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(54) System und Verfahren zur zeitauflésenden Fluoreszenzdetektion.

(57) Die Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung offen-
baren ein Fluoreszenzdetektionssystem, das betriebsfahig ist,
um eine Fluoreszenzstrahlung in zeitgesteuerter Synchronitat zu
erkennen. Gemass den Ausflihrungsformen der Erfindung kann
das Fluoreszenzdetektionssystem einen Bildsensor umfassen,
der betriebsfahig ist, um eine Fluoreszenzstrahlung zu erken-
nen, und der eine Vielzahl von Photodetektoren umfasst. Jeder
Photodetektor ist betriebsfahig, um eine erkannte Fluoreszenz-
strahlung in eine entsprechende Anzahl von Ausgangsladungen
umzuwandeln. Das Fluoreszenzdetektionssystem kann dadurch
gekennzeichnet sein, dass jeder der Vielzahl von Photodetek-
toren mindestens einen Ladungsintegrierer umfasst, der betrie-
bsfahig ist, um wahrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls
die Ausgangsphotoladungen, die als Reaktion auf die erkannte
Fluoreszenzstrahlung generiert werden, selektiv zu integrieren.
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Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die offenbarte Technik betrifft das Gebiet der Fluoreszenzabbildung und genauer gesagt das Gebiet der zeitauf-
gelésten Fluoreszenzabbildung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0002] Die offenbarte Technik wird aus der nachstehenden ausfihrlichen Beschreibung besser verstandlich und anerkannt
werden, wenn diese in Zusammenhang mit den Zeichnungen gesehen wird. Es zeigen:

[0003] Fig. 1 eine Abbildung einer Kurve der Amplitude als Funktion der Abklingzeit von Autofluoreszenz, Markierungs-
fluoreszenz und der Summe derselben (nachstehend: Gesamtfluoreszenz);

[0004] Fig. 2 eine Abbildung eines schematischen Blockdiagramms eines zeitauflésenden Fluoreszenzdetektionssys-
tems, das gemass einer Ausfuhrungsform der Erfindung aufgebaut ist und funktioniert; und

[0005] Fig. 3 eine Abbildung eines Ablaufschemas eines Verfahrens zur zeitaufgeldsten Fluoreszenzdetektion gemass
einer Ausfuhrungsform der Erfindung.

[0006] Es versteht sich, dass der Einfachheit und Ubersichtlichkeit halber die in den Figuren gezeigten Elemente nicht
unbedingt massstabsgetreu gezeichnet sind. Beispielsweise kédnnen die Abmessungen einiger Elemente im Verhéltnis
zu anderen Elementen der Ubersichtlichkeit halber ibertrieben sein. Ferner kénnen gegebenenfalls Bezugsnummern in
den Figuren wiederholt werden, um identische oder &hnliche Elemente anzugeben, ohne jedoch in der Beschreibung aller
Figuren erwahnt zu werden.

ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK

[0007] Systeme und Verfahren zur Fluoreszenzdetektion gehdren zu den wichtigsten Hilfsmitteln der Biowissenschaft und
werden verwendet, um die Eigenschaften von Prufkdrpern zu untersuchen, indem der Effekt der Fluoreszenz verwendet
wird.

[0008] Um die Eigenschaften an verschiedenen Stellen der Prifkérper zu untersuchen, wird ein optoelektronisches Abbil-
dungssystem, wie etwa ein Lichtmikroskop, verwendet. Interessante organische oder anorganische Substanzen in einem
Prufkérper werden spezifisch mit Fluoreszenzmarkern, die nachstehend als «Fluorophore» bezeichnet werden, markiert.
Der markiert wird mit Licht einer oder mehrerer spezifischer Wellenldngen beleuchtet, die in der Lage sind, die Fluoropho-
re anzuregen. Diese Fluorophore emittieren dann eine Fluoreszenzstrahlung (nachstehend: «Markierungsfluoreszenz»)
auf einer langeren oder klrzeren Wellenlange als das Anregungslicht. Bei der Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie
weist das emittierte Fluoreszenzlicht eine kirzere Wellenlénge als das Anregungslicht auf. Die Fluoreszenzstrahlung wird
auf einer lichtempfindlichen Oberflache abgebildet, wo sie erkannt wird, und das entsprechende Signal, das die erkannte
Fluoreszenzstrahlung darstellt, wird weiter verarbeitet.

[0009] Viele biologische Priufkdrper enthalten erhebliche Mengen organischer Verbindungen, von denen mehrere eigen-
fluoreszierend sind, so dass sie so genannte Autofluoreszenz-Eigenschaften aufweisen. Zudem kénnte der Behalter oder
der Halter des Prifkdrpers ebenfalls Autofluoreszenz-Eigenschaften aufweisen, insbesondere wenn der Behalter Autofluo-
reszenzmoleklile umfasst, beispielsweise wenn der Behélter oder der Halter aus Glas oder einem Polymermaterial her-
gestellt ist. Diese Art von Fluorophoren wird nachstehend als «Autofluorophoren» bezeichnet. Entsprechend kann die
Gesamtfluoreszenzstrahlung, die in einem Prifkdrper erzeugt wird, sowohl Autofluoreszenz- als auch Markierungsfluo-
reszenz-Komponenten jeweils von Autofluorophoren und Markierungsfluorophoren enthalten.

[0010] Bisher wurden diverse Arten von Fluoreszenzsystemen und Verfahren vorgeschlagen in der Bemlhung, Autofluo-
reszenz und Markierungsfluoreszenz in der Gesamtfluoreszenzstrahlung auseinander zu halten.

[0011] Die nachstehenden Veréffentlichungen behandeln dieses Problem, indem sie versuchen, eine Reduzierung des
Autofluoreszenzlichtes des Hintergrundes zu erzielen.

[0012] Das US-Patent Nr. 3013 467 im Namen von Minsky, mit dem Titel «<Microscopy apparatus» offenbart ein optisches
System, das ein Mittel umfasst, um eine punktférmige Lichtquelle zu erzeugen. Licht aus dieser punktférmigen Quelle wird
auf einen zu vergréssernden Prifkdrper fokussiert, um ein punktférmiges Beobachtungsfeld zu beleuchten, das in dem
Prifkdrper enthalten ist. Der beleuchtete Punkt wird dann als Bild des Punktes auf eine Lochblende fokussiert, und die
Lichtstarke des Bildes wird von einer lichtempfindlichen Vorrichtung gemessen. Wéhrend das optische System feststehend
bleibt, werden Mittel bereitgestellt, um den Prifkdrper in einem ausgewahlten Muster Uber den Fokuspunkt der Beleuch-
tung zu bewegen, so dass ein ausgewahlter Bereich des Prifkdrpers durch den Lichtpunkt geht und davon untersucht
wird. Dieses Scanmuster, das der Prufkérper durchquert, wird von einem identischen Scanmuster oder Raster auf einer
Anzeigevorrichtung, wie etwa einer Kathodenstrahlréhre, wiedergegeben, der auch das Signal von der lichtempfindlichen
Vorrichtung zugeflhrt wird. Der Rasterbereich geht weit Uber den ausgewéahlten Bereich des Prifkdrpers hinaus. Daher
wird ein Bild des zweiten Prifkdrperbereichs in einem stark vergrésserten Massstab in dem Raster der Kathodenstrahl-
réhre wiedergegeben.
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[0013] Das US-Patent Nr. 6 248 988 im Namen von Krantz, mit dem Titel «Conventional and confocal multi-spot Scanning
optic microscope» offenbart ein optisches Mikroskopsystem umfassend ein Spot-Array-Beleuchtungssystem, das ein Mi-
krolinsen-Array oder ein Lochblenden-Array (oder beides) aufweist, um ein Array aus mehreren getrennten fokussierten
Lichtpunkten zu erzeugen, das ein Objekt beleuchtet, ein Abbildungs- und Detektionssystem, das einen Array-Detektor mit
Detektionselementen umfasst, die angeordnet sind, um gleichzeitig Licht fir jeden Punkt zu erkennen, der von dem be-
leuchteten Objekt abgebildet wird, Mittel zum Scannen der Position des Arrays von getrennten Punkten im Verhéltnis zum
Objekt, die jeden Pixel abtasten, um ein Bild eines ganzen Feldes des Objekts in einem zusammenhéangenden Durchgang
zu erfassen. Ein Prozessor erstellt das Bild aus den Pixeldaten, die nacheinander von dem Detektor-Array empfangen
werden.

[0014] Die nachstehende Verdffentlichung offenbart einen alternativen Lésungsansatz, um zwischen Autofluoreszenz und
Markierungsfluoreszenz zu unterscheiden, der auf Fluoreszenzsystemen und -verfahren basiert, bei denen die Richtungen
der Beleuchtung und Beobachtung nicht mehr kollinear sind, um die Detektion von Autofluoreszenz zu vermeiden oder
mindestens zu reduzieren.

