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(57) Abstract: Known overload protection devices shut off
the high operating voltage of a photomultiplier (PMT) if the
PMT is drastically overamplified. The response time of the
high voltage is preferably in the range of milliseconds. During
bleaching with a laser scanning microscope, the result is a late
deactivation of the PMT, whereby said PMT can be damaged,
and an even more strongly delayed reactivation of the PMT,
whereby subsequent sample regions cannot be recorded. The
aim of the invention is to better protect a PMT from overload
during bleaching and to allow a fast reactivation after
bleaching has been concluded. Said aim is achieved by
providing a switch (7), which in the activated switching state
reduces the voltage between the photocathode (2.1) and the
first dynode (2.2) compared to the deactivated switching
state, and a control unit (34), which is designed to move a
target spot, which can be irradiated by means of the light
source, over a scanning field by means of a deflection unit,
wherein the control unit (34) activates the switch (7) when the
target spot enters a predetermined region of the scanning field
and deactivates the switch (7) when the spot exits the region.

(57) Zusammenfassung:
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Bei starker Ubersteuerung eines Photovervielfachers (PMT) schalten bekannte Uberlastschiitze die Betriebshochspannung des
PMT ab. Die Reaktionszeit der Hochspannung liegt dabei im Bereich von Millisekunden. Dadurch kommt es beim Bleichen mit
einem Laser-Scanning-Mikroskop zu einer spaten Abschaltung des PMT, wodurch dieser beschddigt werden kann, und einer noch
starker verzogerten Wiedereinschaltung des PMT, wodurch nachfolgende Probenbereiche nicht aufgenommen werden konnen.
Die Erfindung soll einen PMT beim Bleichen besser vor Ubetlastung schiitzen und eine schnelle Wiedereinschaltung nach dem
Ende des Bleichens ermdéglichen. Zu diesem Zweck sind ein Schalter (7), der im aktivierten Schaltzustand im Vergleich zum
desaktivierten Schaltzustand die Spannung zwischen der Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2) reduziert, und eine
Steuereinheit (34), die eingerichtet ist zum Bewegen eines mittels der Lichtquelle bestrahlbaren Zielflecks {iber ein Abtastfeld
mittels einer Ablenkeinheit, wobei die Steuereinheit (34) beim Eintritt des Zielflecks in eine vorgegebene Region des Abtastfeldes
den Schalter (7) aktiviert und beim Verlassen der Region den Schalter (7) desaktiviert, vorgesehen.
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Konfokales Rastermikroskop und Betriebsverfahren fiir ein solches sowie Verfahren

zum Manipulieren einer Probe

Die Erfindung betrifft ein konfokales Rastermikroskop, das eine Lichtquelle, eine
einstellbare Strahl-Ablenkeinheit und einen Photovervielfacher (engl. ,photo-multiplier
tube®; PMT), der eine Photokathode, mehrere Dynoden und eine Anode aufweist,
eine elektrische Schaltung zur Beaufschlagung der Dynoden mit einer jeweiligen
(inneren) Spannung gegenuber der Photokathode und eine Steuereinheit zur
Einstellung der Ablenkeinheit umfasst, sowie ein Steuerverfahren fur solche
Rastermikroskope. Die erste Dynode ist diejenige, die der Photokathode am
nachsten ist. Sie weist die geringste elektrische Potentialdifferenz zur Photokathode
auf. Im Sinne der Erfindung werden die Spannungen zwischen den Dynoden und
zwischen der ersten Dynode und der Photokathode auch als innere Spannungen und
die Betriebshochspannung des PMT auch als auldere Spannung bezeichnet.

In derartigen optischen Rastermikroskopen wird eine Probe mit einem Lichtstrahl
abgetastet (engl. ,scanned®), wobei der Zielfleck des Lichtstrahls ein vorgegebenes
Abtastfeld abrastert, um pixelweise ein Bild aufzunehmen. Jedem Pixel wird die der
wahrend der sogenannten Pixelverweilzeit von einem PMT durch Lichtaufnahme
akkumulierten elektrischen Ladung entsprechende Lichtintensitat zugeordnet.
Aufgrund der typischen Laser-Lichtquelle werden derartige Mikroskope auch als

Laser-Scanning-Mikroskope (LSM) bezeichnet.

Durch die Beaufschlagung der Dynoden eines PMT mit jeweiligen elektrischen
Spannungen kommt es bei Lichteinfall in den Photovervielfacher zu einer Lawine von
Sekundarelektronen, die mit hoher Genauigkeit gemessen werden kdnnen. Dadurch
sind Photovervielfacher empfindliche optoelektronische Wandler. Typischerweise
sind die Dynoden an eine Spannungsteilerkette angeschlossen, Uber der eine
Hochspannung angelegt wird, so dass die Dynoden eine Potentialkaskade
darstellen. Je nach zu erwartender Photonenstromdichte kann eine dem
Photovervielfacher nachgeschaltete elektronische Verstarkung reguliert werden, um
ein optimal auszuwertendes Signal zu erhalten. Es ist auch mdglich, die Verstarkung
eines PMT durch Veranderung der Hochspannung zu beeinflussen, diese Art der

Einstellung ist jedoch trage.
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Bei starkem Lichteinfall auf die Photokathode kommt es innerhalb der evakuierten
Vervielfacherréhre zu hohen Elektronenstrahldichten. Dadurch steigt die
Wahrscheinlichkeit fur eine StoRionisierung von Restgasmolekuilen im Vakuum, die
ihrerseits die Photokathode beschadigen kbnnen, was als Restgasionisierung (engl.
»ion feedback®) bezeichnet wird. Auch die Anode kann bei grof3en

Photoelektronenstromdichten beschadigt werden.

