
im gezeigten Ausfuhrungsbeispiel Strahlteiler 72, 82 vorhanden, die das Emissions-

licht 14 in einen ersten, einen zweiten und einen dritten Teilstrahlengang aufteilen.

Im ersten Teilstrahlengang gelangt das Emissionslicht 14 vom Strahlteiler 72 Uber ei-
nen verstellbaren Spiegel 74 und eine Linse 76 auf die Austrittslinse 64 und wird von

dieser in ein erstes Teilbild 91 auf die Sensorflache 98 der Kamera 90 abgebildet.

Im zweiten Teilstrahlengang gelangt das Emissionslicht 14 vom Strahlteiler 82 Uber
einen verstellbaren Spiegel 84 und eine Linse 86 auf die Austrittslinse 64 und wird von

dieser in ein zweites Teilbild 92 auf die Sensorflache 98 der Kamera 90 abgebildet.

In dem dritten Teilstrahlengang durchlauft das Emissionslicht 14 beide Strahltei-
ler 72, 82, gelangt direkt zur Austrittslinse 64 und von dieser auf ein drittes Teilbild auf

der Sensorflache 98 der Kamera 90.

Der Neutralteiler 82 kénnte im gezeigten Ausfuhrungsbeispiel auch ein einfacher Spie-
gel sein. Dann wurden der dritte Teilstranlengang und entsprechend das dritte Teilbild

entfallen.

Die Steuereinheit 100 kann dazu eingerichtet sein, die verstellbaren Spiegel 74, 84
unter Verwendung eines Steuersignals fur die Kamera 90 anzusteuern dergestalt, dass
eine konfokale Bedingung fur alle Teilbilder der jeweiligen Ebenen durch den konfoka-

len Auslesebereich erfullt ist.

Der erste Teilstrahlengang und der zweite Teilstrahlengang sind der Austrittslinse 64
des Relay-Linsensystems 62, 64 so zugefuhrt, dass die zugehdérigen mindestens zwei
Teilbilder 91, 92 nebeneinander auf der Sensorflache 98 der Kamera 90 dergestalt
angeordnet sind, dass linienférmige Bereiche 93, 94 in den Teilbildern 91, 92, die op-
tisch konjugiert sind zu linienférmig beleuchteten Bereichen auf oder in der Probe S,

auf derselben Zeile oder denselben Zeilen 95 der Sensorflache 98 liegen (Figur 3).
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Zusatzlich kénnen in Figur 1 nicht gezeigte Umlenkelemente oder Glasblécke im er-
sten und/oder zweiten Teilstrahlengang vorhanden sein, um die Pupillenlagen fur die

Teilbilder abzugleichen.

Durch die Linse 76 im ersten Teilstrahlengang ist die axiale Lage einer Ebene S1 in
der Probe S definiert, die zur Ebene der Sensorflache 98 optisch konjugiert ist. Durch
die Linse 86 im zweiten Teilstrahlengang ist die axiale Lage einer Ebene S2 in der
Probe S definiert, die zur Ebene der Sensorflache 98 optisch konjugiert ist. Durch ge-
eignete Wahl der Linsen 76 und 86 kénnen demgemal? die axialen Lagen der Proben-
ebenen S1, und S2, die zur Ebene der Sensorflache 98 optisch konjugiert sind einge-
stellt werden. Bevorzugt wird, insbesondere fur Volumenscans, ein gewisser axialer
Abstand fur die Probenebenen S1, und S2 eingestellt. ZweckmaRig kann dann aul3er-
dem mit der Zoomoptik 13 eine Fokustiefe der Beleuchtung mit dem Anregungslicht 12
so eingestellt werden, dass die beiden Probenebenen hinreichend, angrenzende Be-
reiche aber mdglichst wenig mit dem Anregungslicht 12 bestrahlt werden. Die Einstel-
lung der Fokustiefe soll bewirken, dass die angrenzenden Bereiche eine geringe Be-
leuchtungsdichte aufweisen, also eine gréRere Flache beleuchtet wird. Dieses wirde
erreicht, wenn die am weitesten voneinander entfernt liegenden gleichzeitig betrach-
teten Probenebenen gerade noch innerhalb der Fokustiefe der Beleuchtung liegen,

wie im nachsten Absatz beschrieben.