[0015] Die internationale Patentanmeldung WO 2009/088 874 im Namen von Brown et al., mit dem Titel «Optical Substrate
for Microscopic Imaging of a Sample with Reduced Background Fluorescence», offenbart eine Substratform. die es einem
Beleuchtungsstrahl ermdglicht, den Zielbereich zu erreichen, ohne durch unnétige Oberflachen innerhalb des optischen
Systems zu gehen. Die Dicke und die Oberflachenwinkel des Substrats werden sorgféltig gewahlt, um sowohl fir die
Beleuchtung als auch flr die Sammel- oder Emissionsstrahlen getrennte Strahlenpfade bereitzustellen.

[0016] Noch andere Versuche, den Einfluss der Autofluoreszenz auf die Markierungsfluoreszenz zu reduzieren, basieren
auf der Ausnutzung der relativ kurzen Abklingzeit der Autofluoreszenz im Vergleich zur Abklingzeit der Markierungsfluo-
reszenz der Fluoreszenzmarkierungen. Die Autofluoreszenz weist typischerweise eine Abklingzeit im Bereich von 1 bis
100 Nanosekunden auf. Falls ein Fluoreszenzmarker verwendet wird, bei dem die Abklingzeit der Markierungsfluoreszenz
erheblich langer ist als die Abklingzeit der Autofluoreszenz eines Autofluorophors, kann man den Autofluoreszenzanteil
von der Markierungsfluoreszenz in der Gesamtfluoreszenz unterscheiden, indem man eine gattergesteuerte Detektion des
optischen Signals verwendet, das die Gesamtfluoreszenz darstellt, die mit einem Photodetektor umgesetzt wird, dessen
Lichtempfindlichkeit wahrend des Zeitraums, in dem die Autofluoreszenz in einem erheblichen Anteil vorliegt, vollstandig
unterdriickt werden kann.

[0017] Mit Bezug auf Fig. 1 wird eine Kurve der Amplitude als Funktion der Abklingzeit von Autofluoreszenz, Markierungs-
fluoreszenz und der Summe von Autofluoreszenz und Markierungsfluoreszenz abgebildet, wobei die X-Achse die Abkling-
zeit (in willklrlichen Zeiteinheiten) und die Y-Achse die Amplitude (in willkirlichen Energieeinheiten) darstellt. Bei dem
Beispiel aus Fig. 1 weist die Autofluoreszenz eine Abklingzeit auf, die siebenmal kirzer ist als die Markierungsfluoreszenz,
wéahrend die Emissionsamplitude des Autofluorophors anfénglich zehnmal héher ist als die Emissionsamplitude des Mar-
kierungsfluorophors. Somit kann es bei diesem bestimmten Beispiel ausreichen, etwa 50 Zeiteinheiten abzuwarten, wah-
rend deren die Autofluoreszenz auf einen derart niedrigen Pegel abgesunken ist, dass die Gesamtfluoreszenz praktisch
ausschliesslich durch das Markierungsfluorophor verursacht wird.

[0018] Die folgenden Verdéffentlichungen versuchen, den Einfluss der Autofluoreszenz zu reduzieren, indem sie das zuvor
erlauterte Phdnomen der unterschiedlichen Abklingzeiten zwischen Autofluoreszenz und Markierungsfluoreszenz ausnut-
zen.

[0019] Die japanische Patentanmeldung Nr. 2006 194 770A im Namen von Tawara et al., mit dem Titel «Time-resolved
fluorescence microscope» offenbart einen Laserstrahl, der aus einem Impulslaserstrahl-Generierungsmittel stammt, wobei
der Laserstrahl durch einen Halbspiegel halbiert wird, und ein geteilter Strahl als Anregungslicht auf eine Probe gestrahit
wird. Ein nicht lineares optisches Element zum Erzeugen eines optischen Kerr-Effekts wird zwischen einem Paar Pola-
risationsplatten eingeschoben und angeordnet, deren Ablenkungsrichtungen sich in einem optischen Abbildungssystem
orthogonal schneiden, um die Fluoreszenz zu kondensieren, die von der Probe generiert wird, und das Fluoreszenzbild
der Probe zu bilden, wobei der andere Laserstrahl, der von dem Halbspiegel geteilt wird, als Ansteuerlicht auf ein nicht
lineares optisches Element gestrahlt wird. Der optische Pfadunterschied zwischen dem Anregungslicht und dem Ansteu-
erlicht wird durch eine optische Verzégerungsschaltung angepasst, und das Fluoreszenzbild der Probe wird von einem
zweidimensionalen Abbildungsmittel aufgenommen.

[0020] Die US-Patentanmeldung Nr. 2008/0 265 177 im Namen von Connally et al., mit dem Titel «Fluorescence Detecti-
on» offenbart ein Fluoreszenzdetektionssystem, umfassend eine Strahlungsquelle, um eine Lichtemission zu generieren,
um Fluoreszenz in einer fluoreszierend markierten Art zu erkennen, und einen Detektor zum Erkennen der Fluoreszenz,
wobei entweder das Abklingen der Lichtemission aus der Strahlungsquelle derart ist, dass es eine Messung der Fluores-
zenz zu einem Zeitpunkt ermdéglicht, an dem die Fluoreszenz von der Autofluoreszenz unterscheidbar ist, oder der Detek-
tor ein auf einem Chip befindlicher, verstarkter Detektor (CCD), um die Fluoreszenz zu erkennen, ist oder beides.
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BESCHREIBUNG DER AUSFUHRUNGSFORMEN

[0021] Es versteht sich, dass eine Ausflihrungsform ein Beispiel oder eine Umsetzung der Erfindungen ist. Das diverse
Vorkommen von «einer Ausfuhrungsform», «eine Ausfihrungsform» oder «einige Ausfihrungsformen» bezieht sich nicht
unbedingt alle auf die gleichen Ausfihrungsformen.

[0022] Obwohl diverse Merkmale der Erfindung in Zusammenhang mit einer einzigen Ausfihrungsform beschrieben wer-
den kdnnen, kénnen die Merkmale auch getrennt oder in einer beliebigen geeigneten Kombination bereitgestellt werden.
Obwohl andererseits die Erfindung hier der Ubersichtlichkeit halber in Zusammenhang mit getrennten Ausfihrungsformen
beschrieben werden kann, kann die Erfindung auch in einer einzigen Ausflihrungsform umgesetzt werden.

[0023] Es versteht sich, dass die Begriffe «enthaltend», «umfassend», «bestehend aus» und ihre grammatikalischen
Varianten nicht das Hinzufligen eines oder mehrerer von Komponenten, Merkmalen, Schritten, Ganzzahlen oder Gruppen
derselben ausschliesst.

[0024] Die Erwahnung oder Identifizierung einer beliebigen Referenz in der Beschreibung einiger Ausfuhrungsformen der
Erfindung ist nicht als Zugestandnis zu deuten, dass eine derartige Referenz als Stand der Technik fir die vorliegende
Erfindung zur Verfigung steht.

[0025] Die Begriffe «oberer», «unterer», «rechts», «links», «unten», «unterhalb», «abgesenkt», «niedrig», «oben», «ober-
halb», «angehoben», «<hoch», «senkrecht» und «waagerecht» sowie ihre grammatikalischen Variationen, wie sie hier ver-
wendet werden, geben nicht unbedingt an, dass beispielsweise eine «untere» Komponente unterhalb einer «oberen»
Komponente vorliegt, oder dass eine Komponente, die sich «unterhalb» befindet, tatséchlich «unterhalb» einer anderen
Komponente vorliegt, oder dass eine Komponente, die sich «oberhalb» befindet, tatsachlich «oberhalb» einer anderen
Komponente vorliegt, da diese Richtungen, Komponenten oder beides ausgetauscht, umgedreht, raumlich bewegt, in ei-
ner diagonalen Orientierung oder Position eingesetzt, waagerecht oder senkrecht eingesetzt, oder dhnlich geandert wer-
den kdnnen. Entsprechend versteht es sich, dass die Begriffe «unten», «unterhalb», «oben» und «oberhalb» hier rein
beispielhaft verwendet werden kdnnen, um die relative Positionierung oder Anordnung von bestimmten Komponenten zu
erlautern, um eine erste und eine zweite Komponente oder beide anzugeben.