Zu sehr hohen Lichtintensitaten kommt es in konfokalen Mikroskopen insbesondere
bei der Durchfuhrung von Verfahren zur Messung dynamischer Probenprozesse auf
Molekllebene, bei denen Fluorophore in einer oder mehreren ausgesuchten
Regionen der Probe gezielt gebleicht werden. Solche Verfahren sind beispielsweise
.Fluorescence Recovery After Photo-bleaching® (FRAP), ,Fluorescence Loss In
Photo-bleaching® (FLIP) und ,Fluorescence Localization After Photo-bleaching®
(FLAP). Bei derartigen Verfahren besteht eine grof3e Gefahr, dass ein konfokal
detektierender PMT beschadigt wird. Dasselbe gilt fur Verfahren, bei denen durch
hohe Lichtintensitaten andere Stoffe in einer Probenregion manipuliert werden,
beispielsweise das Offnen von Kéafigmolekullen durch hochintensives Licht, die

daraufhin chemische Reagenzien oder Fluorophore freigeben (engl. ,uncage®).

Steuerschaltkreise fur Photovervielfacher sind daher Ublicherweise mit
Schutzabschaltungen flr die Hochspannung ausgerUstet, die auf eine zu grofie
Stromdichte reagieren. Eine solche Schutzabschaltung kann beispielsweise gemaf}
JP 2004 069752 A2 mittels eines Komparators in Abhangigkeit des Anodensignals
erfolgen. Die Reaktionszeit der Hochspannung liegt dabei im Bereich von
Millisekunden, da die Hochspannung nach Abschaltung der Spannungsquelle nur
langsam zusammenbricht und sich beim Einschalten entsprechend langsam wieder
aufbaut. Das ist im Vergleich zur Pixelverweilzeit von typischerweise einigen
Mikrosekunden sehr trage. Dadurch kommt es beim Abtasten einer sehr hellen Stelle
zu einer spaten Abschaltung des PMT, wodurch die Gefahr einer Schadigung
fortbesteht. Schliefldlich kommt es aufgrund der Tragheit zu einer noch starker
verzogerten Wiedereinschaltung des PMT, wodurch nachfolgende Probenbereiche

uberhaupt nicht aufgenommen werden kdénnen.
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Fig. 1 soll diese Folgen an einem Beispiel verdeutlichen. Zum besseren Verstandnis
sind die raumlich-zeitlichen Verhaltnisse vereinfacht dargestellt. Eine Probe wird
entlang eines Abtastfelds X mit einem Lichtstrahl abgetastet (Bewegungsrichtungen
durch Pfeile angedeutet). Wahrenddessen werden konfokal die lokalen
Fluoreszenzintensitaten im momentanen Zielfleck mittels eines PMT (nicht
abgebildet) mit eingeschalteter Hochspannung in Pixel P aufgenommen (durch
durchgezogenen schwarzen Linienabschnitt angedeutet). In Teilfigur 1A erfolgt die
Beleuchtung wahrend Abtastung bidirektional, der Lichtstrahl und die Detektion sind
uber das gesamte Abtastfeld X hinweg eingeschaltet. In Teilfigur 1B erfolgen die
Beleuchtung und Detektion unidirektional, der Lichtstrahl wird am Anfang der Zeile
ein- und beim Zeilenricklauf ausgeschaltet; Pixel werden nur in jeder Zeile nur in

einer Richtung aufgenommen.

Beim Eintritt des Zielflecks des Lichtstrahls in eine zu bleichende Region R
(Zeitpunkt A) wird in beiden Varianten die in die Probe eingestrahlte Lichtleistung
stark erh6ht, um dort vorhandene Fluorophore gezielt zu zerstéren. Dadurch wird
jedoch die vom PMT aufgenommene Lichtintensitat so hoch, dass der PMT
Uberlastet wird (durchgezogener weilder Linienabschnitt). Die Schutzabschaltung
seiner Betriebshochspannung aufgrund seines starken Anodensignals dauert jedoch
einige Zeit (durch die vereinfachte Darstellung hier nur etwa drei Pixel P), in der die
Uberlastung anhélt, wodurch der PMT Empfindlichkeit einb(it und seine
Lebensdauer verklrzt wird. Erst im Zeitpunkt B ist die Hochspannung
zusammengebrochen. Der Abtastvorgang wird dann mit abgeschalteter
Hochspannung (unterbrochener Abschnitt der Linie) fortgesetzt. Wenn der Zielfleck
die zu bleichende Region R verlasst, wird die Lichtleistung wieder auf den
ursprunglichen Wert herabgesetzt. Die Schutzschaltung detektiert daraufhin die
abfallende Lichtintensitat anhand des schwachen Anodensignals, woraufhin die
Hochspannung wieder eingeschaltet wird. Aufgrund der Schalttragheit dauert es
einige Zeit (durch die Vereinfachung hier nur etwa funf Pixel P), bis im Zeitpunkt C
die Hochspannung aufgebaut ist (durchgezogener schwarzer Linienabschnitt) und
der PMT wieder korrekte Daten liefert. Dadurch werden die in Abtastrichtung hinter

der Region R liegenden Pixel bis zum Zeitpunkt C nicht korrekt abgebildet.
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Es ist zwar moglich, die Schutzabschaltung der Hochspannung stillzulegen, um auch
solche Probenbereiche mit auf hohe Intensitat folgender niedriger Intensitat
aufnehmen zu kénnen. Unter der hohen Belastung leidet jedoch der PMT umso
mehr. Am Ende des Abtastfeldes X wird der Lichtstrahl und damit der resultierende
Zielfleck wieder zum Anfang des Abtastfeldes X geleitet (strichpunktierte Linie).
Wahrend des Rucklaufs zum Anfang des Abtastfeldes X ist der Lichtstrahl

ausgeschaltet und der Zielfleck daher unbeleuchtet.

Als Alternative zur Abschaltung der Hochspannung ist es bekannt, einen
mechanischen Verschluss (engl. ,shutter®) vor einem PMT einzusetzen. Dabei kann
die Hochspannung zwar angelegt bleiben. Mechanische Verschllsse weisen jedoch
eine noch langere Schaltzeit auf als eine rein elektrische Schutzabschaltung, so dass
die Gefahr fur eine Schadigung des PMT grofRer ist.