Bevorzugt wird die Fokustiefe der linienférmigen Beleuchtung eingestellt auf einen
Wert, der einem axialen Abstand von zwei Probenebenen S1, S2 entspricht, die zu der

Ebene der Sensorflache 98 der Kamera 90 optisch konjugiert sind.

Vorteilhafterweise ist die Brennweite der Linsen 76, 86 einstellbar, indem entweder die
Linsen austauschbar sind oder beispielsweise als elektrisch einstellbare Linsen
(electrically tunable lens, ETL) ausgefuhrt sind, deren Brennweite dann auch mit der
Steuereinheit 100 einstellbar ist. Der Abstand der zur Kamerabildebene konjugierten
Probenebenen S1, S2 zu einer Fokusebene des Mikroskopobjektivs 40 kann so ein-

gestellt werden.

Die einstellbaren Linsen 76, 86 sind bevorzugt insbesondere auch so einstellbar, dass
die Probenebenen S1 und S2 axial nicht beanstandet sind. Beispielsweise kann fur

beide Linsen 76, 78 die Brennweite auf unendlich gestellt werden. Mit der in Figur 1
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gezeigten Anordnung wurden dann das erste Teilbild 91 und das zweite Teilbild 92

idealerweise identisch sein.

Zweckmalig kénnen dann die Strahlteiler 72 und 82 durch unterschiedliche dichroiti-
sche Strahlteiler ersetzt werden, die auf die Beobachtung chromatisch unterschiedli-
cher Farbstoffe abgestimmt sind. Beispielsweise kann im ersten Teilbild 91 schwer-
punktmanig ein erster Farbstoff und im zweiten Teilbild 92 schwerpunktmafig ein zwei-
ter Farbstoff dargestellt werden. Die Probe S wird also in zwei Farbkanalen simultan
beobachtet, wobei nach wie vor die Linienbeleuchtung mit dem Rolling-Shutter der

Kamera 90 synchronisiert Uber die Probe S gefuhrt wird.

Die Probe S kann beispielsweise ein Zellverbund mit einer Dicke von etwa 15 um sein.
Das Mikroskopobjektiv 40 kann beispielsweise ein Objektiv 40x/1.2 sein. Die Schar-
fentiefe der Abbildung betragt dann ca. 0,5 um, so dass axiales Nyquist- Sampling mit
einer Schrittweite von 0,25 pm erreicht wird. Anstatt zweier Teilbilder, wie in den Figu-
ren gezeigt, kdnnen beispielsweise auch drei Teilbilder gleichzeitig aufgenommen wer-
den. Der axiale Abstand der drei Probenebenen kann beispielsweise auf 2,5 um ein-
gestellt werden, d.h. dass die aul3eren Probenebenen axial 5 um beabstandet sind.
Ein axialer Hub von 5 um kann dann gleichmé&Rig durchfahren werden in Schritten von
0,25 um Schritten, ohne dass unterschiedlich groRe Springe mit eventuell unter-
schiedlichen Zeitverzégerungen notwendig sind. Die Anzahl der aufzunehmenden Bil-
der wurde um einen Faktor drei auf nur 20 Bilder reduziert werden. Bei einer Bildwie-
derholrate der Kamera von 120 fps (frames per second = Bilder pro Sekunde) wurden
demnach sechs Volumen pro Sekunde aufgenommen. Vorteilhaft ist hierbei, dass es
eine Uberdeckung der je ersten und letzten Ebene in den Bereichen gibt, die im Inne-
ren der Probe liegen (siehe Figur 2). Hierdurch kann ein korrekter Anschluss der Bild-

aufnahmen sichergestellt werden.

Weiterhin bevorzugt ist eine geregelte Ablage der Teilbilder 91, 92 auf der Kamera 90.
Hierbei kann, ausgehend vom Signal auf der Sensorflache 98 der Kamera 90, in der
Steuereinheit 100 nach festgelegten Kriterien eine Ansteuerung der, insbesondere mo-
torisch verstellbaren, Umlenkspiegel 74, 84 realisiert werden, die dafur sorgt, dass die

abgelegten Teilbilder 91, 92 sich nicht Uberschneiden und aullerdem so
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nebeneinander liegen, dass der Bereich der konfokalen Auslesung mit dem Beleuch-

tungsbereich optimal Uberlappt.