[0026] Obwohl einige beispielhafte Ausfiihrungsformen der Erfindung in dieser Hinsicht nicht eingeschréankt sind, kénnen
sich Diskussionen, die Begriffe wie zum Beispiel «verarbeiten», «berechnen», «rechnen», «bestimmen», «analysieren»,
«erstellen», «Uberprifen», «identifizieren oder dergleichen verwenden, auf einen oder mehrere Vorgénge und/oder Pro-
zesse eines Computers, einer Computerplattform, eines Computersystems oder einer anderen elektronischen Computer-
vorrichtung beziehen, die Daten manipulieren und/oder umwandeln, die als physische (z.B. elektronische) Grdssen inner-
halb der Register und/oder Speicher oder eines anderen Informationsspeichermediums des Computers, die Anweisungen
speichern kénnen, um Vorgange und/oder Prozesse und/oder Anwendungen auszuflihren, dargestellt werden.

[0027] Es sei zu beachten, dass der Gebrauch der unbestimmten Artikel «ein, eine, ein», wenn sie ein Merkmal einlei-
ten, keineswegs derart auszulegen ist, dass es nur ein Exemplar dieses Merkmals gibt, soweit nicht anders angegeben.
Entsprechend umfassen die unbestimmten Artikel «ein, eine, ein», wie sie hier verwendet werden, die Bedeutung des
Ausdrucks «mindestens eines» des gleichen Merkmals

[0028] Obwohl gegebenenfalls Zustandsdiagramme, Ablaufdiagramme oder beide verwendet werden kénnen, um Aus-
fuhrungsformen zu beschreiben, ist die Erfindung nicht auf diese Diagramme oder auf die entsprechenden Beschreibun-
gen eingeschrankt. Beispielsweise muss ein Ablauf nicht durch jedes abgebildete Kastchen bzw. jeden Zustand in genau
der gleichen Reihenfolge wie abgebildet und beschrieben gehen.

[0029] Der Begriff «Verfahren» bezieht sich auf Methoden, Mittel, Techniken und Prozeduren zum Bewerkstelligen einer
bestimmten Aufgabe, wozu ohne Einschrankung Methoden, Mittel, Techniken und Prozeduren gehéren, die entweder be-
kannt sind oder ohne Weiteres vom Fachmann auf dem Gebiet der Erfindung aus bekannten Methoden, Mitteln, Techniken
und Prozeduren entwickelt werden kénnen.

[0030] Obwohl gegebenenfalls Zustandsdiagramme, Ablaufdiagramme oder beides verwendet werden kénnen, um Aus-
fuhrungsformen zu beschreiben, ist die Erfindung nicht auf diese Diagramme oder auf die entsprechenden Beschreibun-
gen eingeschrankt. Beispielsweise muss ein Ablauf nicht durch jedes abgebildete Kastchen bzw. jeden Zustand in genau
der gleichen Reihenfolge wie abgebildet und beschrieben gehen.

[0031] Die Beschreibungen, Beispiele, Verfahren und Materialien, die in den Ansprichen und der Beschreibung vorgelegt
werden, sind nicht als einschrankend sondern als rein beispielhaft auszulegen.

[0032] Der Begriff «Autofluoreszenz» umfasst jede andere Art angeregter Fluoreszenzstrahlung (z.B. Hintergrundbeleuch-
tung) als die Markierungsfluoreszenz, die sich auf die Fluoreszenzstrahlung bezieht, die fir die Analyse des markierten
Prifkérpers interessant ist.

[0033] Der Begriff «Strahlung», wie er hier verwendet wird, kann sich sowohl auf eine sichtbare als auch auf eine unsicht-
bare elektromagnetische Strahlung, wie beispielsweise auf Licht im ultravioletten Spektrum, beziehen.

[0034] Es sei zu beachten, dass obwohl der Begriff «Anregungslichtimpulse» in der gesamten Beschreibung mit der glei-
chen Nummer referenziert ist, um von einer spezifischen Lichtquelle emittiert zu werden, dies keineswegs als einschréan-
kend auszulegen ist, insofern es fir den Fachmann klar ist, dass diese Anregungslichtimpulse Anderungen erfahren kénn-
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ten, beispielsweise im Hinblick auf die spektrale Bandbreite und/oder Stérke, wenn sie sich durch ein optisches Medium
ausbreitet.

[0035] Entsprechend sei zu beachten, dass obwohl auf den Begriff «Gesamtfluoreszenzstrahlung» in der gesamten Be-
schreibung mit der gleichen Nummer referenziert ist, um von der Probe emittiert zu werden, dies keineswegs als ein-
schrankend auszulegen ist, insofern es fiir den Fachmann klar ist, dass die Gesamtfluoreszenzstrahlung Anderungen er-
fahren kann, beispielsweise im Hinblick auf die spektrale Bandbreite und/oder Starke, wenn sie sich durch ein optisches
Medium ausbreitet.

KURZDARSTELLUNG DER AUSFUHRUNGSFORMEN

[0036] Die vorliegende Erfindung offenbart ein Fluoreszenzdetektionssystem, das betriebsfahig ist, um eine Fluoreszenz-
strahlung in zeitgesteuerter Synchronitat zu erkennen.

[0037] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst das Fluoreszenzdetektionssystem einen Bildsensor, der betriebsfahig ist,
um eine Fluoreszenzstrahlung zu erkennen. Der Bildsensor umfasst eine Vielzahl von Photodetektoren, wobei jeder Pho-
todetektor betriebsfahig ist, um eine erkannte Fluoreszenzstrahlung in eine entsprechende Anzahl von Ausgangsladungen
umzusetzen.

[0038] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst jeder der Vielzahl von Photodetektoren mindestens einen Ladungsinte-
grierer, der betriebsfahig ist, um wahrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls die Ausgangsphotoladungen, die als Re-
aktion auf die erkannte Fluoreszenzstrahlung generiert werden, selektiv zu integrieren.

[0039] Bei einigen Ausfihrungsformen umfasst das Fluoreszenzdetektionssystem eine Vielzahl von elektrischen Driftfeld-
generatoren, die jeweils betriebsféhig mit der Vielzahl von Pixelsensoren gekoppelt sind.

[0040] Bei einigen Ausfihrungsformen ist die Vielzahl von elektrischen Driftfeldgeneratoren derart betriebsfahig, dass sie
die Ausgangsladungen, die von jedem der Photodetektoren bereitgestellt werden, an den mindestens einen Ladungsinte-
grierer wahrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls selektiv Gbertragen.

[0041] Bei einigen Ausfihrungsformen umfasst jeder der Vielzahl von Photodetektoren einen Verstarker, der betriebsfahig
ist, um das Signal zu verstarken, das die Ausgangsphotoladungen darstellt, die als Reaktion auf die erkannte Fluores-
zenzstrahlung generiert werden.

[0042] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst der Verstarker einen Regelkreisverstarker.

[0043] Beieinigen Ausflihrungsformen umfasst das Fluoreszenzdetektionssystem eine Strahlungsquelle, die betriebsfahig
ist, um eine Sequenz von Anregungslichtimpulsen zu emittieren, die jeweilige Beleuchtungsperioden aufweisen, und einen
Controller. Die Photodetektoren, die Strahlungsquelle und der Controller sind betriebsfahig miteinander gekoppelt.

[0044] Bei einigen Ausflihrungsformen ist der Bildsensor in einem Detektionsmodus, bei dem fluoreszenzinduzierte Pho-
toladungen gespeichert und integriert werden, und in einem Nicht-Detektionsmodus, bei dem die fluoreszenzinduzierten
Photoladungen verworfen werden, selektiv betriebsfahig.

[0045] Bei einigen Ausfiihrungsformen ist der Controller betriebsfahig, um selektiv zwischen dem Detektionsmodus und
dem Nicht-Detektionsmodus der Photodetektoren in zeitgesteuerter Synchronitat mit der Strahlungsquelle abzuwechseln.

[0046] Bei einigen Ausfihrungsformen umfasst jeder der Photodetektoren einen lichtempfindlichen Teil, um Photonen in
Photoladungen umzuwandeln, und einen lichtunempfindlichen Teil, der mindestens einen elektrischen Schalter umfasst,
und wobei der mindestens eine Ladungsintegrierer jeweils dem mindestens einen elektrischen Schalter zugewiesen ist;
und einen Taktgeber, um den elektrischen Schalter derart zu steuern, dass Photoladungen, die in dem lichtempfindlichen
Teil generiert werden, an den mindestens einen Ladungsintegrierer in zeitgesteuerter Synchronitéat mit Bezug auf die
Anregungslichtimpulsen gegeben werden.

[0047] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst jeder Photodetektor ein lineares Zeitumwandlungselement langlicher Er-
streckung und einen seitlichen elektrischen Feldgenerator.

[0048] Bei einigen Ausflihrungsformen sind das lineare Zeitumwandlungselement und der seitliche elektrische Feldgene-
rator betriebsfahig miteinander gekoppelt, so dass in dem linearen Zeitumwandlungselement ein seitliches Driftfeld gene-
riert wird, wodurch das Absuchen von Photoladungen in dem Zeitumwandlungselement von einem ersten Ende bis zu
einem zweiten Ende an der Langserstreckung des linearen Zeitumwandlungselements entlang ermdglicht wird.

