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with respect to the number and/or speed of the particles.

(57) Zusammenfassung:

(57) Abstract: The present invention relates to a method for
detecting particles which move along a trajectory and
produce or at least influence electromagnetic radiation, an
electric tield or a magnetic field, wherein the electromagnetic
radiation, the electric field or the magnetic field is detected,
wherein a first signal is captured with the aid of a first
structuring device, wherein the first structuring device either
ensures that the particles along a trajectory section produce or
at least influence electromagnetic radiation, an electric field
or a magnetic field substantially only at first non-periodic
spatial intervals or ensures that the electromagnetic radiation,
the electric field or the magnetic field is detected along the
trajectory section substantially only at first non-periodic
spatial intervals. In order to provide a method for detecting
particles which move along a trajectory and produce or at
least influence electromagnetic radiation, an electric field or a
magnetic field, the invention proposes that a second signal is
captured with the aid of a second structuring device, wherein
the second structuring device either ensures that the particles
along a trajectory section produce or at least influence
electromagnetic radiation, an electric field or a magnetic field
substantially only at second non-periodic spatial intervals or
ensures that the electromagnetic radiation, the electric field or
the magnetic field is detected along the trajectory section
substantially only at second non-periodic spatial intervals,
and that the first and second signals are correlated with one
another and the correlated signal is used to draw conclusions

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Veroffentlicht:

—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

3)

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion von sich entlang einer Trajektorie bewegenden Partikeln, welche
elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen, wobei die
elektromagnetische Strahlung, das elektrische Feld oder das magnetische Feld detektiert wird, wobei ein erstes Signal mit Hilfe
einer ersten Strukturierungseinrichtung erfasst wird, wobei die erste Strukturierungseinrichtung entweder dafiir Sorge trdgt, dass
die Partikel entlang eines Trajektorienabschnitts im Wesentlichen nur in ersten nicht-periodischen rdumlichen Abstinden
elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen oder datiir
Sorge tragt, das die elektromagnetische Strahlung, das elektrische oder magnetische Feld im Wesentlichen nur in ersten nicht-
periodischen rdumlichen Abstdnden entlang des Trajektorienabschnitts detektiert wird. Um ein Verfahren zur Detektion von sich
entlang einer Trajektorie bewegenden Partikeln, welche elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches
Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen zur Verfiigung zu stellen, wird erfindungsgeméll vorgeschlagen, dass ein zweites
Signal mit Hilfe einer zweiten Strukturierungseinrichtung erfasst wird, wobei die zweite Strukturierungseinrichtung entweder
dafiir Sorge trégt, dass die Partikel entlang eines Trajektorienabschnitts im Wesentlichen nur in zweiten nichtperiodischen
rdumlichen Abstinden elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest
beeintlussen oder dafiir Sorge trégt, das die elektromagnetische Strahlung, das elektrische oder magnetische Feld im Wesentlichen
nur in zweiten nicht-periodischen rdumlichen Abstdnden entlang des Trajektorienabschnitts detektiert wird, dass das erste und das
zweite Signal miteinander korreliert werden und aus dem korrelierten Signal Riickschliisse auf die Anzahl und/oder die
Geschwindigkeit der Partikel gezogen werden.
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Verfahren zur Detektion von strahlungsemittierenden Partikeln

BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion von sich entlang einer Trajektorie
bewegenden Partikeln, welche elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein
magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen. Dabei wird die elektromagnetische
Strahlung oder das elekirische oder das magnetische Feld detektiert. Des Weiteren wird eine
Strukturierungseinrichtung verwendet, die entweder daflir Sorge tragt, dass die Partikel entlang
der Trajektorie im Wesentlichen nur in nicht-periodischen raumlichen Abstanden elektromagneti-
sche Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest be-
einflussen oder daflir Sorge tragt, dass die elektromagnetische Strahlung, das elektrische oder
das magnetische Feld im Wesentlichen nur in nicht-periodischen raumlichen Abstanden entlang

der Trajektorie detektiert wird.

Ein solches Verfahren wird beispielsweise in Durchflusszytometern verwendet. Bei der Durch-
flusszytometrie wird eine Zellsuspension durch eine Durchflussmesszelle geleitet. Die Zellsus-
pension wird mit einer Lichiquelle, bestehend meist aus mehreren Lasern, bestrahit, wodurch die
zu detektierenden Zellen oder ein an den Zellen gebundener Farbstoff angeregt werden und Flu-
oreszenzsignale emittieren. Als Strukturierungseinrichtung wird haufig eine nicht-periodische,
strukturierte Maske, auch Schattenmaske genannt, verwendet und die Partikel werden an einer
Seite der Maske mit einer Geschwindigkeit v vorbeigefihrt und auf der anderen Seite wird die
durch die Maske tretende elektromagnetische Strahlung, das elekirische oder das magnetische

Feld mit einem geeigneten Detekior detekiiert.