Figur 2 zeigt eine schematische Darstellung des Mikroskopobjektivs 40 relativ zur
Probe S. Zwischen dem Mikroskopobjektiv 40 und der Probe S befindet sich ein Im-
mersionsmedium zur Anpassung der Brechungsindizes. Dargestellt sind sodann zwei
Probenebenen S1 und S2. Die erste Probenebene S1 ist Uber den ersten Teilstrahlen-
gang, der Uber die Komponenten 62, 72, 74, 76, 64 verlauft, optisch konjugiert zum
ersten Teilbild 91 (Figur 3). Die zweite Probenebene S2 ist Uber den zweiten Teilstrah-
lengang, der Uber die Komponenten 62, 82, 84, 86, 64 verlauft, optisch konjugiert zum
zweiten Teilbild 92 (Figur 1, Figur 3). Eine Ausdehnung der axialen Verteilung des An-

regungslichts 12 entspricht etwa dem axialen Abstand der Probenebenen S1 und S2.

Figur 3 zeigt eine schematische Darstellung der Sensorflache 98 der Kamera 90. Das
zum ersten Teilstrahlengang gehérende erste Teilbild, welches ein Bild der Proben-
ebene S1 ist, liegt, wie ersichtlich, neben dem zum zweiten Teilstrahlengang gehéren-
den zweiten Teilbild 92, welches ein Bild der Probenebene S2 ist. Ein linienférmiger
Bereich 93 im ersten Teilbild 91 entspricht einem Bereich, der optisch konjugiert ist zu
der Lage der Linienbeleuchtung in der ersten Probenebene S1. Ein linienférmiger Be-
reich 94 im zweiten Teilbild 92 entspricht einem Bereich, der optisch konjugiert ist zu
der Lage der Linienbeleuchtung in der zweiten Probenebene S2. Wie ersichtlich, liegen
das erste Teilbild 91 und das zweite Teilbild 92 auf der Sensorflache 98 so nebenein-
ander, dass die linienférmigen Bereiche 93, 94 in den Teilbildern 91, 92, die optisch
konjugiert sind zu linienférmig beleuchteten Bereichen auf oder in der Probe S, auf
derselben Zeile oder denselben Zeilen 95 der Sensorflache 98 liegen. Die Steuerein-
heit 100 ist dazu eingerichtet, die von den in der Zeile oder den Zeilen 95 liegenden
Pixeln gemessenen Messsignale auszulesen und auszuwerten. Mit der Bewegung des
Linienfokus in der Probe S mithilfe des Scanners 20 quer zur Erstreckungsrichtung
des Linienfokus wird auch der jeweils auszulesende Bereich der Sensorflache 98 der

Kamera 90 in Richtung des Pfeils 96 mitgefuhrt.
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Bezugszeichenliste

10
12
13
14
16
18
20
22
24
30
40
42
44
50
52
60
62
64
72
74
76
82
84
86
90
91
92
93

94

Lichtquelle, insbesondere Laser

Anregungslicht

Zoomoptik zum Einstellen der Fokustiefe der Beleuchtung
Emissionslicht

Zylinderlinse, insbesondere einschwenkbar

Zylinderlinse, insbesondere einschwenkbar
Beleuchtungssteuerungseinrichtung, z.B. Galvo-Scanner
Scanoptik

Tubuslinse im Beleuchtungsstrahlengang

Hauptfarbteiler

Beleuchtungsobjektiv, Mikroskopobjektiv

steuerbare Verschiebeeinrichtung

Immersionsflussigkeit (optional, abhangig vom Objektiv 40)
Tubuslinse im Detektionsstrahlengang

Zwischenbildebene

Bildteilereinheit

Eintrittslinse

Austrittslinse

Strahlteiler, insbesondere Neutralteiler

Umlenkeinrichtung, insbesondere Spiegel, insbesondere steuerbar
Linse, insbesondere mit einstellbarer Brennweite

