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(57) Verfahren zur rastermikroskopischen Registrierung der Fluoreszenzabklingzeit. Das Abklingverhaiten der
Fluoreszenz kann mit einer Anordnung zur zeitaufgelésten Laserrastermikroskopie schnell untersucht werden. Die
Erfindung besteht darin, da das Objekt mittels einer mit mindestens einar Frequenz hochfrequent modulierten
kontinuierlichen Laserstrahlung angeregt wird, daR aus dem Fluoreszenzsignal die Amplituden des Gleichanteils und
mindestens eines modulierten Anteils ermittelt werden und daf} diese Amplituden jeweils getrennt oder nach
Quotientenbildung und ggf. Ausfihrung weiterer mathematischer Operationen digitalisiert in einem Bildspeicher
abgelegt werden.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur rastermikroskopischen Registrierung der Fluoreszenzabklingzeit eines
fluoreszierenden Objektes, dadurch gekennzeichnet, dai? das Objekt mittels einer mit mindestens
einer Frequenz hochfrequent modulierten kontinuierlichen Laserstrahlung angeregt wird, daf3 aus
dem Fluoreszenzsignal die Amplituden des Gleichanteils und mindestens eines modulierten Anteils
ermitteltwerden und daB diese Amplituden jeweils getrennt oder nach Quotientenbildung und ggf.
AusflUhrung weiterer mathematischer Operationen digitalisiert in einem Bildspeicher abgelegt
werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 zusatzlich zur Auswertung des
Fluoreszenzsignals flir das gesamte Bildfeld oder Teile davon der Modulationsgrad des
Anregungslichtes bestimmt und in die Auswertung zur Gewinnung von Absolutwerten der
Abklingzeit einbezogen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da die Modulation der
Laserstrahlung durch aktive oder passive Modensynchronisation bewirkt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dall die schmalbandige Erfassung der
Modulationsamplituden mit einstellbarer Bandbreite erfolgt, so dal? die Integrationszeitkonstante
und damit Genauigkeit und MefRzeit pro Bildpunkt wahlbar sind.

Hierzu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die schnelle Gewinnung eines Bildes der Fluoreszenzabklingzeit in mikroskopischen Objekten. Sie kann
vorteilhaft bei allen Untersuchungen eingesetzt werden, wo mikroskopische Objekte zur Fluoreszenzstrahlung angeregt werden
und aus dem Abklingverhalten der Fluoreszenz Rlickschliisse auf Eigenschaften von Bestandteilen der Objekte maglich sind. Das
ist von Interesse auf biologisch-medizinischem Gebiet bei der Untersuchung der Eigenfluoreszenz oder der ggf.
umgebungssensitiven Fluoreszenz von Markerfarbstoffen in Zellen und Geweben, aber auch in der Festkérperphysik und
Halbleiterelektronik.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Laserrastermikroskopie (T.Wilson, C, Sheppard: Theory and practice of scanning optical microscopy, London 1984) beruht
darauf, daB ein Objekt mit einem fokussierten Laserstrahl abgerastert und ein Bild punktweise aus dem fiir jede einzelne
Strahlposition registrierten Mef3signal zusammengesetzt wird. Ein wesentlicher Vorteil dieser Mikroskopiemethode besteht
darin, daR nicht nur Lichtintensitaten, sondern auch andere Mef3gréBen von Prozessen, die durch die punktweise
Lasereinstrahlung ausgel6st oder beeinfluRt werden, zur Bilddarstellung herangezogen werden kénnen.

Auf dem Gebiet der Fluoreszenzmikroskopie wird es damit méglich, auRer der Fluoreszenzintensitat auch Parameter des
Fluoreszenzabklingprozesses, insbesondere die Abklingzeit r {typisch im Bereich weniger Nanosekunden und darunter), zum
Bildaufbau zu nutzen (DD 254988; Exp. Techn. Phys. 36 [1988], 443—451). Daraus kénnen z.B. Informationen Uber die
Ortsabhédngigkeit (im sub-um-Bereich) der Mikroumgebung von Fluorophormolekllen (z.B. Viskositat, pH-Wert,
Wasserstoffbriickenbindungen) bzw. deren Konformation, Aggregation u. 4. gewonnen werden, die bei alleiniger Registrierung
der Fluoreszenzintensitat nicht verfigbar sind.