Es versteht sich aber, dass die Strukiurierungseinrichtung keine Schattenmaske sein muss. Es
ware beispielsweise auch denkbar, dass die zu detektierenden Partikel mit Hilfe einer strukturier-
ten Anregungsstrahlung angeregt werden missen, um elektromagnetische Strahlung zu erzeu-
gen. Diese Anregungsstrahlung konnte beispielsweise mit Hilfe von diffraktiven optischen Ele-
menten nur in nicht-periodischen raumlichen Abstanden entlang der Trajektorie zur Verfigung
gestellt werden, so dass im Wesentlichen auch nur an diesen Orten die zu detektierende elekt-
romagnetische Strahlung emittiert wird. Die Strukturierungseinrichtung besteht dann aus den

diffraktiv optischen Elementen.
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Die vorliegende Erfindung wird im Folgenden anhand eines Verfahrens zur Detektion von strah-
lungsemittierenden Partikeln beschrieben. Dennoch kann das Verfahren auch zur Detektion von
beispielsweise ein Magnetfeld oder ein elektrisches Feld erzeugende oder beeinflussende Teil-
chen verwendet werden. Auch ware es denkbar, elektromagnetische Strahlung durch die Maske
zu leiten und zu detektieren, so dass die vorbeigefiihrien Partikel die gerichiete elektromagneti-
sche Strahlung beim Passieren der Masken kurzzeitig abschwachen oder zumindest beeinflus-

sen.

Beispielsweise kann die zeitliche Modulation des Fluoreszenzsignals durch eine entlang der Be-
wegungsrichtung des Partikels strukturierte Schattenmaske erzeugt werden. Fenster in dieser
Schattenmaske erlauben die Transmission des Fluoreszenzlichtes und entsprechen dem Trans-
missionszustand ,1%. Geschlossene Bereiche der Maske verhindern die Transmission und ent-
sprechen dem Zustand 0% Die rdumliche Strukturierung der Maske wird mathematisch beschrie-
ben durch sogenannte bindre Sequenzen, d. h. durch Folgen aus Nullen und Einsen. Daher wird
die strukturierte Maske auch als bindre Maske bezeichnet. Grundsatzlich waren aber auch Berei-
che mit verminderter Transmission, den dann ein Zwischenzustand von zum Beispiel ,1/2" zuge-
wiesen werden konnte, denkbar. Auch wenn die Erfindung im Folgenden am Beispiel von binaren

Masken erlautert wird, waren auch strukturierte Masken mit Zwischenzustinden denkbar.

Im Grunde genommen wird das Messsignal durch die Strukturierungseinrichtung kodiert. Der
Code, also zum Beispiel die binare Sequenz, wird dabei von der Strukturierungseinrichtung zur

VerfUgung gestelit.

Die derart kodierten Fluoreszenzsignale werden detekliert und ausgewertet, um Ruickschllisse

auf Anzahl, Art, Intensitat und Geschwindigkeit der einzelnen Partikel zu ziehen.

Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in Kiesel et al., Appl. Phys. Lett. 94,
041107-1 (2009). Hierbei wird das gemessene Signal mittels eines Optimalfilters gefiltert, um
eine Pulskompression zu erreichen und dann nach der Zeit differenziert, um einen mdoglichen
Signaloffset zu beseitigen. Bei dem sich dann ergebenden Signal wird ein fester Schwellwert zur

Ereigniserfassung eingesetzt.

Das detektierte Signal ist naturgemald unipolar, da es bei der Fluoreszenzemission keine negati-

ven Amplituden geben kann.

Die Verwendung von nicht-periodischen Masken bzw. Signalverlaufen dient der Verbesserung

des Signal-Rausch-Verhéltnisses sowie der zeitlichen Pulskompression. Allerdings treten bei
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diesem Verfahren Signal-Nebenkeulen bei Korrelationssignalen auf, was die Entdeckungswahr-
scheinlichkeit schwach fluoreszierender Objekte in Gegenwart von grélieren, starker leuchtenden

Objekten deutlich erschwert.

Zur Verdeutlichung wird auf die Figuren 1 bis 4 verwiesen. Figur 1 zeigt eine schematische Dar-
stellung eines Messsignals in Abhangigkeit von der Zeit ohne Berlicksichtigung des Rausch-und
Offsetanteils. In Figur 2 sind die amplitudenmodulierten Rechtecksignale fur zwei Teilchen darge-
stellt. Man erkennt, dass die Messsignale unterschiedlich grofie Strahlungsintensitaten besitzen.
Das erste Messsignal besitzt die doppelte Amplitude des zweiten Messsignals. Durch Uberlage-
rung ergibt sich ein drittes Niveau, welches 1,5 mal den Wert des ersten Messsignals annimmt.
Die Rechtecksignale der einzelnen Partikel haben jedoch nicht nur unterschiedliche Amplituden,
sie sind auch zeitlich (in x-Richtung) verschoben, das heil3t es wird der Fall betrachtet, in dem
zwei Partikel unterschiedlicher Lichtstarke und unterschiedlicher Ausdehnung kurz hintereinander
an der bindren Maske vorbei wandern, so dass das Gesamitsignal, welches mit einem Detektor

erfasst wird, eine Uberlagerung der von den einzelnen Partikeln herriihrenden Einzelsignale ist.

Dieses Signal wird Uiblicherweise mit einem Optimalfilter bearbeitet, wodurch sich das in Figur 3
dargestelite gefilterte Signal ergibt. Unter einem Optimalfilter wird ein Filter verstanden, welcher
ein gefiltertes Signal mit dem gréfdten Signal-Rausch-Verhaltnis liefert. Solch ein Filter hat fir den

Fall eines unipolaren Signals immer ausschlieBlich unipolare Filterkoeffizienten.