Beim Beobachten dynamischer Prozesse ist die Zeit, die zwischen dem Bleich-,
Freisetzungs- oder Aktivierungsvorgang und der Bildaufnahme verstreicht, kritisch fur
den Erfolg des Experiments. Aufgrund der oben beschriebenen Tragheit der
Schutzabschaltung wurden andere Wege versucht, bei denen auf eine
Schutzabschaltung verzichtet werden kann. Beispielsweise ist es bekannt, zur
Bildaufnahme eine zweite Abtasteinheit zu verwenden, so dass ein Rastervorgang
zur Belichtung und ein unabhangiger Rastervorgang zur Bildaufnahme maoglich ist.
Der lichtaufnenmende Rastervorgang wird mittels der zweiten Abtasteinheit erst
durchgefluhrt, wenn der bleichende/freisetzende/photoaktivierende Rastervorgang
mittels der ersten Abtasteinheit beendet ist. Die daflr bendtigte spezielle
Mikroskopanordnung ist jedoch aufwendig. Eine andere Vorgehensweise besteht
darin, bei unidirektionaler Bildaufnahme das Bleichen wahrend des Zeilenrlcklaufs
des Lichtstrahls durchzufuhren. Die oben beschriebenen Nachteile fur die
Lebensdauer des Detektors kbnnen hier ebenfalls auftreten, wenn die verstarkt zu
belichtende Region nah am Ende der zurtcklaufenden Zeile endet. Im Gbrigen kann
die Zeit zwischen Belichtung und Bildaufnahme stets dadurch reduziert werden, dass
das Abtastfeld auf die zu beobachtende Region R verkleinert (engl. ,cropped®) wird,
so dass weniger Pixel belichtet und aufgenommen werden, und/oder indem die
Auflésung verringert wird, insbesondere in Verbindung mit einer Veranderung des

Abbildungsmafstabs (engl. ,zooming®).
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Rastermikroskop der eingangs
genannten Art zu verbessern und ein entsprechendes Steuerverfahren anzugeben,

die einen besseren Schutz des PMT vor Uberlastung erméglichen.

Die Aufgabe wird geldst durch eine konfokales Rastermikroskop, welches die in
Anspruch 1 angegebenen Merkmale aufweist, durch ein Steuerverfahren, welches
die in Anspruch 12 angegebenen Merkmale aufweist, und durch ein
Manipulationsverfahren, welches die in Anspruch 15 angegebenen Merkmale
aufweist.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteransprlichen angegeben.

Erfindungsgemaf weist ein konfokales Rastermikroskop einen Schalter auf, der
zwischen einem aktivierten Schaltzustand und einem desaktivierten Schaltzustand
umschaltbar ist, wobei er in dem aktivierten Schaltzustand im Vergleich zu dem
desaktivierten Schaltzustand die (innere) Spannung zwischen der Photokathode und
der ersten Dynode reduziert, und eine Steuereinheit, die eingerichtet ist zum
Bewegen (mindestens) eines mittels der Lichtquelle bestrahlbaren Zielflecks Uber ein
Abtastfeld mittels der Ablenkeinheit, wobei die Steuereinheit beim Eintritt des
Zielflecks in eine vorgegebene Region des Abtastfeldes den Schalter aktiviert und
beim Verlassen der Region den Schalter desaktiviert. Beispielsweise kann der
aktivierte Schaltzustand einer geschlossenen Schalterstellung entsprechen und der
desaktivierte Schaltzustand einer offenen Schalterstellung oder umgekehrt.

Entscheidend fur die Gesamtverstarkung eines PMT ist die Funktion der ersten
Beschleunigungsstufe der Dynodenkaskade. Durch Reduzieren der Spannung
zwischen der ersten Dynode und der Photokathode mittels des Schalters kann die
erste Beschleunigungsstufe mit extrem kurzen Reaktionszeiten von unter einer
Mikrosekunde abgeschwacht, ausgeschaltet oder zur Elektronenbremsung umgepolt
werden. Das ermoglicht die pixelgenaue Beeinflussung der
Sekundarelektronenvervielfachung und damit der Empfindlichkeit des PMT. Werden
in der ersten Beschleunigungsstufe wenige oder keine Elektronen beschleunigt,
kommen entsprechend wenige oder keine in die nachsten Stufen, so dass das
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Anodensignal wesentlich schwacher wird als bei normaler Spannung auf der ersten
Beschleunigungsstufe. Dadurch ist der PMT insbesondere vor Restgasionisierung
geschutzt. Durch die ortsabhangige Aktivierung des Schalters wird die Reaktionszeit,
die auf der im Stand der Technik bekannten Auswertung des Anodensignals beruht,

vollstandig vermieden.

Der Schalter fur die Spannung zwischen der ersten Dynode und der Photokathode
kann zusatzlich zur Ortsabhangigkeit auch in Abhangigkeit des Anodensignals
gesteuert werden, um den PMT auch aulderhalb vorgegebener Regionen vor
Uberlastung zu schiitzen und den Aufnahmekontrast zu verbessern. Das gelingt
beispielsweise mittels Komparatoren, die das Anodensignal mit mindestens einem
Schwellwert vergleichen und in Abhangigkeit des Vergleichsergebnisses den
Schalter aktivieren oder desaktivieren.

Besonders vorteilhaft sind Ausflhrungsformen, bei denen der Schalter so
ausgebildet ist, dass er durch das Umschalten in den aktivierten Schaltzustand a) die
Photokathode mit der ersten Dynode elektrisch kurzschliefl3t oder b) die Spannung
zwischen der Photokathode und der ersten Dynode umpolt, insbesondere in
Kombination mit einer Verringerung ihres Betrages. Diese Schaltwirkungen kénnen
mit geringem Schaltungsaufwand erreicht werden und ermoglichen eine besonders
kurze Schaltzeit. Die Umpolung der Spannung zwischen erster Dynode und
Photokathode, beispielsweise von +150 V der ersten Dynode gegenuber der
Photokathode zu -150 V, wirkt als Elektronenbremse. Dadurch gelangen
naherungsweise keine Elektronen mehr zur Anode, das Anodensignal verschwindet.
Auch dies stellt eine wirksame Abschaltung der ersten Beschleunigungsstufe dar. Im
Sinne der Erfindung muss der Betrag der Spannung zwischen erster Dynode und
Photokathode beim ,Umpolen® nicht konstant bleiben, sondern kann verandert
werden, beispielsweise gegenuber der Beschleunigungspolung verringert oder
vergroRert werden. Das Umpolen ist jedoch aufwendiger als das Kurzschliel3en.