Essindverschiedene Anordnungen bekannt, bei denen das Fluoreszenzabklingverhalten in strukturierten Objekten an einzelnen
Positionen mittels impulsfluorometrischer Methoden untersucht wird (J. Micr. 134 [1984] Pt. 2, 151-160; Opt. Engin. 24 [1985},
1042-1044; Photochem. Photobiol. 42 [1985], 613—-616; J. Luminescence 35 [1986], 247-253), wobei die Methode der
zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung wegen ihrer hohen Empfindlichkeit bevorzugt eingesetzt wird.

Gegentiber der Untersuchung an einzelnen Objektpunkten ist jedoch die systematische Abrasterung eines gréBeren
Objektfeldes vorteilhaft, da sich die Relaxationsparameter 2.B. in biologischen Objekten durchaus in rdumlichen Bereichen von
Bruchteilen von Mikrometern sprunghaft andern konnen. Damit ist die Forderung einer méglichst kurzen MeRzeit pro Bildpunkt
(um GréRBenordnungen unter 1) verbunden. Impulsfluorometrische Verfahren belasten entweder das Untersuchungsobjekt
durch hohe erforderliche Lichtintensitaten zu stark und sind apparativ sehr aufwendig (Streakkamera; GB 2197499 A) bzw.
arbeiten zu langsam (Samplingverfahren der zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung).

Bekannt sind weiterhin Verfahren zur Ermittlung der Fluoreszenzabklinkzeit aus den Charakteristika der Fluoreszenz einer Probe
bei periodisch modulierter Anregung (Phasen- bzw. Modulationsgradflucrometrie).

Die Phasenfluorometrie erfordert die Phasenmessung bei Frequenzen im 100-MHz-Bereich. Die Verwendung eines
Vektorvoltmeters ist aufwendig; Phasenmessung mit Hilfe verstellbarer optischer Verzogerungsstrecken (DD 136302;

DD 242485) ist nach den bekannten Verfahren nichtin den angestrebten kurzen Mef3zeiten realisierbar,
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, eine Anordnung zur zeitaufgeldsten Fluoreszenz-Laserrastermikroskopie anzugeben, mit der in einer
kurzen Registrierzeit und mit geringem apparativem Aufwand ein Bild des Abklingverhaltens der Fluoreszenz in einem
mikroskopischen Objekt gewonnen werden kann.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren anzugeben, mit dem mikroskopische Bilder des Abklingverhaltens der
Fluoreszenz, speziell der Fluoreszenzabklingzeit r, gewonnen werden kénnen, die eine schnelle Orientierung tiber die in einem
Objekt zu erwartende raumliche Variation der GroRe r erlauben. Daran kann sich ggf. eine detailliertere Untersuchung in
einzelnen Objektpunkten mittels anderer Methoden anschlie3en.

Die Losung dieser Aufgabe gelingt mit einem Verfahren zur rastermikroskopischen Registrierung der Fluoreszenzabklingzeit
eines fluoreszierenden Objektes erfindungsgemal dadurch, dal® das Objekt mittels einer mit mindestens einer Frequenz
hochfrequent modulierten kontinuierlichen Laserstrahlung angeregt wird, dafl aus dem Fluoreszenzsignal die Amplituden des
Gleichanteils und mindestens eines modulierten Anteils ermittelt werden und daf} diese Amplituden jeweils getrennt oder nach
Quotientenbildung und ggf. Ausflihrung weiterer mathematischer Operationen digitalisiert in einem Bildspeicher abgelegt
werden.

Vorteilhafterweise wird zusétzlich zur Auswertung des Fluoreszenzsignals fir das gesamte Bildfeld oder Teile davon der
Modulationsgrad des Anregungslichtes bestimmt und in die Auswertung zur Gewinnung von Absolutwerten der Abklingzeit
einbezogen.