Das Signal des ersten Teilchens (P1) ist deutlich zu erkennen, wahrend das schwachere Signal
des zweiten Partikels (P2) nur schwach ausgepragt ist. Fir eine automatisierte Teilchendetektion
wird in der Regel ein Grenzwert festgelegt und Signale, die starker als der festgelegte Grenzwert
sind, werden als Teilchendetektion interpretiert. insbesondere bei der Detektion von mehreren
Teilchen mit unterschiedlichen Signalstarken ist dies jedoch nicht moglich. Beispielhaft sind in
Figur 3 zwei Schweliwerte als gestrichelte Linien eingezeichnet worden. Wird der gréfere Wert
als Schwellwert verwendet, wird lediglich das erste Partikel detektiert, da die Signalstarke des
zweiten Partikels unterhalb des groéfleren Schwellwertes liegt. Wahlt man stattdessen einen
Schwellwert, der so klein ist, dass das zweite Partikel korrekt identifiziert wird, liegt jedoch das mit
dem ersten Partikel verkniipfte Untergrundsignal ebenfalls Giber dem Schwellwert, so dass das

erste Partikel gegebenenfalls falschlich mehrfach gezahlt wird.

Daher wird Ublicherweise das gefilterte Signal nach der Zeit abgeleitet, wodurch das in Figur 4
gezeigte Signal erhalten wird. Das Signal weist keinen Offset mehr auf. Wieder ist das Signal des
ersten Partikels (P1) gut zu erkennen, wahrend das Signal des zweiten Partikels (P2) nur gering-
fugig groRer ist als die Signale in den Nebenkeulen (,side-lobes”). In der Figur 4 ist beispielhaft

ein Schwellwert (gestrichelte Linie) eingezeichnet worden. Ist der Schwellwert zu hoch, wird das
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Signal des zweiten Teilchens nicht detektiert. Ist hingegen der Schwellwert zu niedrig, wird nicht
nur das zweite Partikel detektiert, sondern es werden zusatzlich Peaks der Nebenkeulen, die in

der Figur mit einer punktierten Linie hervorgehoben sind, falschlicherweise als Ereignis erfasst.

Das bekannte Verfahren hat jedoch eine Reihe von Nachteilen:

1. Aufgrund der Abschattungseigenschaft der bindren Maske, wird nicht das vollstandige,
zur Verfliigung stehende Fluoreszenzlicht genutzt. Wird beispielsweise eine ,balancierte
Maske", d.h. eine Maske mit der gleichen Anzahl von Nullen und Einsen, genutzt, so wer-
den circa 50 % des zur Verfigung stehenden Fluoreszenzlichtes nicht genutzt. Konnte
dieses Licht genutzt werden, wirde sich das Signal-Rausch-Verhaltnis um einen Faktor

V2 verbessern.

2. Das bekannte Verfahren mit der bindren Maske liefert lediglich ein unipolares Signal, so
dass aus der Radartechnik bekannte Detektionsverfahren nicht angewendet werden kén-

nen.

3. Durch die Verwendung eines einzelnen Detektors flielt dessen Rauschhintergrund immer
direkt in das Signal mit ein und verfalscht somit das eigentliche Messsignal und erschwert

die Detektion.

4. In der Praxis ist die Partikelgeschwindigkeit nicht bekannt. Zudem wird bei der Messung
mehrerer Partikel eine Geschwindigkeitsverteilung beobachtet, so dass deren Verweil-
dauer im Detektionsbereich, das heil3t die zeitliche Ausdehnung des gemessenen Signals
nicht nur unbekannt ist, sondern sich auch noch von Partikel zu Pariikel unterscheiden
kann. Daher muss ein breiter Geschwindigkeitsbereich abgefragt werden, in dem das
gemessene Signal mit verschiedenen, zeitlich unterschiedlich ausgedehnten Filtern korre-

liert wird. Dieser Vorgang ist mit erheblichem Rechenaufwand verbunden.

Ausgehend von dem beschriebenen Stand der Technik ist es daher Aufgabe der vorliegenden
Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, das zumindest einen Teil der beschriebenen Nachteile

verringert.

Erfindungsgemaf} wird diese Aufgabe durch ein Verfahren gemal Anspruch 1 gelost, bei dem ein
zweites Signal mithilfe einer zweiten Strukturierungseinrichtung erfasst wird, wobei die zweite
Strukturierungseinrichtung entweder dafir Sorge tragt, dass die Partikel entlang eines Trajektori-
enabschnittes im Wesentlichen nur in zweiten nicht-periodischen raumlichen Abstanden elektro-

magnetische Strahlung, ein elekirisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumin-
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dest beeinflussen oder daflr Sorge tragt, dass die elektromagnetische Strahiung, das elektrische
oder magnetische Feld im Wesentlichen nur in zweiten, nicht periodischen raumlichen Absténden
enilang des Trajektorienabschnittes detektiert wird, wobei das erste und das zweite Signal mitei-
nander korreliert werden und aus dem korrelierten Signal dann Rickschlisse auf die Anzahl

und/oder die Geschwindigkeit der Partikel gezogen werden.

Erfindungsgemal} wird somit ein zweites Signal erfasst und die beiden erfassten Signale mitei-

nander korreliert.

Daher sind zwei Strukturierungseinrichtungen vorgesehen, die jeweils ein Signal erfassen, wobei
vorzugsweise sich die zweiten nicht-periodischen raumlichen Abstande von den ersten nicht-
periodischen Abstdnden unterscheiden. Unter einer Korrelation wird jede mathematische Ver-
knlipfung des ersten und des zweiten Signals verstanden. Beispielsweise konnen die beiden
Signale miteinander multipliziert werden. Vorzugsweise wird eine Kreuzkorrelationsfunktion zur

Korrelierung der beiden Signale berechnet.