Strahlteiler, insbesondere Neutralteiler

Umlenkeinrichtung, insbesondere Spiegel, insbesondere steuerbar
Linse, insbesondere mit einstellbarer Brennweite

Kamera

erstes Teilbild

zweites Teilbild

linienférmiger Bereich, korrespondierend mit und optisch konjugiert zu
linienférmigem beleuchteten Bereich auf oder in Probe S
linienférmiger Bereich, korrespondierend mit und optisch konjugiert zu

linienférmigem beleuchteten Bereich auf oder in der Probe S
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95
96
98
100
200

S1
S2

eine oder mehrere auszulesende Zeilen der Sensorflache 98
Bewegungsrichtung der auszulesenden Zeile oder Zeilen
Sensorflache der Kamera 90

Steuereinrichtung, insbesondere PC

erfindungsgemalfes Mikroskop

Probe

erste Probenebene

zweite Probenebene
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Patentanspriiche

Mikroskop

mit einem Beleuchtungsstrahlengang mindestens mit einer Beleuchtungs-
steuerungseinrichtung (20) und einem Beleuchtungsobjektiv (40) zum, insbe-
sondere linienférmigen, Beleuchten und Abtasten einer Probe (S) mit Anre-
gungslicht (12),

mit einem Detektionsstrahlengang mindestens mit einem Mikroskopobjek-

tiv (40) zum Leiten von von der Probe (S) abgestrahltem Emissionslicht (14) in
Richtung einer Kamera (90),

mit der Kamera (90) zum Aufnehmen von Bildern der Probe (S) und

mit einer Steuereinheit (100) zum Ansteuern mindestens der Beleuchtungs-
steuerungseinrichtung (20) und der Kamera (90),

wobei die Steuereinheit (100) dazu eingerichtet ist, jeweils auszulesende Be-
reiche einer Sensorflache (98) der Kamera (90) mit einer durch die Beleuch-
tungssteuerungseinrichtung (20) definierten Position des Anregungslichts (12)
Zu synchronisieren,

dadurch gekennzeichnet,

dass im Detektionsstrahlengang eine Bildteilereinheit (60) vorhanden ist zum
Aufteilen des Emissionslichts (14) in mehrere Teilstrahlengéange, die jeweils
ein Teilbild (91, 92) der Probe (S) auf der Sensorflache (98) der Kamera (90)
erzeugen, wobei die Teilbilder (91, 92) auf der Sensorflache (98) dergestalt ne-
beneinander liegen, dass linienférmige Bereiche (93, 94) in den Teilbildern (91,
92), die einer durch die Beleuchtungssteuerungseinrichtung (20) definierten
Position des Anregungslichts (12) auf oder in der Probe (S) entsprechen, auf

derselben Zeile oder denselben Zeilen (95) der Sensorflache (98) liegen.

Mikroskop nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass die linienférmigen Bereiche (93, 94) in den Teilbildern (91, 92), die auf
der Sensorflache (98) nebeneinander liegen, optisch konjugiert sind zu linien-

férmig beleuchteten Bereichen auf oder in der Probe (S).
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Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine steuerbare Verschiebeeinrichtung (42) zum Andern eines Abstands
zwischen dem Beleuchtungsobjektiv (40) und der Probe (S) vorhanden ist und
dass die Steuereinheit (100) zum Steuern der Verschiebeeinrichtung (42), ins-
besondere abgestimmt auf die Ansteuerung der Beleuchtungssteuerungsein-

richtung (20), eingerichtet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

dass im Beleuchtungsstrahlengang zum Erzeugen einer linienférmige Vertei-
lung des Anregungslichts (12) in einer Probenebene (S1, S2) eine, insbeson-
dere in den Beleuchtungsstrahlengang einschwenkbare, Zylinderoptik (18)

vorhanden ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet,

dass im Beleuchtungsstrahlengang zum Variieren einer Breite eines Linienfo-
kus in der Probenebene (S1, S2) eine, insbesondere in den Beleuchtungs-

strahlengang einschwenkbare, zweite Zylinderoptik (16) vorhanden ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,
dass im Beleuchtungsstrahlengang Linsen (13) und/oder Blenden zum Einstel-

len einer Fokustiefe der linienférmigen Beleuchtung vorhanden sind.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Beleuchtungssteuerungseinrichtung mindestens einen Scanner (20)

und/oder mindestens ein Mikrospiegelarray aufweist.
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Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bildteilereinheit (60) zum Aufteilen des Emissionslichts mindestens
eine diffraktive Einrichtung, insbesondere ein Gitter und/oder einen Spatial