Die Modulation der Laserstrahlung kann durch aktive oder passive Modensynchronisation bewirkt werden. Weiterhin ist es von
Vorteil, daB die schmalbandige Erfassung der Modulationsamplituden mit einstellbarer Bandbreite erfolgt, so daf die
Integrationszeitkonstante und damit Genauigkeit und MeBzeit pro Bildpunkt wéhlbar sind.

Das erfindungsgemafe Verfahren geht von dem hekannten Verfahren der Modulationsgradfluorometrie aus, bei dem der
Riickgang des Modulationsgrades des Fluoreszenzlichtes gegenliber dem des Anregungslichtes auf Grund der endlichen
Abklingzeit r {vereinfachend wird hier der Fall eines einfachexponentiellen Abklinggesetzes angenommen) gemessen und
daraus nach der folgenden Beziehung r ermittelt wird:

me/ma = {1 + %) " m
1

r=—1 (ma/meg? -1 (2)
®

w = 2nf, f— Modulationsfrequenz;

ma, ¢~ Modulationsgrad der Anregungs- bzw. Fiuoreszenzstrahlung.

Der'Modulationsgrad wird durch Zerlegung des Ausgangssignals des verwendeten Photodetektors in einen Gleichanteil und
einen Wechselanteil und entsprechende frequenzselektive Registrierung der jeweiligen Amplituden a(0) und a{w) nach

m = al{w)/a(0)

gebildet, so daf zur Auswertung von (1) die Ermittlung der vier MeBwerte aa(w), aa{0), ap(w), ar(0} erforderlich ist. Die

Untersuchung der Fluoreszenzstrahlung wird deshalb Ublicherweise durch Referenzmessungen (insbesondere an gestreutem

Anregungslicht) ergdnzt. Diese missen mit demselben Photodetektor erfolgen, um dem Einflu unterschiedlicher

Frequenzcharakteristik verschiedener Detektoren zu entgehen.

Die Aufgabe der Erfindung wird also dadurch geldst, daf? fiir die schnell aufeinanderfolgende Messung an vielen Bildpunkten

entweder

a) aufdie Ermittlung von my und damit auf die Umschaltung zwischen verschiedenen Strahlengdngen génzlich verzichtet wird
oder

b) diese nicht fiir jeden Bildpunkt, sondern nur gelegentlich (z.B. am Anfang/Ende der Erfassung einer ganzen Bildzeile oder
eines vollstdndigen Rasterbiides) ausgeflhrt wird, wobei zugrunde gelegt wird, dafl der Modulationsgrad der
Anregungslichtguelle in den dazwischenliegenden Zeitabschnitten hinreichend konstant ist.

Im Fall a) wird auf die Absolutangabe der Abklingzeit r verzichtet zugunsten einer einfacheren, schnelleren und genaueren

Gewinnung von Relativaussagen Gber das Verhalten von r beim Vergleich verschiedener Objektpunkte. Es ist dann von der

gegendber (1) modifizierten Beziehung

1U/mex, y) ~ [1 + w?rix, y)] (3)

auszugehen, wobei der mit m, zusammenhéangende Proportionalitdtsfaktor als Uber das ganze Bild konstant anzusehen ist.
Damitistin kurzer Zeit aus

/g = [36(0; x, y)/aplw; X, y)}?
{x, y— Koordinaten der Position des Laserflecks auf dem Objekt)ein Ubersichtsbild zu gewinnen, das fir je zwei beliebige

Objektpunkte (x4, y1) und (X, y2) zu entscheiden gestattet, welcher der beiden Werte r(xq, y1) und r(x,, y;} der groere ist, so dal®
insbesondere lokale und globale Extrema aufgefunden werden kdnnen.
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Der Fall b) fiihrt auf die fir die Modulationsgradfluorometrie Gbliche Absolutangabe von r gemag (2) zurlick, wobei die schnelle
Aufeinanderfolge von Messungen in Zusammenhang mit hinreichend stabiler Modulation den Verzicht auf die Ermittiung von
m flir die gréBte Zahi von Bildpunkten ermdéglicht.

ma kann an einer oder weniger Stellen des Bildes nach Umschaltung des Strahlenganges von Fluoreszenz- auf Anregungslicht
ermittelt und zu einem fir das ganze Bild giltigen Wert zusammengefal3t werden, so daB aus einem ,1/mg-Bild” ein ,, r-Bild”
geman :

r0x,y) = — \ Tma/meb yIE = 1

errechnet werden kann.