So kénnen beispielsweise die erste und die zweite Strukiurierungseinrichtung eine nicht-
periodische, strukturierte Maske verwenden und die Partikel an einer Seite der Maske vorbeige-
fuhrt werden und auf der anderen Seite die durch die Maske tretende elektromagnetische Strah-
lung, das elekirische Feld oder das magnetische Feld detektiert werden. Hierzu konnte ein Strahl-
teiler verwendet werden, welcher einen Teil des Fluoreszenzlichtes der ersten Strukturierungsein-
richtung zufGhrt, wahrend der andere Teil der zweiten Strukturierungseinrichtung zugefihrt wird.
Im Ergebnis hat man dann zwei codierte Signale, die - gegebenenfalls nach vorheriger Filterung

- miteinander korreliert werden.

Durch die Verwendung von zwei separaten Detekioren wird der Rauschhintergrund eines einzel-

nen Detektors reduziert, wodurch die Auflésung des Verfahrens verbessert wird.

Allerdings geht durch die Verwendung der Schattenmasken nach wie vor ein Teil des Signals
verloren. Der Nachteil der ausgeblendeten Signalintensitat kann beispielsweise durch Verwen-
dung eines raumlich strukturierten Detektors Uberwunden werden. So kdnnte ein raumiich struk-
turierter Detektor aus zwei ineinandergreifenden Flachensequenzen bestehen, die jeweils einem
Detekiorausgang zugeordnet sind. Hierbei liefert der eine Detektorausgang stets inverse Signale
zu dem anderen Detekiorausgang, da digjenigen Flachenabschnitten, die nicht dem einen Detek-
torausgang zugeordnet sind und daher fiir diesen eine 0" darstellen, dem anderen Detektoraus-

gang zugeordnet werden und daher fur jenen eine ,1“ darstellen.
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Ein solcher Aufbau erzeugt ein analoges Messsignal. Nachteil ist jedoch, dass durch die raumli-
che Strukturierung des Detektors fiir diesen Detektor die Modulationssequenz und daher die Co-

dierung feststeht.

In einer besonders bevorzugten AusfiGhrungsform wird als erste und/oder zweite Strukturierungs-
einrichtung ein Detekior-Array verwendet. Ein Detekior-Array besteht aus einer Mehrzahi von
Detektoren (Pixeldetektoren), die selektiv ausgelesen werden kdnnen. Durch analoges oder digi-
tales Zusammenfassen einzelner Pixeldetekioren (,Binning®), kann ein raumlich strukturierter
Code implementiert werden, wodurch die Strukturierungseinrichtung leicht modifiziert und an-
wendungsspezifisch verwendet werden kann. Neben dem Vorteil der einfachen Softwareimple-
mentierung hat dieses Detektionsschema weiterhin den Vorteil, dass sich das Rauschen bedingt

durch die Zahl der Detektoren weiter verringert.

Da zudem das Fluoreszenzsignal nicht lokal ausgeblendet wird, sondern die gesamte Information
erhalten bleibt, kann das Zusammenfassen von Zellen softwaretechnisch parallel in vielen ver-
schiedenen Variationen durchgefihrt werden. Mit anderen Worten kann dasselbe Signal parallel
nahezu mit beliebig vielen Codes, wie z. B. bindren Sequenzen codiert werden, so dass eine
Mehrzahl von codierten Signalen flr eine Korrelation und anschlieRende Auswertung zur Verfii-

gung stehen.

Das gleiche Messsignal konnte somit unterschiedlichen Masken zugeordnet werden. Die mehrfa-
che Auswertung des Signales erlaubt es auch verschiedene Informationen aus dem Signal zu
entnehmen. Zum Beispiel kdnnte zundchst eine Partikeldetektion mit einer Autokorrelation von
zwei raumlich versetzten LABS und anschliellend eine Ermittlung der Partikelgeschwindigkeit mit
einem periodischen Binningmuster erfolgen. Dabei versteht man unter LABS sogenannte ,low
autocorrelation binary sequences”, wie sie beispielsweise in Mertens S, Exhaustive search for
low-autocorrelation binary sequences, J.Phys. A - Math. Gen. 29, L473 (1996) definiert werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die erste und die zweite
Strukturierungseinrichtung jeweils derart ausgestaltet sind, dass bei einer Aufteilung des Trajek-
torienabschnittes in gleichlange Segmente, die Funktion der ersten und zweiten Strukturierungs-
einrichtung jeweils durch einen Binarcode, d.h. eine Abfolge von Nullen und Einsen geschrieben
werden kann, wobei jede Ziffer ein Segment kennzeichnet und Segmente, in denen die jeweilige
Strukturierungseinrichtung entweder dafiir Sorge tragt, dass die Partikel ein elektrisches Feld
oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen oder dafir Sorge tragt, dass
die elektromagnetische Strahlung, das elektrische oder magnetische Feld detektiert wird, mit der

Ziffer 1" bezeichnet werde und alle anderen Segmente mit der Ziffer ,0“ bezeichnet werden.
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Die Ausgestaltung der Strukturierungseinrichtung wird somit durch eine Abfolge bzw. einen Code

bestehend aus Nullen und Einsen gekennzeichnet.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform ist entweder die Abfolge der zweiten Strukturie-
rungseinrichtung gleich der von hinten nach vorne gelesenen Abfolge der ersten Strukturierungs-
einrichtung oder die Abfolge der zweiten Strukiurierungseinrichtung ist gleich der Abfolge der
ersten Strukiurierungseinrichtung, wobei dann beide Abfolgen gleichzeitig einem jeweiligen FIFO-
Pufferspeicher zugefihrt werden, wobei die beiden FIFO-Pufferspeicher parallel zueinander an-
geordnet sind, die beiden Abfolgen in entgegengesetzter Richtung zugefihrt werden und fir die

Korrelation jeweils benachbarte Speicherplatze der beiden FIFO-Pufferspeicher korreliert werden.