Vorzugsweise ist die elektrische Schaltung dazu ausgebildet, den Photovervielfacher
unabhangig von dem Schaltzustand des Schalters mit einer duleren
Betriebsspannung zu beaufschlagen — mit anderen Worten, die
Betriebshochspannung am PMT bleibt auch beim Aktivieren des Schalters
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aufrechterhalten. Dadurch steht auch bei reduzierter, ausgeschalteter oder
bremsender erster Beschleunigungsstufe ein der einfallenden Lichtintensitat
proportionales Anodensignal zur Verfligung. Anhanddessen kann ortsunabhangig ein
Ende eines sehr hellen Probenbereichs mit kurzer Reaktionszeit identifiziert werden.
So kann die Bildaufnahme gleich nach Ende eines sehr hellen Probenbereichs
wieder mit voller Empfindlichkeit fortgesetzt werden.

Zum Bleichen ist eine Ausfuhrungsform zweckmalig, in welcher die Lichtquelle
hinsichtlich ihrer Lichtleistung (wahlweise zur Bildaufnahme oder zum Bleichen)
einstellbar ist und die Steuereinheit die Lichtquelle beim Eintritt des Zielflecks in die
vorgegebene Region auf eine hohere Lichtleistung (zum Bleichen) einstellt und beim
Verlassen der Region auf eine niedrigere Lichtleistung (zur Bildaufnahme) einstellt.
So kénnen Uberlastungsphasen beim Bleichen vollstandig vermieden und damit die
Genauigkeit des Uberlastungsschutzes deutlich verbessert werden.

Besonders vorteilhaft sind Ausfuhrungsformen mit mehreren Photovervielfachern, die
jeweils einen erfindungsgemafen Schalter aufweisen, der zwischen einem
aktivierten Schaltzustand und einem desaktivierten Schaltzustand umschaltbar ist,
wobei er in dem aktivierten Schaltzustand die (innere) Spannung zwischen der
Photokathode und der ersten Dynode des betreffenden Photovervielfachers
reduziert, insbesondere, indem er a) die Photokathode mit der ersten Dynode
elektrisch kurzschliel3t oder b) die Spannung zwischen der Photokathode und der
ersten Dynode umpolt, insbesondere in Kombination mit einer Verringerung ihres
Betrages. Durch die erfindungsgemal verbesserte Lebenserwartung der
Photovervielfacher wird der Wartungsaufwand fur das Mikroskop deutlich reduziert.

In einer ersten Ausgestaltung von Ausfihrungsformen mit mehreren
Photovervielfachern umfasst das Rastermikroskop dabei vorzugsweise Optiken zur
simultanen Abbildung mehrerer Zielflecken auf mindestens einen jeweiligen
Photovervielfacher, wobei die Steuereinheit fur jeden Zielfleck unabhangig von den
anderen Zielflecken beim Eintritt in die vorgegebene Region die Schalter dieser
Photovervielfacher aktiviert und beim Verlassen desaktiviert. Dies ermdglicht ein
schnelles Abrastern des Abtastfeldes und entsprechend schnelles Bleichen und/oder
eine schnelle Bildaufnahme. Zur Beleuchtung, Abtastung und Detektion mit
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mehreren Zielflecken wird auf DE 103 44 060 A1, EP 2187252 A1 und US 6,028,306
verwiesen, deren Offenbarungsgehalt hier soweit als moglich einbezogen wird. Eine
solche Ausfuhrungsform umfasst zweckmafigerweise auch Optiken zur simultanen

Beleuchtung der mehreren Zielflecken.

In einer zweiten Ausgestaltung von Ausfuhrungsformen mit mehreren
Photovervielfachern umfasst das Rastermikroskop (mindestens) ein optisches
Element, das den Zielfleck raumlich-spektral aufspaltet und auf mehrere
Photovervielfacher abbildet, wobei die Steuereinheit beim Eintritt in die vorgegebene
Region die Schalter aller dieser Photovervielfacher aktiviert und beim Verlassen
desaktiviert. Das optische Element kann beispielsweise ein spektral selektiver
Strahlteiler oder ein winkeldispersives Element wie ein Prisma oder ein Gitter sein.
Zur raumlich-spektralen Aufspaltung mittels Strahlteilern wird auf DE 197 02 753 A1
verwiesen, deren Offenbarungsgehalt hier soweit als moglich einbezogen wird. Zur
raumlich-spektralen Aufspaltung mittels winkeldispersiver Elemente wird auf

DE 100 33 180 A1 verwiesen, deren Offenbarungsgehalt hier soweit als mdglich
einbezogen wird. Es ist auch moglich, mehrere solche spektral aufspaltende
Elemente hintereinanderzuschalten, insbesondere mit unterschiedlichen

Dispersionsrichtungen, beispielsweise in Art eines Echelle-Spektrometers.

In einer dritten Ausgestaltung von Ausflihrungsformen mit mehreren
Photovervielfachern umfasst das Rastermikroskop eine Optik zum Abbilden
verschiedener Raumwinkelsegmente einer Eingangsapertur auf (mindestens) einen
jeweiligen Photovervielfacher, wobei die Steuereinheit beim Eintritt in die
vorgegebene Region die Schalter aller dieser Photovervielfacher aktiviert und beim
Verlassen desaktiviert. Eine solche Optik ist beispielsweise aus EP 1664889 A1
bekannt, deren Offenbarungsgehalt hier soweit als moglich einbezogen wird. Diese
Ausfuhrungsform kann mit einer Ausfuhrungsform kombiniert werden, in der mehrere
Zielflecken simultan abgebildet werden. ZeckmaRigerweise erfolgt dann in jedem
Teilstrahlengang eine entsprechende Abbildung von Raumwinkelsegmenten der
betreffenden Eingangsapertur auf eine jeweilige Gruppe von Photovervielfachern.
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In Ausfuhrungsformen mit mehreren Photovervielfachern kann zumindest eine
Untermenge der Photovervielfacher in einer Photovervielfacherzeile integriert sein.