[0049] Bei einigen Ausfiihrungsformen sind die Ladungsintegrierer in mindestens einer Reihe an der Langserstreckung
des linearen Zeitumwandlungselements entlang angeordnet.

[0050] Bei einigen Ausfihrungsformen sind die Ladungsintegrierer mit dem Zeitumwandlungselement jeweils an einer
Vielzahl von beabstandeten Abtaststellen des Zeitumwandlungselements elektrisch gekoppelt.

[0051] Bei einigen Ausflhrungsformen ist mindestens ein lichtempfindlicher Bereich, um Photonen in Photoladungen
umzuwandeln, derart mit dem linearen Zeitumwandlungselement gekoppelt, dass die generierten Photoladungen in das
lineare Zeitumwandlungselement eingespeist werden.
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[0052] Bei einigen Ausflihrungsformen ist die mindestens eine Ladeerkennungsschaltung an die Ladungsintegrierer elek-
trisch anschliessbar, um eine Photoladung zu erkennen, die durch mindestens einen Teil des linearen Zeitumwandlungs-
elements an seiner Langserstreckung entlang gegangen ist.

[0053] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst die Vielzahl von Photodetektoren jeweils eine Vielzahl von Rlicksetztran-
sistoren.

[0054] Bei einigen Ausflihrungsformen ist jeder Ricksetztransistor durch ein Ricksetzsignal derart steuerbar, dass so-
lange das Ricksetzsignal den Rlcksetztransistor offen hélt, Photoladungen, die als Reaktion auf erkanntes Licht generiert
werden, gleichzeitig abgeleitet werden, so dass sich die Photodetektoren im Nicht-Detektionsmodus befinden; und wobei,
wenn der Ricksetztransistor geschlossen ist, die Photoladungen kumuliert werden, so dass die Photodetektoren in den
Detektionsmodus gesetzt werden.

[0055] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst jeder der Photodetektoren ferner einen Pixelinternen Verstarker.
[0056] Die vorliegende Erfindung offenbart ferner ein Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems.

[0057] Bei einigen Ausfiihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise den Schritt des Abreicherns der Photodetek-
toren aus zuvor generierten Photoladungen.

[0058] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise den Schritt des Einstellens der Photodetek-
toren in einen Nicht-Detektionsmodus.

[0059] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise den Schritt des Beleuchtens mindestens
einer mit Fluorophoren markierten Art mit einem Lichtimpuls.

[0060] Bei einigen Ausfiihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise nach einer vorherbestimmten Gatterverzé-
gerung, die am Ende der Beleuchtungszeit beginnt, den Schritt des Einstellens der Photodetektoren in einen Detektions-
modus flir eine vorherbestimmte Photonenexpositionsperiode.

[0061] Bei einigen Ausflihrungsformen wird die Dauer der Gatterverzdégerung derart ausgewahlt, dass das Verhaltnis
zwischen der Autofluoreszenz und der gewiinschten Fluoreszenz, die durch den Lichtimpuls angeregt wird, gering genug
ist, um eine zuverlassige Detektion der gewlinschten Fluoreszenz durch die Photodetektoren sicherzustellen.

[0062] Bei einigen Ausflhrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise, solange das mindestens eine vorherbe-
stimmte Beendigungskriterium nicht erfiillt ist, das Abreichern der Photodetektoren aus den zuvor generierten Photola-
dungen; das Einstellen der Photodetektoren in den Nicht-Detektionsmodus; das Beleuchten mindestens einer mit Fluo-
rophoren markierten Art mit einem Lichtimpuls; und nach der vorherbestimmten Gatterverzégerung, die am Ende der
Beleuchtungszeit beginnt, das Einstellen der Photodetektoren in den Detektionsmodus wéhrend der vorherbestimmten
Photonenexpositionsperiode.

[0063] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise den Schritt des mindestens zweimaligen
Abtastens wéahrend der Expositionsperiode des Signals, das die Ausgangsladungen der erkannten Fluoreszenzstrahlung
darstellt.

[0064] Bei einigen Ausfiihrungsformen wird der Zeitunterschied zwischen jedem Abtastschritt ausgewéhlt, um dem Un-
terschied der Abklingzeit zwischen mindestens zwei Fluorophormarkierungen zu entsprechen.

[0065] Bei einigen Ausflihrungsformen umfasst das Verfahren beispielsweise den Schritt des Bereitstellens von Informa-
tionen Uber die Fluoreszenz-Abklingeigenschaften der Licht emittierenden Fluorophormarkierung.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

[0066] Die offenbarte Erfindung behebt die Nachteile nach dem Stand der Technik, indem sie ein alternatives System und
Verfahren zur zeitaufgeldsten Fluoreszenzdetektion bereitstellt, die eine Betriebsfahigkeit auf vergleichsweise niedrigen
Spannungen, z.B. gleich oder kleiner als 10 V, erméglichen und dabei eine kurze Gatterverzégerung, die z.B. gleich oder
weniger als 1 Mikrosekunde dauert, und eine hohe Empfindlichkeit fir die Fluoreszenzdetektion erreichen. Das System
und das Verfahren zur zeitaufgeldsten Fluoreszenzdetektion geméss den Ausflihrungsformen der Erfindung sind betrie-
bsfahig fur die Analyse von Strukturen, Merkmalen und Eigenschaften von mikroskopischen oder makroskopischen Prif-
kérpern. Solche Analysen kdnnen beispielsweise die Messung von molekularen Eigenschaften des Prifkdrpers umfas-
sen (z.B. molekulare Konzentrationen, molekulare Interaktionen) und kdnnen fur Hochleistungsmusterung, zellbasierte
Assays, sekundare Musterung, molekulare Pathologie und/oder andere analytische und/oder diagnostische Anwendun-
gen verwendet werden.

[0067] Das Fluoreszenzsystem gemass den Ausfiihrungsformen der Erfindung umfasst eine Strahlungsquelle, die betrie-
bsfahig ist, um eine Sequenz von Anregungslichtimpulsen zu emittieren, von denen jeder eine Dauer von beispielsweise
gleich oder weniger als 1 Mikrosekunde aufweist, einen Bildsensor und einen Controller. Das Fluoreszenzdetektionssys-
tem kann gemass den Ausflihrungsformen der Erfindung einen dichroitischen Spiegel, eine Bildgebungsoptik, ein Okular
und ein Emissionsfilter umfassen.
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[0068] Die Strahlungsquelle ist betriebsfahig, um Anregungslichtimpulse auf einer oder mehreren Wellenlédngen zu emit-
tieren, die Fluoreszenzmolekile (nachstehend: Fluorophore) in einem Prifkdrper anregen.

[0069] Das Fluoreszenzsystem ist betriebsfahig und derart konfiguriert, dass mindestens ein Teil des Fluoreszenzlich-
tes, das aus den Fluorophoren austritt, auf den Bildsensor féllt und von diesem in entsprechende Photoladungen umge-
setzt, kumuliert und in den jeweiligen Photodetektoren gespeichert wird. Genauer gesagt umfasst der Bildsensor eine
Vielzahl von Photodetektoren, wobei jeder Photodetektor mindestens einen Ladungsintegrierer umfasst, der betriebsfahig
ist, um wéhrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls die Ausgangsphotoladungen, die jeweils in dem mindestens einen
Ladungsintegrierer als Reaktion auf die erkannte Fluoreszenzstrahlung generiert werden, selektiv zu integrieren. Entspre-
chend weist jeder Photodetektor Fahigkeiten zum Abtasten und Integrieren von Photosignalen mit Bezug auf jedes der
abgetasteten elektrischen Signale, die in dem mindestens einen der Photodetektoren des Bildsensors generiert werden
kénnen, auf.

[0070] Der Controller ist derart betriebsfahig mit der Strahlungsquelle und dem Bildsensor gekoppelt, dass er die Emission
der Anregungslichtimpulse und die Abtastintervalle der Photodetektoren in zeitgesteuerter Synchronisation erméglicht, so
dass von der erkannten Gesamtfluoreszenz der Anteil der Autofluoreszenz im Vergleich zum Anteil der Markierungsfluo-
reszenz geringfligig ist. Daraufhin wird Hintergrundrauschen, das ansonsten durch die Autofluoreszenz verursacht wiirde,
zumindest reduziert.

[0071] Das Verfahren geméass den Ausflihrungsformen der Erfindung kann unter anderem den Schritt der Lichtimpulse-
mission, die zeitgesteuerte Fluoreszenzdetektion und die wiederholte und gleichzeitige Integration einer Photoladung in
allen Photodetektoren umfassen, bis ein ausreichend hoher elektrischer Signalpegel erreicht ist, woraufhin die jeweiligen
elektrischen Signale des mindestens einen Ladungsintegrierers zur Weiterverarbeitung ausgelesen werden. Die elektri-
schen Signale stellen die integrierten Photoladungen dar.