Mit anderen Worten wird der erste Speicherplaiz des ersten FIFO-Pufferspeichers mit dem letz-
ten Speicherplatz des zweiten FIFO-Pufferspeichers korreliert, wobei der zweite Speicherplatz
,von hinten” befullt wird. Durch diese Malinahme erfolgt im Ergebnis eine Korrelation des zeitin-
versen Signals mit dem eigentlichen Signal. Dadurch wird das Signal-Rausch-Verhaltnis und so-

mit die Detektion von Teilchen verbessert.

Dabei ist es im Ergebnis unerheblich, ob das zeitlich inverse Signal mit Hilfe der zweiten Struktu-
rierungseinrichtung erzeugt wird, oder ob die zweite Strukturierungseinrichtung das identische
Signal wie die erste Strukturierungseinrichtung erzeugt, das von der zweiten Strukturierungsein-
richtung ermittelte Signal jedoch in entgegengesetzter Richtung in einen parallelen FIFO-

Pufferspeicher eingegeben wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist die Abfolge der zweiten Strukturierungsein-
richtung die inverse Abfolge zu der Abfolge der ersten Strukturierungseinrichtung. Dabei wird
vorzugsweise entweder das mit der ersten Strukturierungseinrichtung erfasste Signal oder das
mit der zweiten Strukturierungseinrichtung erfasste Signal mit einem Faktor -1 multipliziert und
danach die beiden erfassten Signale durch Addition miteinander kombiniert, um ein bipolares

Signal zu bilden.

Dieses bipolare Signal kann dann mit Gblichen, aus der Radartechnik bekannten Verfahren, aus-
gewertet werden, um ein Tellchen zu detektieren und dessen Geschwindigkeit zu bestimmen.
Zum Beispiel konnen dann LABS verwendet und fir enge Geschwindigkeitsverteilungen nach

bekannten Verfahren ausgewertet werden

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform ist die Abfolge der zweiten Strukturierungsein-
richtung komplementar zur Abfolge der ersten Strukturierungseinrichtung ausgebildet. D.h. die,

der Strukturierung der beiden Strukturierungseinrichtungen zu Grunde liegenden Binarcodes,
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sind komplementar zueinander. Zueinander komplementare Binarcodes besitzen die wesentliche
Eigenschaft, dass die Addition ihrer Autokorrelationsfunktionen alle Signalnebenkeulen ver-

schwinden Iasst. Lediglich der Hauptpeak addiert sich konstruktiv.

Eine weitere Verbesserung kann erzielt werden, wenn das bipolare Signal vor der weiteren Ver-
arbeitung in einen Manchestercode umgewandelt wird. Manchestercodes sind beispielsweiese
definiert in Foster R, Manchester encoding - opposing definitions resolved, Engineering Science
& Education Journal 9 (6), 278 (2000).

Beispielsweise konnte jede ,1“ durch die Abfolge ,1,-1° und jede ,-1“ durch die Abfolge ,-1,1" er-

setzt werden.

Ein wichtiger Gesichtspunkt bei der Messung von Intensitaten ist namlich der Offset, der sich
durch das Detektorrauschen, das elektronische Rauschen und die Verstarkung ergibt und in je-
dem Signal enthalten ist. Bipolare Codes bieten den Vorteil, dass eine konstante Offsetspannung
am Detekior weitgehend eliminiert wird, sofern die verwendete bindre Sequenz genauso viele
Einsen wie inverse Einsen besitzt. Durch die Autokorrelation (auf dem resonanten Geschwindig-
keitskanal} addiert sich ein konstanter Offset daher zu Null, was von Vorteil ist. Bei komplementa-
ren Sequenzen weisen beide Codes meist unterschiedliche Signalenergien auf, so dass nach
Autokorrelation und Addition der Korrelationssignaie ein DC-Offset nicht verschwindet. Durch die
Manchestercodierung werden die Sequenzen zwar doppelt so lang, jedoch wird auf diese Weise
sichergestellt, dass beide Codes immer balanciert sind, das heif3t die Summe ihrer Koeffizienten

immer Null ergibt und sich somit ein zeitlich konstanter Detektoroffset aufhebt.