Derartige Zeilen sind kommerziell verfigbar, beispielsweise von Hamamatsu.

Das erfindungsgemale Steuerverfahren umfasst folgende Schritte:

- Steuern der Lichtquelle zur Emission einer ersten Lichtleistung,

- Anlegen einer ersten elektrischen Spannung zwischen der Photokathode und der
ersten Dynode zum Zweck einer Beschleunigung von Elektronen und

- Richten (mindestens) eines Lichtstrahls der Lichtquelle auf (mindestens) einen
Zielfleck und Ablenken des Lichtstrahls derart, dass der Zielfleck sich Gber ein
Abtastfeld bewegt (es abrastert),

wobei wahrend der Bewegung des Zielflecks folgende Unterschritte ausgefuhrt
werden:

- Ermitteln einer Lage des Zielflecks,

- Identifizieren eines Erreichens einer vorgegebenen zu bleichenden Region des
Abtastfelds anhand der Lage des Zielflecks und

- bei erfolgter Identifikation des Erreichens: Steuern der Lichtquelle zur Emission
einer zweiten Lichtleistung (beispielsweise zum Bleichen), die grofer ist als die erste
Lichtleistung, und Anlegen einer zweiten elektrischen Spannung zwischen der
Photokathode und der ersten Dynode anstelle der ersten Spannung, wobei die
zweite Spannung niedriger ist als die erste Spannung, insbesondere durch genau
einen der beiden Schritte ,elektrisches Kurzschliellen von Photokathode und erster
Dynode® und ,Umpolung der ersten Spannung, insbesondere in Kombination mit
Verringerung ihres Betrages®.

Die vorstehenden Schritte kdbnnen beispielsweise von einem jeweiligen Software-
Modul ausgefuhrt werden. Es ist auch moglich, dass ein Software-Modul mehrere der

Schritte ausfuhrt.

Vorzugsweise wird zum Anlegen der ersten Spannung eine aullere
Betriebsspannung an den Photovervielfacher angelegt wird, die beim Anlegen der
zweiten Spannung (im wesentlichen) angelegt bleibt. Auf ein zeitintensives

Abschalten der Betriebshochspannung kann vorteilhafterweise verzichtet werden.
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Besonders vorteilhaft sind Ausfihrungsformen, bei denen wahrend der Bewegung
des Zielflecks zusatzlich folgende Unterschritte ausgeflhrt werden:
- Identifizieren eines Verlassens der vorgegebenen zu bleichenden Region des
Abtastfelds anhand der Lage des Zielflecks und daraufhin
- bei erfolgter Identifikation: Steuern der Lichtquelle zur Emission der ersten
Lichtleistung und Anlegen der ersten Spannung zwischen der Photokathode und der
ersten Dynode, insbesondere durch genau einen der beiden Schritte ,,Aufheben des
Kurzschlusses von Photokathode und erster Dynode® und ,Umpolung der zweiten
Spannung, insbesondere mit Erh6hung ihres Betrages®.
Auch diese Schritte kdnnen beispielsweise von einem jeweiligen Software-Modul
ausgefuhrt werden. Es ist auch moglich, dass ein Software-Modul mehrere der

Schritte ausfuhrt.

Ganz allgemein umfasst die Erfindung ein Verfahren zum Manipulieren einer Probe
durch Bestrahlen verschiedener Orte der Probe mit einem Lichtstrahl bei
ortsabhangiger Lichtleistung mittels eines konfokalen Rastermikroskops, das einen
Photovervielfacher, der eine Photokathode, mehrere Dynoden und eine Anode
aufweist, umfasst, wobei eine elektrische Spannung zwischen der Photokathode und
der ersten Dynode ortsabhangig angelegt wird, insbesondere bei (im wesentlichen)
konstanter aul3erer Betriebsspannung des Photovervielfachers.

Vorteilhafterweise kdnnen bei der Erfindung mehrere Regionen vorgegeben sein und
die Photokathode und die erste Dynode fur diese Regionen identisch angesteuert
werden. So kdnnen simultan ablaufende Prozesse an unterschiedlichen Stellen der

Probe beobachtet werden.

Die Lichtleistung der Lichtquelle kann vorzugsweise elektrooptisch, beispielsweise
mittels eines elektrooptischen Modulators, oder akustooptisch, beispielsweise mittels

eines akustooptischen Modulators, einstellbar sein.

Die Erfindung umfasst auch eine programmierbare Steuereinheit fur ein konfokales
Rastermikroskop oder Computerprogramm fur eine solche Steuereinheit, eingerichtet
zur Durchfuhrung eines erfindungsgemafien Verfahrens.
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Vorteilhafterweise weist der Schalter eine Reaktionszeit von maximal 1 us auf.
Dadurch ist einem LSM auch bei kurzen Pixelverweilzeiten eine pixelweise De- und
Reaktivierung des PMT moglich. Besonders vorteilhaft ist, dass auch das
Wiederherstellen der normalen Spannung zwischen Photokathode und erster
Dynode mittels des Schalters beim Verlassen einer zu bleichenden Region und damit
die Datenaufnahme mit ebenfalls mit extrem kurzen Reaktionszeiten von unter einer
Mikrosekunde moglich ist. Zwischen zwei Dynoden liegt je nach PMT-Typ nur 1/9 bis
1/11 der Betriebshochspannung an, also typischerweise weniger als 150 V, was
durch einen Schalter mit geringem Aufwand getrennt werden kann.
Zweckmalligerweise ist der Schalter gegen eine Hochspannung des
Photovervielfachers isoliert.

Das erfindungsgemale konfokale Rastermikroskop kann vorteilhafterweise in FLIP,
FLAP, FRAP, Photoaktivierung und/oder Uncaging verwendet werden.

Die Erfindung stellt eine ortsabhangige, schnelle Schutzabschaltung fur PMT dar. Sie
ermoglicht einen verbesserten Schutz des PMT, insbesondere in Verbindung mit
einer Bestrahlung mit ortsabhangiger Lichtleistung.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausflhrungsbeispielen naher erlautert.