[0072] Es wird nun Bezug genommen auf Fig. 2. Gemass einer Ausflihrungsform der Erfindung kann ein Fluoreszenz-
detektionssystem 100, das betriebsfahig ist, um auf zeitgattergesteuerte bzw. zeitgesteuerte Art und Weise eine Fluores-
zenzdetektion zu erkennen, beispielsweise eine Strahlungsquelle 110, die betriebsfahig ist, um Anregungslichtimpulse
112 zu emittieren; ein Schmalband-Erregungsfilter 130; einen dichroitischen Spiegel 140; ein Bildgebungsobjektiv 150;
ein Emissionsfilter 160; ein Okular 170; einen Bildsensor 180, der eine Vielzahl von Photodetektoren 185 umfasst, die alle
miteinander optisch gekoppelt sein kdnnen, wie es nachstehend erlautert wird, und einen Controller 190 umfassen. Das
Fluoreszenzdetektionssystem 100 kann ferner einen (nicht gezeigten) Behélter umfassen, der dazu geeignet ist, um einen
Prifkérper 120 aufzunehmen, der Markierungsfluorophore 121 umfassen kann.

[0073] Die Strahlungsquelle 110 kann beispielsweise als einstellbare optische parametrische Oszillator- (OPO) Laser,
gepulste Laserdioden, gepulste Leuchtdioden (LED), modengekoppelte oder glitegeschaltete Laser oder als eine andere
geeignete Strahlungsquelle, wie sie beispielsweise in der Technik bekannt ist, umgesetzt werden.

[0074] Die Wellenlédnge der Anregungslichtimpulse 112 wird derart ausgewahlt, dass mindestens einige der Markierungs-
fluorophore 121 angeregt werden, um als Reaktion eine Gesamtfluoreszenzstrahlung 114 auszustrahlen, die eine Markie-
rungsfluoreszenz-und eine Autofluoreszenz-Strahlungskomponente umfassen kann. Bei einigen Ausfiihrungsformen kann
die Bandbreite der Anregungslichtimpulse 112 die Absorptionsbandbreite der Markierungsfluorophore 121 mindestens
teilweise Uberlagern oder einbeziehen. Um die Bandbreite der Anregungslichtimpulse 112 derart zu reduzieren, dass sie
die Absorptionsbandbreite aus den Anregungslichtimpulsen 112 um mindestens 50 % ausschliesst, kann das Anregungs-
filter 130 beispielsweise zwischen der Strahlungsquelle 110 und dem dichroitischen Spiegel 140 verwendet werden. Dies
konnte beispielsweise notwendig sein, wenn gepulste LEDs als Strahlungsquellen verwendet werden.

[0075] Ferner kénnen die Anregungslichtimpulse 112, die von der Strahlungsquelle 110 emittiert werden, eine Impulsab-
klingzeit aufweisen, die kirzer ist als die charakteristische Abklingzeit der emittierten Markierungsfluoreszenzstrahlung, die
als Reaktion auf einfallende Anregungslichtimpulse 112 aus den Markierungsfluorophoren 121 angeregt wird, so dass der
Lichtimpuls nach einem gewissen Zeitraum die Markierungsfluoreszenz-Strahlungskomponente der Gesamtfluoreszenz-
strahlung 114 nicht stéren kann. Dadurch wird diese messbar und von den Anregungslichtimpulsen 112 unterscheidbar.

[0076] Je nach den charakteristischen Abklingzeiten der Markierungsfluorophore 121. kann die notwendige Dauer der
Anregungslichtimpulse 112 beispielsweise von 10 Pikosekunden bis 1 Mikrosekunde reichen.

[0077] Das Anregungsfilter 130 kann im Verhaltnis zur Ausbreitungsrichtung der Anregungslichtimpulse 112, die von der
Strahlungsquelle 110 emittiert werden, zwischen der Strahlungsquelle 110 und dem dichroitischen Spiegel 140 positio-
niert sein. Ferner kann das Bildgebungsobjektiv 150 im Verhaltnis zur Ausbreitungsrichtung der Anregungslichtimpulse
112 zwischen dem (nicht gezeigten) Behélter und dem dichroitischen Spiegel 140 positioniert sein. Mit anderen Worten
kann die Strahlungsquelle 110 optisch mit dem dichroitischen Spiegel 140 derart gekoppelt sein, dass der dichroitische
Spiegel 140 die emittierten Anregungslichtimpulse 112 in Richtung auf das Bildgebungsobjektiv 150 ablenkt; und das Bild-
gebungsobjektiv 150 kann mit dem (nicht gezeigten) Behélter derart optisch gekoppelt sein, dass Anregungslichtimpulse
112, die das Bildgebungsobjektiv 150 verlassen, auf den (nicht gezeigten) Behélter einfallen, der einen Prifkérper 120
enthalten kann, der Markierungsfluorophore 121 umfasst.

[0078] Anregungslichtimpulse 112, die auf Markierungsfluorophore einfallen, haben eine Stérke und eine spektrale Band-
breite, welche die Anregung der Markierungsfluorophore 121 verursachen, d.h. die Markierungsfluorophore 121 kdnnen
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als Reaktion auf einfallende Anregungslichtimpulse 112 ausgeldst werden, um eine Markierungsfluoreszenzstrahlung zu
emittieren. Wie hier jedoch erlautert, kénnen die Anregungslichtimpulse 112 auch die Anregung von Autofluorophoren
ausldésen, deren Summe hier als «Gesamtfluoreszenzstrahlung» bezeichnet wird. Die Gesamtfluoreszenzstrahlung 114
wird von dem Bildgebungsobjektiv 150 und dem dichroitischen Spiegel 140 gesammelt und verbreitet sich durch diese
hindurch. Der dichroitische Spiegel 140 kann eine Grenzwellenlange aufweisen, welche die Ubertragung einer Markie-
rungsfluoreszenzstrahlung, die von den Markierungsfluorophoren 121 emittiert werden kann, erlaubt, dabei aber die An-
regungsstrahlung oder Hintergrundstrahlung anderer Wellenlangen absorbiert.

[0079] Nach einigen Ausflihrungsformen der Erfindung kann das Fluoreszenzdetektionssystem 100 betriebsfahig sein, um
die Gesamtfluoreszenzstrahlung 114, die durch den dichroitischen Spiegel 140 hindurch (ibertragen wird, beispielsweise
unter Verwendung eines Emissionsfilters 160, das im Verhéltnis zur Ausbreitungsrichtung der Gesamtfluoreszenzstrahlung
114 unterhalb des dichroitischen Spiegels 140 positioniert ist, weiter spektral einschrénken, wobei das Emissionsfilter 160
entsprechend geeignete spekirale Bandbreitenfiltereigenschaften aufweist.

[0080] Gemass einer Ausflihrungsform der Erfindung kann das Okular 170 unterhalb des dichroitischen Spiegels 140
oder, wenn es auf das Emissionsfilter 160 angewendet wird, im Verhéltnis zur Ausbreitungsrichtung der Gesamtfluores-
zenzstrahlung 114, d.h. zwischen dem Bildsensor 180 und dem dichroitischen Spiegel 140 oder dem Emissionsfilter 160,
positioniert sein, so dass die Gesamtfluoreszenzstrahlung 114 dann von dem Okular 170 gefiihrt werden kann, um auf
die Oberflache des Bildsensors 180 einzufallen.

[0081] Bei einigen Ausflhrungsformen der Erfindung kann das Fluoreszenzdetektionssystem 100 derart betriebsfahig
sein, dass mindestens ein Teil der Autofluoreszenzstrahlung (die z.B. von der Oberflache des Behélters und/oder des
Prufkérpers 120 ausgeht), die durch die Anregungslichtimpulse 112 angeregt wird, eventuell nicht auf den Bildsensor 180
einféllt, d.h. davon ausgeschlossen wird, auf dem Bildsensor 180 abgebildet zu werden, um die negativen Auswirkungen,
die durch die Autofluoreszenzstrahlung verursacht werden, mindestens zu reduzieren. Zum Beispiel bei Ausflihrungsfor-
men, bei denen das Fluoreszenzdetektionssystem 100 das Bildgebungsobjektiv 150 und/oder das Okular 170 umfasst,
kdnnen sie beispielsweise im Verhéltnis zu dem (nicht gezeigten) Behalter derart konfiguriert und positioniert sein, dass
mindestens ein Teil der Autofluoreszenzstrahlung, die angeregt werden kann, von dem Bildgebungsobjektiv 150 und/oder
dem Okular 170 als nicht abgebildet Ubrig bleibt. Genauer gesagt kann eine Reduzierung des abgebildeten Teils der Au-
tofluoreszenzstrahlung bei einigen Ausfihrungsformen ausgebildet sein, indem beispielsweise eine konfokale Multispot-
Scaneinrichtung verwendet wird und/oder indem eine optische Weitfeldabbildungseinrichtung verwendet wird, die eine
grosse nummerische Apertur, beispielsweise von mehr als 0,2, aufweist.