Weitere Vorteile, Merkmale und Anwendungsmdoglichkeiten werden deutlich anhand der folgen-

den Beschreibung bevorzugter Ausfihrungsformen und der dazugehérigen Figuren. Es zeigen:

Figur 1 eine vereinfachte Form eines Messsignals mit der Amplitude 1 ohne Rauschen und Off-
set,

Figur 2 eine vereinfachte Darstellung eines Uberlagerten Messsignals,

Figur 3 das mit einem Optimalfiiter gefilterte Messsignal,

Figur 4 das differenzierte Signal von Figur 3,

Figur 5 eine schematische Querschnitisdarstellung eines Durchflusszytometeraufbaus,

Figur 6 eine schematische Darstellung einer ersten Ausfihrungsform,

Figur 7 eine schematische Darstellung eines Detektors einer zweiten Ausfihrungsform,

Figur 8 eine schematische Darstellung einer dritten Ausfihrungsform und

Figur 9 eine schematische Darstellung einer vierten Ausfihrungsform.
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Das erfindungsgemalie Verfahren wird am Beispiel eines Durchflusszytometers, wie es schema-
tisch in Figur 5 gezeigt ist, erlautert. Die Figur 5 zeigt einen Querschnitt. Das Durchflusszytometer
weist einen auf einem Substrat 1 aufgebrachten Mikrokanal 2 auf, durch den fluoreszierende
Objekte 3 bewegt werden. Dabei erreichen sie eine Anregungszone 4, welche mittels beispiels-
weise eines Laserstrahls beleuchtet wird, wodurch die Objekte angeregt werden und fluoreszie-
rende Strahlung emittieren. In diesem Bereich ist ein optisches Amplitudengitter 5, d.h. ein nicht-
periodisches, bindres Filter 5 vorgesehen, durch welches Fluoreszenzstrahlung austreten kann,
welche (ber den optischen Filter 6 auf den Detektor 7 gelangt. Dort wird im Wesentlichen das in
Figur 2 oben gezeigte Signal empfangen. Das Signal besteht somit aus verschiedenen Recht-

eckpulsen, deren Breite der Breite der Offnungen im bindren Filter 5 entsprechen.

In Figur 6 ist eine schematische Darstellung einer ersten Ausfihrungsform der Erfindung gezeigt.
Ein Fluoreszenzlichtstrahl 8 wird an einem Strahlteiler 9 aufgeteilt. Ein erster Teil des Fluores-
zenzlichtstrahls wird durch die Maske 10 auf den Detekior 12 abgebildet. Am Detektor 12 wird
somit ein Signal empfangen, das sich durch eine Abfolge von ,0° und ,1" reprasentieren lasst.
Der zweite Teil wird von dem zweiten Detekior 13 erfasst, der einer zweiten Maske 11, welche
invers zur ersten Maske 10 ausgebildet ist, zugeordnet ist. Auch das vom zweiten Detektor 13
erfasste Signal lasst sich durch eine Abfolge von 0 und ,1“ reprasentieren. Das Signal des zwei-
ten Detektors 13 wird mit Hilfe eines Multiplikators 14 mit -1 multipliziert. Danach werden die
beiden Signale, d.h. das Signal des ersten Detektors 12 und das mit ,-1° multiplizierte Signal des
zweiten Detektors 13 miteinander korreliert, d.h. im vorliegenden Fall mit Hilfe des Addierers 15
addiert.

Durch die in Fig. 6 gezeigte Ausfiihrungsform wird ein bipolares Signal erzeugt, welches bei der
weiteren Auswertung verwendet wird. Bipolare Signale lassen sich deutlich leichter auswerten als
die bislang verwendeten unipolaren Signale. Insbesondere kann das Signal-zu-Nebenkeulen-
Verhalinis deutlich verbessert werden, da durch den bipolaren Charakter des Signals die nieder-

frequenten Anteile unterdrickt sind.

In Figur 7 ist eine schematische Darstellung eines Detekiors einer zweiten Ausfihrungsform ge-
zeigt. Bei dieser Ausfihrungsform wird ein raumlich strukturierter Detektor 16 mit zwei getrennten
Detektorausgangen 17,18 verwendet. Man erkennt, dass der nicht schraffierte Teil der Detektor-
flache 19 dem ersten Detektorausgang 17 und der schraffierte, andere Teil dem zweiten Detekto-
rausgang 18 zugeordnet ist. Die Zusammenschaltung der dem zweiten Detektorausgang 18 zu-

geordneten Flache liefert somit das auf die bindre Sequenz bezogene komplementare Signal.

Durch die Verwendung eines strukturierien Detektors wird das gesammelte Fluoreszenzlicht des

Objektes volistandig genutzt, da keine Abschattung notwendig ist. Im Grunde genommen unter-
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scheidet sich der raumlich strukturierte Detektor von den Schattenmasken dadurch, dass die ab-
geschatteten Bestandteile nun ebenfalls auf dem Detektor erfasst und dem inversen Signal zuge-
fiihrt werden. Auch hier ist es moglich, das inverse Signal mit -1% zu multiplizieren und zu dem

Ursprungssignal zu addieren, sodass ein bipolar codiertes Signal erzeugt wird.

Bei dieser Ausfuhrungsform wird zwar das Fluoreszenzlicht vollstandig genutzt, der strukturierte

Detektor 16 hat jedoch eine vorgegebene, nicht anderbare Struktur.

In einer dritten Ausfihrungsform, die schematisch in Figur 8 dargestelit ist, wird daher ein aus
einer Vielzahl von Pixeln 21 bestehender Detektor 20 verwendet, bei dem jedes Pixel 21 selektiv
ausgelesen werden kann. Durch analoges oder digitales Zusammenfassen einzelner Pixelberei-
che (das auch ,Binning" genannt wird) ist es daher mdglich, einen raumlich strukturierten Code
zu implementieren. Das Binning ist mit Hilfe der miteinander verbundenen Linien in Fig. 8 skiz-
ziert. So werden die einzelnen Pixel 21 des Detektors 20 in dieser Figur zu einem ersten Pixelbe-
reich 22 und einem zweiten Pixelbereich 23 zusammengefasst Mit Hilfe der entsprechenden An-
steuersoftware kann somit nahezu jeder beliebige Code durch entsprechendes Zusammenfassen
von Pixelbereichen abgebildet werden. Neben dem Vorteil der einfachen Softwareimplementie-
rung hat diese Ausfihrungsform weiterhin den Vorteil, dass das Rauschen bedingt durch die

Vielzah! der Pixel des Detektors 20 weiter verringert wird.