Die Messung erlangt maximale Genauigkeit, wenn wr = 1, Deshalb ist es zweckmaBig, mehrere Modulationsfrequenzen zur
Verfligung zu haben und jene auszuwihlen, die dieser Bedingung fir die im Objekt vorkommenden r-Werte mdglichst
nahekommen.

Ausfiihrungsbeispiel

Das Wesen der Erfindung soli an einem Ausfihrungsbeispiel erldutert werden, das in Fig. 1 schematisch dargestelit ist.

Die Anregung der Fluoreszenz eines mikroskopischen Objekts 1 erfolgt durch einen mittels des Mikroskopobjektivs 2
fokussierten Laserstrahl 3, der in einem modensynchronisierten kontinuierlichen Laser 4 erzeugt wird und demzufolge aus
einem Zug von Picosekundenimpulsen besteht, die untereinander einen konstanten Abstand in der GréRenordnung von

T = 10ns haben, so daf die Strahlung mit den Vielfachen der Frequenz w, = 2n/T moduliert ist. Die Positionierung des
Laserfokus auf dem Objekt 1 erfolgt mittels eines Strahlablenksystems 5. Der dichroitische Teilerspiege! 6 133t die
Laserstrahlung nahezu vollstindig durch und besitzt fiir die Fluoreszenzstrahlung einen hohen Reflexionsgrad. Die vom Objekt
ausgehende Fluoreszenzstrahlung wird in Rlickwértsrichtung vom Mikroskopobjektiv 2 erfallt, am Teilerspiegel 6 reflektiertund
gelangt auf den SEV 7. Dessen Ausgangsstrom wird sowohl einem GleichstrommeRgerat 8 als auch einem
WechselstrommeRgerdt 9, das auf wy oder eine andere im Anregungslicht enthaltene Modulationsfrequenz selektiv abgestimmt
werden kann, zugefiihrt. Die gemessenen Amplituden gelangen nach A/D-Wandlung mittels 10 bzw. 11inden Computer 12, wo
der Wert 1/mg2 gebildet und fiir jeden Bildpunkt im Bildspeicher 13 abgelegt wird. Der Computer 12 steuert die Bewegung des
Strahlablenksystems 5 zum néchsten Punkt. Das Strahlablenksystem 5 ist mit einer Einrichtung 4 zur Kontrolle der Position des
Strahls gekoppelt,von der aus dem Computer 12 die aktuelle Position des Strahls 3 aufdem Objekt 1 Gbermittelt wird. Dies dient
der Zuordnung der Speicherzellen des Bildspeichers 13 zu den Objektpunkten.

Fig. 2 zeigt schematisch ein auf diese Weise gewonnenes Bild, wobei A und B die Positionen bedeuten, bei denenim betrachteten
Gebiet der maximale bzw. minimale Wert der Abklingzeit r vorliegt.

Wird die Absolutangabe der Abklingzeit r (gemaR Variante b) angestrebt, ist die Ermittlung des Modulationsgrades des
Anregungslichtes ma durch folgende Maflnahme mdéglich: Anstelle des Teilerspiegels 6 wird eine Einheit 15 verwendet, bei
derenvom Computer 12 steuerbaren Bewegung (senkrechtzur Zeichenebene) alternativ zum Teilerspiegel 6 ein Spiegel 16 und
ein Abschwichungsfilter 17 in den Strahlengang gebracht wird, so da® der Laserstrahl stark abgeschwicht unmittelbar auf den
SEV 7 trifft.
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