In den Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 schematisch das Abtasten einer Probe mit Bleichen einer Probenregion gemaf
dem Stand der Technik,

Fig. 2 ein schematisches Schaltbild eines Laser-Scanning-Mikroskopes,

Fig. 3 ein vereinfachtes Schaltbild einer ersten PMT-Betriebsschaltung,

Fig. 4 ein vereinfachtes Schaltbild einer zweiten PMT-Betriebsschaltung und

Fig. 5 schematisch das Abtasten einer Probe mit Bleichen einer Probenregion gemaf
der Erfindung.
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In allen Zeichnungen tragen Ubereinstimmende Teile gleiche Bezugszeichen.

Fig. 1 zeigt die Folgen einer tragen Schutzabschaltung der Betriebshochspannung
eines PMT in Abhangigkeit des Anodensignals des PMT gemafl dem Stand der
Technik.

Fig. 2 zeigt das Schaltbild einer ersten beispielhaften Betriebsschaltung 1 flr einen
PMT 2. Zum besseren Verstandnis sind nur solche Bestandteile dargestellt, die zum
Verstandnis der Erfindung beitragen. Der PMT 2 umfasst neben einem evakuierten
Gehause (nicht dargestellt) eine Photokathode 2.1, acht Dynoden 2.2...2.9 und eine
Anode 2.10. Die Betriebsschaltung 1 umfasst eine Hochspannungsquelle 3, deren
Spannung uber einer Reihe von Widerstanden 4 angelegt ist, so dass an jedem
Widerstand 4 und den damit zwischen benachbarten Dynoden 2.1...2.10 eine
jeweilige Teilspannung abfallt. Die resultierende Potentialkaskade vervielfaltigt auf
bekannte Weise die an der Kathode 2.1 ausgeschlagenen Photoelektronen. Der
dadurch an der Anode 2.10 auftretende Strompuls kann beispielsweise mittels einer
Strom-Spannungs-Wandlungseinheit (nicht abgebildet) in eine elektrische Spannung

als Anodensignal D gewandelt werden.

Die Schaltung 1 weist einen hochspannungsisolierten Schalter 7 auf, dessen einer
Pol mit der Photokatode 2.1 und dessen anderer Pol mit der ersten Dynode 2.2
verbunden ist. Der Schalter 7 kann beispielsweise als Optokoppler,
Isolationsverstarker oder Relais ausgefuhrt sein. Er ist zweckmafigerweise als
SchlielRer ausgebildet und bewirkt in diesem Ausfuhrungsbeispiel im geschlossenen
(aktivierten) Schaltzustand einen Kurzschluss zwischen Photokathode 2.1 und erster
Dynode 2.2 und desaktiviert damit die erste Beschleunigungsstufe des PMT 2. Der
Schalter 7 schliel3t, solange das von der Steuereinheit 34 ausgegebene
Schaltsignal Q beispielsweise mindestens eine vorgegebene negative Hohe
aufweist. Offnet die Steuereinheit 34 den Arbeitskontakt des Schalters 7 wieder, in
dem sie beispielsweise ein positiveres Signal Q an ihn ausgibt, so baut sich die
Beschleunigungsspannung zwischen Kathode 2.1 und erster Dynode 2.2 in
karzestmoglicher Zeit wieder auf. Die erste Beschleunigungsstufe ist damit



WO 2012/175424 PCT/EP2012/061463
-13 -
reaktiviert. Wahrend des gesamten Vorgangs der Des- und Reaktivierung des PMT 2
wird die Hochspannung HV der Spannungsquelle 3 aufrechterhalten.

Neben dem Schalter 7 kann die Steuereinheit 34 auch die Lichtquelle 25 hinsichtlich
der abgegebenen Lichtleistung steuern. Vorzugsweise aktiviert sie den Schalter 7
immer dann, wenn sie die Lichtquelle 25 von einer niedrigeren auf eine héhere
Lichtleistung umschaltet. Vorzugsweise desaktiviert sie den Schalter 7 immer dann,
wenn sie die Lichtquelle 25 von einer hoheren auf eine niedrigere Lichtleistung
umschaltet.

In Fig. 3 ist ein Laser-Scanning-Mikroskop 10 mit ortsabhangiger, schneller
Schutzabschaltung gemaf Fig. 1 schematisch dargestellt. Das LSM 10 ist modular
aus einem Beleuchtungsmodul L mit Lasern 23, einem Abtastmodul S (engl.
»,Scanning module®), einem Detektionsmodul D und der Mikroskopeinheit M mit dem

Mikroskopobjektiv 31 zusammengesetzt.

Das Licht der Laser 23 kann durch Lichtklappen 24 und Abschwacher 25,
beispielsweise akustooptische einstellbare Filter (engl. ,acousto-optic tunable filter”;
AOTF), von der Steuereinheit 34 beeinflusst werden, bevor es Uber Lichtleitfasern
und Koppeloptiken 20 in das Abtastmodul S eingespeist und vereinigt wird. Uber den
Hauptstrahlteiler 33 und die X-Y-Abtasteinheit 30 (engl. ,scanner®), die zwei
Galvanometerspiegel aufweist (nicht dargestellt), gelangt es durch das
Mikroskopobjektiv 21 zur Probe 22, wo es einen Zielfleck T beleuchtet. Nachfolgend
werden die Abschwacher 25 stellvertretend flr die Kombination aus Laser 23,
Lichtklappen 24 und Abschwachern 25 als Lichtquelle bezeichnet.