Da zudem das Signal nicht lokal ausgeblendet wird, sondern die gesamte Information erhalten
bleibt, kann das Zusammenfassen von Pixeln softwaretechnisch auch parallel in vielen verschie-
denen Variationen durchgefihrt werden. Das gleiche Messsignal konnte somit unterschiedlichen
Masken zugeordnet werden. Dies ist insbesondere von Vortell fir die Klasse von sogenannten
komplementaren Binarcodes, wie im Folgenden beschrieben wird, obgleich jede andere Art von
Code ebenso implementiert werden kann. Durch die mehrfache paraliele Auswertung des Signa-
les ist es zudem moglich, dem Signal unterschiedliche Informationen zu entnehmen. So ist bei-
spielsweise im ersten Schritt eine Partikeldetektion durch eine Autokorrelation von zwei raumlich
versetzten LABS moglich und im zweiten Schritte kann dann die Partikelgeschwindigkeit mit ei-
nem periodischen Binningmuster ermittelt werden. Insbesondere dann, wenn das bipolare LABS
entsprechend kurz ausgewahlt wird, kann beispielsweise dreimal das gleiche LABS mittels des
Detektors ausgelesen werden und aus der zeitlichen Differenz des Korrelationspeaks die Parti-

kelgeschwindigkeit bestimmt werden.

Durch die Umwandlung des zunachst unipolaren Signals in ein bipolares Signal kdnnen aus der
Radartechnik bekannte Verfahren zur Teilchendetektion und zur Geschwindigkeitsbestimmung
der Teilchen verwendet werden. Mit Vorteil wird das Messsignal in komplementare Bindrcodes

umgewandelt. Diese besitzen die wesentliche Eigenschaft, dass die Addition ihrer Autokorrelati-

10
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onsfunktionen alle Signalnebenkeulen verschwinden lasst. Lediglich der Hauptpeak addiert sich
konstruktiv. Beispiele und Definitionen von komplementéaren Binarcodes finden sich beispielswei-
se in ,Radar signals”, Levanon, Nadav, and Eli Mozeson, John Wiley & Sons, 2004.und in M. J. 1.

Golay, ,Complementary series”, IRE Trans. Inform. Theory, IT-7, Seiten 82 bis 87 (1961).

Ein weiterer nicht zu vernachlassigender Gesichtspunkt bei der Messung von Intensitaten ist der
Offset, der sich durch das Detektorrauschen, durch elekironisches Rauschen und die Verstar-

kung ergibt und somit in jedem Signal enthalten ist.

Die hier beschriebenen bipolaren Codes bieten den Vorteil, dass eine konstante Offsetspannung
am Detektor weitgehend eliminiert wird. Durch die Autokorrelation (auf dem resonanten Ge-
schwindigkeitskanal) addiert sich ein konstanter Offset zu Null, was von Vorteil ist. Bei komple-
mentdren Sequenzen weisen jedoch beide Codes meistens unterschiedliche Signalenergien auf,
sodass nach Autokorrelation und Addition im Korrelationssignal ein DC-Offset nicht verschwindet.
Eine Moglichkeit, dies zu umgehen, ist eine Manchester-Encodierung der komplementaren Se-
quenzen vorzunehmen. Dies kann beispielsweise dadurch erfolgen, dass jede Eins ,1° ersetzt
wird durch die Abfolge ,1, -1% wahrend eine inverse Eins ,-1° ersetzt wird durch die Ziffernfolge ,-
1, 1. Dadurch werden die Sequenzen zwar doppelt so lang, jedoch wird auf diese Weise sicher-
gestellt, dass beide Codes immer balanciert sind, d.h. die Manchester-Encodierte bindre Se-
quenz genauso viele Einsen 1" wie inverse Einsen ,-1* aufweist und die Summe ihrer Koeffizien-

ten daher immer Null ergibt und somit ein zeitlicher konstanter Detekioroffset eliminiert wird.

In Figur 9 ist schematisch der Aufbau einer entsprechenden Detektionsvorrichtung gezeigt. Die
zu detektierenden Objekte 3 bewegen sich durch einen Mikrokanal 2. In diesem Mikrokanal 2
wird mit Hilfe einer Beleuchtungsoptik 24, bestehend aus einem Laser (nicht gezeigt), von dem
ein Laserstrahl 25 ausgesendet wird, einem oplischen Anregungslichtfilter 26, einer Powell-Linse
27 und einer asphdrischen Linse 28, eine Anregungszone gleichmalig ausgeleuchtet. Beim
Durchlaufen der Anregungszone fluoreszieren die Objekie 3. Das entsprechende Fluoreszenz-
licht 29 trifft, nachdem es einen optischen Filter 30 passiert hat, auf ein Gradienten-Index-Linsen
(GRIN) Array 31, was wiederum das Licht auf entsprechende Makropixel 32, die fir das Binning

zustandig sind, abbildet.