[0082] Gemass einer Ausfiihrungsform der Erfindung umfasst der Bildsensor 180 eine Vielzahl von Photodetektoren 185,
die mindestens einen (nicht gezeigten) Ladungsintegrierer umfassen. Jeder Photodetektor 185 weist im Verhaltnis zur
Emission der Anregungslichtimpulse 112 eine zeitgesteuerte Betriebsfahigkeit auf. Ferner ist jeder Photodetektor 185
betriebsfahig, um wéhrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls (nicht gezeigte) Photoladungen zu integrieren, die als
Reaktion auf die Gesamtfluoreszenzstrahlung 114 generiert werden, die von den Photodetektoren 185 erkannt wird. Mit
anderen Worten weist der Bildsensor 180 mit Bezug auf lokal generierte Photoladungen, die von den Photodetektoren
185 generiert werden, Integrationsfahigkeiten auf.

[0083] Bei einigen Ausflihrungsformen kann jeder Photodetektor 185 betriebsfahig sein, um eine Vielzahl von Abtast-
schritten wahrend des vorherbestimmten Zeitintervalls auszuftihren und um die Photoladungen bezlglich der verschie-
denen Abtastschritte in den entsprechenden Ladungsintegrierern zu integrieren. Die Abtastintervalle, die der Bildsensor
180 erreichen kann, kénnen bei einigen Ausfuhrungsformen geringer sein als die Abklingzeit der Markierungsfluorophore
121. Entsprechend kann der Bildsensor 180 betriebsfahig sein, um eine Markierungsfluoreszenz beziglich der Markie-
rungsfluorophore 121 abzubilden, die unterschiedliche Abklingzeiten fir die Markierungsfluoreszenzstrahlung aufweisen.
Ferner kann die Markierungsfluoreszenzstrahlung der gleichen Markierungsfluorophore 121 mindestens zweimal wahrend
der Abklingzeit der Markierungsfluoreszenzstrahlung abgetastet werden.

[0084] Der Bildsensor 180 kann beispielsweise umgesetzt werden, wie es in dem US-Patent Nr. 5 856 667 im Namen
von Seitz et al., mit dem Titel «Device and method for the detection and demodulation of an intensity-modulated radiation
field» (667), beispielsweise mit Bezug auf den Abschnitt mit dem Titel «Kurzdarstellung der Erfindung», Fig. 2, Fig. 3, und
die Anspriche offenbart wird. Die Umsetzung des Bildsensors 180 geméss 667 ermdglicht Abtastintervalle z.B. von gleich
oder weniger als 10 Nanosekunden bei Ansteuerspannungen von gleich oder weniger als 5 V.

[0085] Bei einigen Ausflihrungsformen der Erfindung kann der Bildsensor 180 beispielsweise umgesetzt werden, wie
es in der europaischen Patentanmeldung Nr. 2 182 523 (523) im Namen von P. Seitz, mit dem Titel «Charge sampling
device and method», z.B. in dem Abschnitt mit dem Titel «Kurzdarstellung der Erfindung», «Beschreibung der Figuren»,
«Ausfuhrliche Beschreibung der Zeichnung», den «Ansprlichen», in Verbindung mit den entsprechenden Figuren offenbart
wird. Ausfihrungsformen des Bildsensors 180, die wie in 523 erldutert umgesetzt werden, kénnen betriebsfahig sein, um
Zeitabtastintervalle z.B. von weniger als 1 Nanosekunde zu erreichen, was im Allgemeinen geringer ist als die Abklingzeit
der Markierungsfluoreszenzstrahlung.

[0086] Bei einigen Ausfiihrungsformen kann der Bildsensor 180 als Komplementér-Metalloxid-Halbleiter- (CMOS) Bild-
sensor umgesetzt sein, bei dem alle (nicht gezeigten) Ricksetztransistoren der individuellen Photodetektoren 185 von
einem (nicht gezeigten) gemeinsamen Riicksetzsignal gesteuert werden. Solange dieses Riicksetzsignal die Riicksetz-
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transistoren offen hélt, werden die Photoladungen, die sich aus dem erkannten Licht ergeben, gleichzeitig abgeleitet. Erst
wenn die Ricksetztransistoren ausgeschaltet sind, werden die Photodetektoren 185 lichtempfindlich und beginnen die
Expositionsperiode. Dadurch dass das Riicksetzsignal zum selektiven Offnen und Schliessen der Riicksetztransistoren
gesteuert wird, sind die Photodetektoren 185 in zeitgesteuerter Synchronitat, die notwendig ist, um eine zeitgesteuerte
Funktionalitat des Fluoreszenzdetektionssystems 100 gemass den Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung zu er-
moglichen, betriebsfahig.

[0087] Bei Ausfiihrungsformen der Erfindung kann die Empfindlichkeit des Bildsensors 180 beispielsweise umgesetzt
werden, wie es in der européischen Patentanmeldung Nr. EP2 160 012 (012) im Namen von Lotto et al., mit dem Titel
«Highly sensitive Single photon imaging device», z.B. in die Abschnitten mit dem Titel «Beschreibung der Figuren» aus-
ser Fig. 1, «Kurzdarstellung einiger Ausfiihrungsformen der Erfindung», «Beschreibung der Ausfuhrungsformen der Erfin-
dung», «Anspriiche», «Ge&nderte Ansprliche...» und in den entsprechenden Figuren offenbart wird. Entsprechend kann
der Bildsensor 180, der auf der CMOS-Technologie basiert, wie beispielsweise zuvor erlautert, ferner verstarkt werden,
indem man eine pixelinterne Verstarkungsschaltung verwendet. Eine derartige Verstarkungsschaltung umgeht die Not-
wendigkeit der Verwendung erhéhter Spannungen, wie es bei Photodetektoren 185 der Fall ist, die auf der Basis der Nut-
zung eines die Photoladung multiplizierenden Lawineneffekts funktionieren. Das Ausleserauschen des Bildsensors 180,
den man als «pixelverstarkten Halbleiterbildsensor» bezeichnen kann, wenn er wie in 012 erlautert umgesetzt ist, kann
bei Raumtemperatur, die beispielsweise von 20 °C bis 30 °C reicht, gleich oder kleiner als beispielsweise 1 Elektronen-
Effektivwert (r.m.s.) sein. Da die Photodetektoren 185 des Bildsensors 180 umgesetzt werden, wie in 012 offenbart, einen
lokalen Rlcksetztransistor verwenden, kann ein derartiger pixelverstarkter Halbleiterbildsensor flr die Ausbildung eines
hoch empfindlichen Fluoreszenzdetektionssystems 100 verwendet werden, das in zeitgesteuerter Synchronitat gemass
den Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung betriebsfahig ist.

[0088] Die zeitgesteuerten Betriebsfahigkeiten des Fluoreszenzdetektionssystems 100 gemass den Ausflihrungsformen
der Erfindung werden hier nachstehend ausfihrlicher erlautert.

[0089] Die Photodetektoren 185 des Bildsensors 180 und der Strahlungsquelle 110 sind miteinander mit dem Controller
190 betriebsfahig gekoppelt, so dass dieser die Photodetektoren 185 und Strahlungsquelle 110 in zeitgesteuerter (oder
mit anderen Worten zeitaufgeldster) Synchronitét betreiben kann. Genauer gesagt ist der Controller 190 betriebsféhig, um
den Betrieb zwischen der-Strahlungsquelle 110 und dem Bildsensor 180 zu synchronisieren, so dass es ein Zeitgatter
zwischen der Emission von Anregungslichtimpulsen 112 und dem Beginn der Sequenz des Integrierens und Auslesens
der Photoladungen gibt. Mit anderen Worten wird der Startpunkt der Expositionsperiode, wahrend der die Detektion von
Photonen erméglicht ist, in zeitgesteuerter Synchronitat mit dem Einleiten der Emission eines Anregungslichtimpulses 112
synchronisiert, d.h. der Controller 190 verwendet eine Gatterverzégerung zwischen jeder Einleitung der Emission eines
Anregungslichtimpulses 112 und dem Beginn der Expositionsperiode (Integrationsperiode) der Photodetektoren 185. Die-
se Gatterverzégerung wird derart geméss der Abklingzeit der Autofluoreszenz ausgewahlt, dass das Verhéltnis zwischen
Markierungsfluoreszenz und Autofluoreszenz hoch genug ist, um eine zuverlassige Detektion der Markierungsfluoreszenz
zu ermdglichen, wobei das Verhaltnis einen der Werte aufweist, wie sie beispielsweise in der US-Patentanmeldung Nr.
US2008/0265177 im Namen von Connally et al., mit dem Titel «Fluorescence detection» (177), in dem Abschnitt mit dem
Titel «Kurzdarstellung der Erfindung» offenbart werden. Die Gatterverzégerung kann beispielsweise geméass der Gatter-
verzégerung ausgewahlt werden, die in dem Abschnitt mit dem Titel «Kurzdarstellung der Erfindung» bei ’177 offenbart
wird. Auf jeden Fall wird die Gatterverzdégerung geméass den Abklingeigenschaften des Autofluorophors und des Markie-
rungsfluorophors ausgewabhlt.