Von der Probe reflektiertes Licht oder emittiertes Fluoreszenzlicht gelangt durch das
Mikroskopobjektiv 21 und weiter Uber die Abtasteinheit 30 durch den
Hauptstrahlteiler 33 in das Detektionsmodul D. Der Hauptstrahlteiler 33 kann
beispielsweise als dichroitischer Farbteiler ausgebildet sein. Das Detektionsmodul D
weist mehrere Detektionskanale mit jeweils einer Lochblende 31, einem Filter 28 und
einem PMT-Detektor 2 auf, die durch Farbteiler 29 separiert sind. Anstelle von
Lochblenden 31 kdnnen, beispielsweise bei linienformiger Beleuchtung, auch
Schlitzblenden (nicht abgebildet) verwendet werden. Die konfokalen Lochblenden 31
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dienen der Diskriminierung von Probenlicht, das nicht aus dem den Zielfleck T
umgebenden Fokusvolumen stammt. Die Detektoren 2 detektieren daher
ausschlieBlich Licht aus dem Fokusvolumen. Die Detektoren 2 umfassen eine
jeweilige Betriebsschaltung 1, die eine Betriebshochspannung bereitstellt und einen
Schalter (der Ubersichtlichkeit halber nicht dargestellt) zur Beeinflussung der
Spannung zwischen der Photokathode und der ersten Dynode unabhangig von der
Betriebshochspannung umfasst, sowie eine jeweilige Auswerteelektronik (hier nicht
naher dargestellt). In anderen Ausfuhrungsformen (nicht dargestellt) kann die
Auswerteelektronik von den Detektoren 2 abgesetzt sein, insbesondere kann sie

aufderhalb des Detektionsmoduls D angeordnet sein.

Der Schalter zur Beeinflussung der Spannung zwischen der Photokathode und der
ersten Dynode ist beispielsweise so mit der Photokathode und der ersten Dynode
verbunden, dass er in einer aktivierten Schaltstellung die Photokathode und die erste
Dynode elektrisch kurzschliel3t, so dass zwischen der ersten Dynode und der
Photokathode eine Spannung von 0 V anliegt, und in einer desaktivierten
Schaltstellung den Kurzschluss aufhebt, so dass zwischen der ersten Dynode und

der Photokathode die regulare Spannung anliegt, beispielsweise +150 V.

Der konfokal beleuchtete und aufgenommene Zielfleck T in der Probe 22 kann mittels
der Abtasteinheit 30 Uber oder durch die Probe 22 bewegt werden, um pixelweise ein
Bild aufzunehmen, indem die Galvanometerspiegel der Abtasteinheit 30 gezielt
verdreht werden. Sowohl die Bewegung der Galvanometerspiegel als auch das
Schalten der Beleuchtung mittels der Lichtklappen 24 oder der Abschwacher 25
werden beispielsweise unmittelbar von der Steuereinheit 34 gesteuert. Die
Datenaufnahme von den Detektoren 2 erfolgt ebenfalls durch die Steuereinheit 34,
ebenso die Steuerung des Schalters zur Beeinflussung der Spannung zwischen
Photokathode und erster Dynode. Die Auswerteeinheit/Steuereinheit 34 kann

beispielsweise ein handelsublicher elektronischer Rechner (engl. ,computer®) sein.

In einer alternativen Ausfuhrungsform (nicht abgebildet) kdnnen durch eine Optik im
Beleuchtungsstrahlengang, beispielsweise einem Linsenfeld (engl. ,lens array®),
simultan mehrere Zielflecken T in der Probe 22 beleuchtet werden.
Zweckmaliigerweise sind im Detektionsstrahlengang dann mehrere PMT 2 so
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angeordnet, dass sie in einem jeweiligen Teilstrahlengang jeweils genau einen der
Zielflecken T konfokal detektieren. Zusatzlich oder alternativ kann im
Detektionsstrahlengang (bei mehreren Zielflecken beispielsweise in jedem
Teilstrahlengang) vor dem Detektor 2 (bei mehreren Zielflecken beispielsweise vor
jedem Detektor) eine raumlich-spektrale Aufspaltung erfolgen, beispielsweise durch

ein jeweiliges winkeldispersives Element.

In alternativen Ausfluhrungsformen (in Fig. 3 nicht abgebildet) kann der Schalter zur
Beeinflussung der Spannung zwischen der Photokathode und der ersten Dynode
beispielsweise so mit der Photokathode und der ersten Dynode verbunden sein,
dass in einer aktivierten Schaltstellung eine positive Spannung von beispielsweise
+150 V zwischen der ersten Dynode und der Photokathode anliegt und in einer
desaktivierten Schaltstellung eine negative Spannung von beispielsweise -150 V
zwischen der ersten Dynode und der Photokathode anliegt.

Ein Beispiel fur eine Betriebsschaltung 1 einer solchen alternativen Ausfuhrung zeigt
Fig. 4. Sie entspricht weitgehend der Schaltung 1 gemalf Fig. 2, jedoch ist hier der
Schalter 7 zur Umpolung der Spannung zwischen erster Dynode 2.2 und
Photokathode 2.1 ausgebildet. Zu diesem Zweck schlief3t der Schalter 7 im
aktivierten Schaltzustand die Photokathode 2.1 mit der zweiten Dynode 2.3 elektrisch
kurz. Im desaktivierten Schaltzustand besteht die regulare Zuordnung der

Dynoden 2.1...2.10 zu der Spannungsteilerkaskade. Aufgrund der Umpolung wirkt
die erste Beschleunigungsstufe im aktivierten Schaltzustand des Schalters 7 als
Elektronenbremse und verhindert damit wirksam grolRe Photoelektronenstrome.

Fig. 5 zeigt den Ablauf eines beispielhaften Steuerverfahrens fur ein LSM 10,
beispielsweise gemaf Fig. 2. Die Steuereinheit 34 nimmt in Schritt S1 zunachst mit
einer reinen Detektions-Lichtleistung der Lichtquelle 25 auf an sich bekannte Weise
ein Ubersichtsbild von der Probe 22 auf und stellt es dem Benutzer visuell dar.
Anhand des Ubersichtsbildes kann der Benutzer ein Abtastfeld X und eine
darinliegende, ihn interessierende Region (engl. ,region of interest®, ROI), in der die
Probe 22 mit hdherer Lichtleistung belichtet werden soll als aufderhalb dieser

Region R, ermitteln. Sofern dem Benutzer das Abtastfeld X und/oder die Region R
bereits bekannt ist, kann Schritt S1 entfallen. In Schritt S2 nimmt die Steuereinheit 34
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vom Benutzer beispielsweise auf an sich bekannte Weise eine Angabe Uber die
Probenregion R entgegen. Wenn das Abtastfeld X und/oder die Region R der
Steuereinheit 34 aus einer anderen Quelle schon als Datensatz vorliegen, kann der
betreffende Teilschritt entfallen.