11
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Bezugszeichenliste

Substrat

Mikrokanal

Objekte
Anregungszone
optisches Amplitudengitter (binarer Filter)
optischer Filter
Detektor
Fluoreszenzlichtstrahl
Strahlteiler

Maske

Maske

Detektor

Detektor

Multiplikator

Addierer

Detektor

erster Detekiorausgang
zweiter Detektorausgang
Detektorflache
Detektor

Pixel

erster Pixelbereich
zweiter Pixelbereich
Beleuchtungsoptik
Laserstrahl
Anregungslichtfilter
Powell-Linse
aspharische Linse
Fluoreszenzlicht
optischer Filter
GRIN-Array

Makropixel
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Patentanspriiche

Verfahren zur Detektion von sich entlang einer Trajektorie bewegenden Partikeln, welche
elektromagnetische Strahlung, ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen
oder zumindest beeinflussen, wobei die elektromagnetische Strahlung, das elektrische Feld
oder das magnetische Feld detektiert wird, wobei ein erstes Signal mit Hilfe einer ersten
Strukturierungseinrichtung erfasst wird, wobei die erste Strukturierungseinrichtung entwe-
der dafir Sorge tragt, dass die Partikel entlang eines Trajektorienabschnitts im Wesentli-
chen nur in ersten nicht-periodischen raumlichen Abstanden elektromagnetische Strahlung,
ein elektrisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beeinflussen
oder dafir Sorge tragt, das die elektromagnetische Strahlung, das elekirische oder magne-
tische Feld im Wesentlichen nur in ersten nicht-pericdischen raumlichen Abstanden entlang
des Trajektorienabschnitts detektiert wird, dadurch gekennzeichnet, dass ein zweites Sig-
nal mit Hilfe einer zweiten Strukturierungseinrichtung erfasst wird, wobei die zweite Struktu-
rierungseinrichtung entweder daflir Sorge tragt, dass die Partikel entlang eines Trajektori-
enabschnitts im Wesentlichen nur in zweiten nicht-periodischen raumlichen Abstanden
elektromagnetische Strahlung, ein elekirisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen
oder zumindest beeinflussen oder dafiir Sorge tragt, das die elektromagnetische Strahlung,
das elektrische oder magnetische Feld im Wesentlichen nur in zweiten nicht-periodischen
raumlichen Abstanden entlang des Trajektorienabschnitts detektiert wird, dass das erste
und das zweite Signal miteinander korreliert werden und aus dem korrelierten Signal Rick-

schlisse auf die Anzahl und/oder die Geschwindigkeit der Partikel gezogen werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als erste und/oder zweite
Strukturierungseinrichtung eine nicht-periodische, strukturierte Maske verwendet wird und
die Partikel an einer Seite der Maske mit einer Geschwindigkeit v vorbeigefihrt werden und
auf der anderen Seite die durch die Maske tretende elektromagnetische Strahlung, das

elektrische Feld oder das magnetische Feld detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als erste und/oder zwei-

te Strukturierungseinrichtung ein Detektorarray verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die erste und
die zweite Strukturierungseinrichtung jeweils derart ausgestaltet sind, dass bei einer Auftei-
lung des Trajekiorienabschnittes in gleichlange Segmente, die Funktion der ersten und
zweiten Strukturierungseinrichtung jeweils durch eine Abfolge von Nullen (,0) und Einsen
(,1“) beschrieben werden kann, wobei jede Ziffer ein Segment kennzeichnet und Segmen-

te, in denen die jeweilige Strukturierungseinrichtung entweder daflir Sorge tragt, dass die

13
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Partikel ein elekirisches Feld oder ein magnetisches Feld erzeugen oder zumindest beein-
flussen oder dafir Sorge tragt, das die elektromagnetische Strahlung, das elekirische oder
magnetische Feld detektiert wird, mit der Ziffer ,1" bezeichnet werden und alle anderen

Segmente mit der Ziffer ,0" bezeichnet werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass entweder die Abfolge der zwei-
ten Strukturierungseinrichtung gleich der von hinten nach vorne gelesenen Abfolge der ers-
ten Strukturierungseinrichtung ist oder die Abfolge der zweiten Strukturierungseinrichtung
gleich der Abfoige der ersten Strukturierungseinrichtung ist, und beide Abfolgen gleichzeitig
jeweils einem FIFO-Pufferspeicher zugefihrt werden, wobei die beiden FIFO-
Pufferspeicher parallel zueinander angeordnet sind, die beiden Abfolgen in entgegenge-
setzter Richtung zugefihrt werden und fir die Korrelation jeweils benachbarte Speicher-

platze der beiden FIFO-Pufferspeicher korreliert werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Abfolge der zweiten Struk-
turierungseinrichtung die inverse Abfolge zu der Abfolge der ersten Strukturierungseinrich-
tung ist, wobei vorzugsweise entweder das mit der ersten Strukturierungseinrichtung er-
fasste Signal oder das mit der zweiten Strukturierungseinrichtung erfasste Signal mit einem
Faktor -1 multipliziert wird und danach die beiden erfassten Signale durch Addition mitei-

nander korreliert werden, um ein bipolares Signal zu bilden.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Abfolge der zweiten Struk-
turierungseinrichtung komplementar zur Abfolge der ersten Strukturierungseinrichtung aus-

gebildet sind.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das bipolare Signal vor der

weiteren Verarbeitung in einen Manchester Code umgewandelt wird.

14
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