Light Modulator, aufweist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bildteilereinheit (60) zum Aufteilen des Emissionslichts mindestens
eine monolithische Komponente aufweist, bestehend beispielsweise aus ge-

klebten und/oder beschichteten Prismen oder Platten.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Beleuchtungssteuerungseinrichtung zum Scannen des Anregungs-
lichts in einer Richtung parallel zur Linienbeleuchtung einen zweiten Scanner

aufweist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 10,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bildteilereinheit (60) im Detektionsstrahlengang zwischen einem Zwi-
schenbild (52) strahlabwarts von einer Tubuslinse (50) und der Kamera (90)

angeordnet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bildteilereinheit (60) ein Relay-Linsensystem mit einer Eintritts-
linse (62) und einer Austrittslinse (64) aufweist, zwischen denen mindestens

ein Strahlteiler (72, 82) angeordnet ist.
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Mikroskop nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Vergroflerung des Relay-Linsensystems (62, 64) der Bildteilerein-
heit (60) so gewahlt ist, dass der Durchmesser eines Airy-Scheibchens auf der
Sensorflache (98) der Kamera (90) mindestens viermal so grof ist wie ein Ab-

stand von benachbarten Pixeln der Kamera (90).

Mikroskop nach einem der Anspriche 12 oder 13,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens einer der Strahlteiler (72, 82), insbesondere mehr als einer
oder jeder der Strahlteiler (72, 82), ein Neutralteiler oder ein dichroitische

Strahlteiler ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 12 bis 14,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Teilstrahlengange der Austrittslinse (64) des Relay-Linsensystems so
zugefuhrt sind, dass die zugehérigen mindestens zwei Teilbilder (91, 92) ne-
beneinander auf der Sensorflache (98) der Kamera (90) dergestalt angeordnet
sind, dass linienférmige Bereiche (93, 94) in den Teilbildern (93, 94), die insbe-
sondere optisch konjugiert sind zu linienférmig beleuchteten Bereichen auf
oder in der Probe (S), auf derselben Zeile oder denselben Zeilen (95) der Sen-

sorflache (98) liegen.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 15,

dadurch gekennzeichnet,

dass in mindestens einem der Teilstrahlengéange der Bildteilereinheit (60), be-
vorzugt in mehreren oder allen Teilstrahlengangen der Bildteilereinheit (60),
insbesondere ansteuerbare, Umlenkelemente (74, 84), insbesondere Umlenk-

spiegel, vorhanden sind.
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Mikroskop nach Anspruch 16,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Steuereinheit (100) dazu eingerichtet ist, die ansteuerbaren Um-
lenkelemente (74, 84) unter Verwendung eines Steuersignals fur die Ka-
mera (90) anzusteuern dergestalt, dass eine konfokale Bedingung fur alle Bil-

der der jewelligen Ebenen durch den konfokalen Auslesebereich erfullt ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 17,
dadurch gekennzeichnet,
dass die mindestens zwei Teilbilder (91, 92) zu axial versetzten Bereichen der

Probe (S) gehéren.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 18,

dadurch gekennzeichnet,

dass in mindestens einem der Teilstrahlengénge der Bildteilereinheit (60) be-
vorzugt in mehreren oder allen Teilstrahlengangen der Bildteilereinheit (60),

eine zusatzliche Linse (76, 86) angeordnet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 19,

dadurch gekennzeichnet,

dass ein axialer Abstand der Probenebenen (S1, S2), zu denen die Teilbil-
der (91, 92) gehoéren und die zur Ebene der Sensorflache (92) optisch konju-

giert sind, einstellbar ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 20,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Brennweite der mindestens einen zuséatzlichen Linse (76, 86) veran-

derlich und insbesondere auf unendlich einstellbar ist.
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Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 21,