[0090] Entsprechend kann der Controller 190 einen (nicht gezeigten) Speicher, der (nicht gezeigte) Anweisungen spei-
chert, und einen (nicht gezeigten) Prozessor umfassen, wobei die Ausfihrung der Anweisungen durch den Prozessor zu
einer Fluoreszenzdetektionsanwendung fiihrt, die den zeitgesteuerten synchronisierten Betrieb zwischen der Strahlungs-
quelle 110 und den Photodetektoren 185 erméglicht.

[0091] Zusétzlich mit Bezug auf Fig. 3 kann diese Fluoreszenzanwendung gemass einer Ausfihrungsform der Erfindung
ein Verfahren zur Fluoreszenzdetektion, beispielsweise durch Ausfiihren der folgenden Schritte, umsetzen:

[0092] Wie in Block 300 angegeben, kann das Verfahren den Schritt des Abreicherns der Photodetektoren 185 umfassen.
Daraufhin werden Photoladungen, die in den Photodetektoren 185 generiert und zuvor gespeichert worden sein kénnen,
aus diesen entfernt.

[0093] Wie in Block 302 angegeben, kann das Verfahren dann den Schritt des Einstellens der Photodetektoren 185 auf
einen Nicht-Detektionsmodus umfassen, was dazu flhrt, dass die Photodetektoren 185 alle Photoladungen ableiten, die
durch einfallende Photonen erstellt werden.

[0094] Wie in Block 304 angegeben, kann das Verfahren die Emission eines ersten Anregungslichtimpulses vorherbe-
stimmter L&nge und spektraler Wellenlange umfassen, z.B. durch Einschalten der Strahlungsquelle 110. Die Emission ei-
nes ersten Anregungsimpulses kann derart gerichtet sein, dass der Priifkdrper 120 durch den ersten Anregungslichtimpuls
beleuchtet wird. Angesichts der Tatsache, dass die Dauer des ersten Anregungslichtimpulses vorherbestimmt und somit
bekannt ist, ist die Beleuchtungsperiode, wahrend der der Prifkdrper 120 beleuchtet wird, ebenfalls bekannter Dauer.
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[0095] Wie in Block angegeben 304, kann das Verfahren dann nach dem Ablaufen einer vorherbestimmten Gatterverzé-
gerung, die am Ende der Beleuchtungsperiode beginnen kann, den Schritt des Einstellens der Photodetektoren 185 auf
den Detektionsmodus wahrend einer vorherbestimmten Photonenexpositionsperiode umfassen. Die Gatterverzégerung
wird derart ausgewabhlt, dass die Autofluoreszenzstrahlung auf ausreichend niedrige Pegel abklingt, welche die zuverlas-
sige Detektion der Markierungsautofluoreszenz ermoglichen. Die Gatterverzdgerung kann beispielsweise derart ausge-
wahlt werden, dass die Autofluoreszenzstrahlung, die in der Gesamtifluoreszenzstrahlung vorliegen kénnte, auf gleich oder
weniger als einen der folgenden Prozentwerte ihrer urspringlichen Stérke abklingt: 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%,
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, oder gleich oder weniger als 0,01%. Wéahrend der vorherbe-
stimmten Expositionsperiode integrieren, d.h. kumulieren und speichern, die Photodetektoren 185 des Bildsensors 180
die lokal generierten Photoladungen lokal in mindestens einem (nicht gezeigten) Ladungsintegrierer, der in jedem der
Photodetektoren 185 enthalten ist. Bei Ausfihrungsformen, bei denen jeder Photodetektor 185 eine Vielzahl von Ladungs-
integrierern umfasst, kénnen Photoladungen, die wahrend der Expositionsperiode generiert wurden, wahrend jeweiligen
Abtastperioden abgetastet und mit Bezug auf jede Abtastperiode sequenziell auf die Vielzahl von Ladungsintegrierern zur
Integration gerichtet werden. Der Controller 190 kann das Abtasten der Photoladungen und ihre Integration in die Vielzahl
von Ladungsintegrierern mit Bezug auf die Vielzahl von Abtastperioden steuern.

[0096] Wie in Block 306 angegeben, kann das Verfahren dann das Zurlicksetzen der Photodetektoren 185 in den Nicht-
Detektionsmodus umfassen.

[0097] Wie in Block 308 angegeben, kann das Verfahren ferner den Schritt des Bestimmens, ob mindestens ein Been-
digungskriterium erfillt ist, umfassen, und wenn nicht, die Schritte 300 bis 306 wiederholen, bis mindestens ein Beendi-
gungskriterium erfillt ist. Dieses Beendigungskriterium kann beispielsweise einen minimalen, vorherbestimmten Ladesi-
gnalschwellenpegel definieren, wobei das Ladesignal die Photonen darstellt, die von dem Bildsensor 180 erkannt werden
und in Photoladungen umgesetzt werden. Wenn das generierte Ladesignal den vorherbestimmten Lagesignalschwellen-
pegel Ubersteigt, ist das Beendigungskriterium erflllt.

[0098] Alternativ kann das Beendigungskriterium beispielsweise die Anzahl der Anregungslichtimpulse 112 betreffen, die
von der Strahlungsquelle 110 emittiert werden, d.h. bei einigen Ausflihrungsformen der Erfindung kann die Anzahl der
Anregungslichtimpulse 112, die von der Strahlungsquelle 110 emittiert werden, vorherbestimmt werden. Wie oft die Pho-
todetektoren 185 flir eine vorherbestimmte Expositionsperiode auf den Detektionsmodus eingestellt werden, kann somit
ebenfalls entsprechend vorherbestimmt werden. Zusétzlich oder alternativ kann das Beendigungskriterium ein Zeitlimit flr
den Betrieb der Strahlungsquelle 110, des Bildsensors 180 und/oder der Strahlungsquelle 110 definieren.

[0099] Wenn, wie in Block 310 angegeben, das mindestens eine Beendigungskriterium erfillt ist, umfasst das Verfahren
den Schritt des Auslesens der kumulierten Photoladungen.

[0100] Wie in Block 312 angegeben, kann das Verfahren dann den Schritt des Ausfiihrens einer Analyse des Priifkérpers
120 basierend auf den ausgelesenen Photoladungen umfassen.

[0101] Bei einigen Ausfiihrungsformen der Erfindung kann die Strahlungsquelle 110 von dem Controller 190 gesteuert
werden, beispielsweise wenn die Strahlungsquelle 110 z.B. durch eine gepulste LED oder Laserdiode umgesetzt wird.
Bei alternativen Ausflihrungsformen der Erfindung ist die Strahlungsquelle 110 von dem Controller 190 eventuell nicht
steuerbar, beispielsweise wenn die Strahlungsquelle 110 z.B. durch einen modengekoppelten Laser umgesetzt wird. In
diesem Fall kann der Controller 190 zusammen mit einem (nicht gezeigten) Impulsdetektor, der betriebsfahig ist, um die
Emission von Anregungslichtimpulsen 112 beispielsweise unter Verwendung eines schnellen Photosensors, auf dessen
lichtempfindlicher Oberflache mindestens ein Teil der emittierten Anregungslichtimpulse 112 auftrifft, zu erkennen, betrie-
bsféhig sein.

[0102] Das Verfahren zur Fluoreszenzdetektion kann mit demjenigen identisch sein, das zuvor mit Bezug auf Fig. 3 erlau-
tert wurde, ausser dass die Zeitgatterverzégerung beginnt, sobald z.B. durch den Controller 190 zum ersten Mal bestimmt
wird, dass der Teil des Anregungslichtimpulses 112, der auf den Impulsdetektor trifft, einen vorherbestimmten Impuls-
schwellenpegel Uberschreitet, und nicht mit der Ausgabe eines Befehls durch den Controller 190 an die Strahlungsquelle
110, Anregungslichtimpulse 112 zu emittieren.

[0103] Es sei zu beachten, dass obwohl sich der Begriff «Zeitgatterverzégerung», wie er hier verwendet wird, auf die Pe-
riode bezieht, die nach dem Ablaufen der Dauer jedes der Anregungsimpulse und/oder sobald der Teil der Anregungslich-
timpulse 112 einen vorherbestimmten Impulsschwellenpegel Uberschreitet, beginnt, dies keineswegs als Einschréankung
zu deuten ist. Bei einigen Ausflihrungsformen kann die Zeitgatterverzégerung beispielsweise nach dem Ausgeben eines
Befehls zum Starten des Betriebs der Strahlungsquelle 110 beginnen. In diesem Fall kann die Zeitgatterverzégerung auch
die Impulsdauer der jeweiligen Anregungslichtimpulse 112 umfassen.

Patentanspriiche

1. Fluoreszenzdetektionssystem (100), das betriebsféhig ist, um eine Fluoreszenzstrahlung in zeitgesteuerter Synchro-
nitat zu erkennen, wobei das System Folgendes umfasst:
einen Bildsensor (180), der betriebsfahig ist, um eine Fluoreszenzstrahlung zu erkennen;

10
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wobei der Bildsensor (180) eine Vielzahl von Photodetektoren (185) umfasst, wobei jeder Photodetektor (185) betrie-
bsfahig ist, um eine erkannte Fluoreszenzstrahlung in eine entsprechende Anzahl von Ausgangsladungen umzuset-
zen;

dadurch gekennzeichnet, dass jeder der Vielzahl von Photodetektoren (185) mindestens einen Ladungsintegrierer
umfasst, der betriebsféahig ist, um wahrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls die Ausgangsphotoladungen, die
als Reaktion auf die erkannte Fluoreszenzstrahlung generiert werden, selektiv zu integrieren.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach Anspruch 1, umfassend:
eine Vielzahl von elektrischen Driftfeldgeneratoren, die jeweils mit der Vielzahl von Pixelsensoren betriebsféhig ge-
koppelt ist, wobei die Vielzahl von elektrischen Driftfeldgeneratoren derart betriebsfahig ist, dass sie die Ausgangs-
ladungen, die von jedem der Photodetektoren bereitgestellt werden, an den mindestens einen Ladungsintegrierer
wéahrend eines vorherbestimmten Zeitintervalls selektiv (bertragen.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach Anspruch 1 oder 2, wobei jeder der Vielzahl von Photodetektoren einen
Verstérker umfasst, der betriebsfahig ist, um das Signal zu verstérken, das die Ausgangsphotoladungen darstellt, die
als Reaktion auf die erkannte Fluoreszenzstrahlung generiert werden.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach Anspruch 3, wobei der Verstarker ein Regelkreisverstarker ist.

Fluoreszenzdetektionssystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, umfassend:

eine Strahlungsquelle (110), die betriebsfahig ist, um eine Sequenz von Anregungslichtimpulsen zu emittieren, die
jeweilige Beleuchtungsperioden aufweisen; und

einen Controller (190);

wobei die Photodetektoren (185), die Strahlungsquelle (110) und der Controller (190) betriebsfahig miteinander ge-
koppelt sind;

wobei die Photodetektoren (185) in einem Detektionsmodus, in dem fluoreszenzinduzierte Photoladungen gespei-
chert und integriert werden, und in einem Nicht-Detektionsmodus, in dem fluoreszenzinduzierte Photoladungen ver-
worfen werden, selektiv betriebsfahig sind;

wobei der Controller (190) betriebsfahig ist, um zwischen dem Detektionsmodus und dem Nicht-Detektionsmodus der
Photodetektoren in zeitgesteuerter Synchronitat mit der Strahlungsquelle (110) selektiv abzuwechseln.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

wobei jeder der Photodetektoren einen lichtempfindlichen Teil, um Photonen in Photoladungen umzuwandeln, und
einen lichtunempfindlichen Teil, der mindestens einen elektrischen Schalter umfasst, umfasst, und der mindestens
eine Ladungsintegrierer jeweils dem mindestens einen elektrischen Schalter zugewiesen ist; und

[umfassend] einen Taktgeber zum Steuern des elektrischen Schalters, so dass Photoladungen, die in dem lichtemp-
findlichen Teil generiert werden, mit Bezug auf die Anregungslichtimpulse in zeitgesteuerter Synchronitat an den min-
destens einen Ladungsintegrierer gegeben werden.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach einem der Ansprliche 1 bis 5, wobei jeder Photodetektor Folgendes umfasst:
ein lineares Zeitumwandlungselement langlicher Erstreckung; und einen seitlichen elektrischen Feldgenerator;
wobei das lineare Zeitumwandlungselement und der seitliche elektrische Feldgenerator betriebsfahig sind, um derart
miteinander gekoppelt zu sein, dass ein seitliches Driftfeld in dem linearen Zeitumwandlungselement generiert wird,
welches das Absuchen von Photoladungen in dem Zeitumwandlungselement von einem ersten Ende bis zu einem
zweiten Ende an der Langserstreckung des linearen Zeitumwandlungselements entlang ermdglicht;

wobei die Ladungsintegrierer in mindestens einer Reihe an der Langserstreckung des linearen Zeitumwandlungsele-
ments entlang angeordnet sind;

wobei die Ladungsintegrierer mit dem Zeitumwandlungselement jeweils an einer Vielzahl von diskret beabstandeten
Abtaststellen des Zeitumwandlungselements elektrisch gekoppelt sind;

mindestens einen lichtempfindlichen Bereich, um Photonen in Photoladungen umzuwandeln, der mit dem linearen
Zeitumwandlungselement derart gekoppelt ist, dass generierte Photoladungen dem linearen Zeitumwandlungsele-
ment zugeflhrt werden; und

mindestens eine Ladeerkennungsschaltung, die an die Ladungsintegrierer elektrisch angeschlossen ist, um eine Pho-
toladung zu erkennen, die durch mindestens einen Teil des linearen Zeitumwandlungselements an seiner Langser-
streckung entlang gegangen ist.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

wobei die Vielzahl von Photodetektoren jeweils eine Vielzahl von Ricksetztransistoren umfasst;

wobei jeder Ricksetztransistor derart durch ein Ricksetzsignal derart steuerbar ist, dass solange das Ricksetzsignal
den Ricksetztransistor offen halt, Photoladungen, die als Reaktion auf erkanntes Licht generiert werden, gleichzeitig
abgeleitet werden, wobei sich die Photodetektoren somit im Nicht-Detektionsmodus befinden; und

wobei, wenn der Ricksetztransistor geschlossen ist, die Photoladungen kumuliert werden, wobei sich die Photodetek-
toren somit im Detektionsmodus befinden.

Fluoreszenzdetektionssystem (100) nach Anspruch 8, wobei jeder der Photodetektoren ferner einen pixelinternen
Verstarker umfasst.

11
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Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems (100) gemass einem der vorhergehenden Ansprliche,
umfassend folgende Schritte:

a) (300) Abreichen der Photodetektoren aus zuvor generierten Photoladungen;

b) (302) Einstellen der Photodetektoren auf einen Nicht-Detektionsmodus;

¢) (304) Beleuchten mindestens eines mit Fluorophoren markierten Prifkdrpers mit einem Lichtimpuls; und

d) (306) nach einer vorherbestimmten Gatterverzégerung, die am Ende der Beleuchtungsperiode beginnt, Einstellen
der Photodetektoren auf einen Detektionsmodus fur eine vorherbestimmte Photonenexpositionsperiode;

wobei die Dauer der Gatterverzégerung derart ausgewahlt wird, dass das Verhéltnis zwischen Autofluoreszenz und
gewinschter Fluoreszenz, die von dem ersten Lichtimpuls generiert wird, gering genug ist, um eine zuverlassige
Detektion der gewlinschten Fluoreszenz durch die Photodetektoren sicherzustellen.

Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems (100) nach Anspruch 10, ferner umfassend folgende
Schritte:

e) (310) Bestimmen, ob mindestens ein Beendigungskriterium erflillt ist, und wenn nicht,

f) Wiederholen der Schritte a) bis d). und wenn ja, (312) Auslesen der kumulierten Photoladungen.

Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems (100) nach einem der Anspriiche 10 bis 12, umfassend
folgenden Schritt:

mindestens zweimaliges Abtasten wahrend der Expositionsperiode des Signals, das die Ausgangsladungen der er-
kannten Fluoreszenzstrahlung darstellt.

Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems (100) nach Anspruch 12, wobei der Zeitunterschied
zwischen jedem Abtastschritt ausgewahlt wird, um dem Unterschied der Abklingzeit zwischen mindestens zwei Fluo-
rophormarkierungen zu entsprechen.

Verfahren zum Betreiben eines Fluoreszenzdetektionssystems (100) nach Anspruch 12 oder 13, umfassend den
Schritt des Bereitstellens von Informationen Uber die Eigenschaften der Fluoreszenzabklingzeit der Licht emittieren-
den Fluorophormarkierung.

12
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