dadurch gekennzeichnet,

dass zum Abgleich der axialen Lagen der Pupillen fur die Teilstrahlengénge in
der Bildteilereinheit (60) Umlenkelemente und/oder Glasblécke vorhanden

sind.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 22,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Kamera (90) eine CMOS-Kamera oder sCMOS-Kamera mit Rolling-
Shutter-Elektronik oder eine SPAD-Kamera ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 23,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Kamera (90) eine farbauflésende Kamera ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 24,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Kamera (90) zum schnellen zusammenh&ngenden Auslesen von

mehr als einem Bereich, insbesondere mehr als einer Zeile, eingerichtet ist.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 25,
dadurch gekennzeichnet,
dass die den Teilbildern (91, 92) entsprechenden Probenbereiche lateral ge-

geneinander verschoben sind.

Mikroskop nach einem der Anspriche 1 bis 26,
dadurch gekennzeichnet,
dass zum Anpassen einer GréRRe der Teilbilder (91, 92) in einer Zwischenbild-

ebene (52) im Detektionsstrahlengang eine Feldblende vorhanden ist.
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Verfahren zur Mikroskopie,

bei dem eine Probe (S) durch ein Beleuchtungsobjektiv (40) mit Anregungs-
licht (12), insbesondere linienférmig, beleuchtet und abgetastet wird,

bei dem von der Probe (S) abgestrahltes Emissionslicht (14) tber ein Mikro-
skopobjektiv (40) in Richtung einer Kamera (90) geleitet wird,

bei dem das Emissionslicht (14) strahlabwarts von dem Mikroskopobjektiv (40)
in mehrere Teilstrahlengange aufgeteilt wird,

bei dem jeder der Teilstrahlengénge ein Teilbild (91, 92) der Probe (S) auf ei-
ner Sensorflache (98) der Kamera (90) erzeugt,

wobei die Teilbilder (91, 92) der Probe (S) auf der Sensorflache (98) dergestalt
nebeneinander liegen, dass linienférmige Bereiche (93, 94) in den Teilbil-

dern (91, 92), die einer Position des Anregungslichts (12) auf oder in der
Probe (S) entsprechen, auf derselben Zeile oder denselben Zeilen (95) der
Sensorflache (98) liegen und

bei dem auszulesende Bereiche der Sensorflache (98) der Kamera (90) syn-

chronisiert werden mit der Position des Anregungslichts (12) auf der Probe.

Verfahren nach Anspruch 28,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Fokustiefe der linienférmigen Beleuchtung eingestellt wird auf einen
Wert, der einem axialen Abstand von zwei Probenebenen (S1, S2) entspricht,
die zu der Ebene der Sensorflache (98) der Kamera (90) optisch konjugiert

sind.

Verfahren nach Anspruch 28 oder 29,

dadurch gekennzeichnet,

dass bei Volumenscans eine axiale Schrittweite kleiner ist als oder gleich grof3
ist wie die halbe axiale Scharfentiefe der Abbildung des Mikroskopobjektivs
(40).
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Verfahren nach einem der Anspriche 28 bis 30,

dadurch gekennzeichnet,

dass bei Volumenscans ein axialer Abstand der zu den Teilbildern gehdrenden
Probenebenen (S1, S2) ein ganzzahliges Vielfaches der axialen Schrittweite

ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 28 bis 30,
dadurch gekennzeichnet,
dass bei Volumenscans eine axiale Schrittweite ein ganzzahliges Vielfaches

ist des axialen Abstands der zu den Teilbildern gehérenden Probenebenen.

Verfahren nach einem der Anspriche 28 bis 32,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Probe (S) mit mehreren linienférmigen Beleuchtungsbereichen abge-
tastet wird und

dass die den linienférmigen Beleuchtungsbereichen entsprechenden Bereiche
der Sensorflache (98) der Kamera (90) jeweils synchronisiert ausgelesen wer-

den.

Verfahren nach einem der Anspriche 28 bis 33,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine linienférmige Laserbeleuchtung unter einem Winkel zur optischen

Achse des Beleuchtungsobjektivs (60) in die Probe (S) eingestrahlt wird.
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