Auf Anweisung des Benutzers stellt die Steuereinheit 34 in Schritt S3 die

Lichtquelle 25 auf Detektions-Lichtleistung und desaktiviert den Schalter 7. In

Schritt S4 bewegt sie den Zielfleck T mittels der Ablenkeinheit 30 Uber die Probe 22
und ordnet dabei die vom Detektor 2 pro Pixelverweilzeit akkumulierten
Lichtintensitaten digital entsprechenden Pixeln zu. Sie vergleicht wahrenddessen
laufend in Schritt S4a die momentane Lage des Zielflecks T mit der vorgegebenen
Region R. Identifiziert sie, dass der Zielfleck T einen Rand der vorgegebenen
Region R Uberschritten hat und dadurch zumindest teilweise in die Region
eingetreten ist, aktiviert sie den Schalter 7 und schaltet die Lichtquelle 25 auf Bleich-
Lichtleistung um. Ebenso vergleicht sie wahrend Schritt S4 laufend in Schritt S4b die
momentane Lage des Zielflecks T mit der vorgegebenen Region R. Identifiziert sie,
dass der Zielfleck T einen Rand der vorgegebenen Region R Uberschritten und
dadurch die Region R wieder vollstandig verlassen hat, desaktiviert sie den

Schalter 7 und schaltet die Lichtquelle 25 auf Detektions-Lichtleistung um. Die
Bewegung des Zielflecks T Uber die Probe 22 in Schritt S4 wird solange fortgesetzt,
bis das Erreichen des Endes des Abtastfeldes X identifiziert wird. Dann wird der
Zielfleck T in Schritt S5 wieder an den Anfang des Abtastfeldes X bewegt und in
Schritt S6 die Probe ausschlie3lich mit Detektions-Lichtleistung erneut abgetastet
und dabei ein Bild aufgenommen. Zur Beobachtung dynamischer Prozesse in der
Probe 22 ist es zweckmallig, die Schritte S5 und S6 mehrmals zu wiederholen.

Fig. 6 zeigt die vorteilhaften Folgen des Einsatzes einer der oben beschriebenen
Betriebsschaltungen 1 in einem LSM am Beispiel des Bleichens einer vorgegebenen
Probenregion R. Im Gegensatz zum Stand der Technik (Fig. 1) erfolgt durch
Aktivieren des Schalters 7 im Zeitpunkt A mit dem Eintritt des Zielflecks in die zu
bleichende Region R die Abschaltung des Detektors mit einem Fehler von weniger
als einer Pixelverweilzeit. Zusammen mit dem Aktivieren des Schalters 7 wird die
Lichtquelle 25 auf Bleich-Lichtleistung umgeschaltet. Die Reaktivierung der Detektion
durch Desaktivieren des Schalters 7 und die Zurlickschaltung der Lichtquelle 25 auf
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die normale Detektions-Lichtleistung erfolgen im Zeitpunkt B mit dem Austritt des
Zielflecks aus der Region R. Dadurch kdnnen die nachfolgenden Pixel mit einem

Fehler von maximal einem Pixel regular detektiert werden.

Da das Abtastfeld X spalten- und zeilenweise abgerastert und in Pixel aufgenommen
wird, erfolgen die Abschaltung und Reaktivierung in Verbindung mit der Umschaltung
der Lichtleistung in allen Zeilen, Gber die sich die Region R erstreckt. Bei mehreren
vorgegebenen Regionen R im Abtastfeld X kann es — je nach relativer Lage der
Regionen R — pro Zeile mehrfach zu Abfolgen von Abschaltung und Reaktivierung

kommen.

Generell hat die Erfindung den Vorteil, dass die Bildaufnahme durch Aktivieren des
Schalters 7 pixelgenau beim Eintritt in eine vorgegebenen Region R ausgeschaltet
und beim Austritt durch Desaktivieren des Schalters 7 wieder pixelgenau
eingeschaltet werden kann, so dass auch in einem bleichenden Abtastdurchgang ein
Bild der Probe 22 mit Ausnahme der Region R aufgenommen werden kann. Dadurch
kann eine quantitative Auswertung eines Probenbereichs, der aulderhalb der

Region R liegt, beispielsweise im Rahmen von FLIP, mit hoher Genauigkeit

durchgefuhrt werden. Das gilt auch bei mehreren zu bleichenden Regionen R.
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Bezugszeichenliste

1

Betriebsschaltung

2 PMT

2.1 Photokathode
2.2...2.9 Dynode

210 Anode

3 Hochspannungsquelle
4 Widerstand

) Erster Komparator

6 Zweiter Komparator

7 Schalter

10 Laser-Scanning-Mikroskop
20 Kollimationsoptik

21 Mikroskopobjektiv

22 Probe

23 Laser

24 Lichtklappe

25 Abschwacher

26 Faserkoppler

27 Tubuslinse

28 Filter

29 Dichroitischer Strahlteiler
30 Abtasteinheit

31 Lochblende

32 Photovervielfacher

33 Hauptstrahlteiler

34 Steuereinheit

35 Dispersives Element
A, B, C Zeitpunkte

D Anodensignal

X Schaltsignal

HV/gnd Hochspannung/Masse

P

Pixel
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Patentanspriiche

1.

Konfokales Rastermikroskop (10), das eine Lichtquelle (23, 24, 25), eine
einstellbare Strahl-Ablenkeinheit (30) und einen Photovervielfacher (2), der eine
Photokathode (2.1), mehrere Dynoden (2.2...2.9) und eine Anode (2.10) aufweist,
eine elektrische Schaltung (1) zur Beaufschlagung der Dynoden (2.2...2.9) mit
einer jeweiligen Spannung gegenuber der Photokathode (2.1) und eine
Steuereinheit (34) zur Einstellung der Ablenkeinheit (30) umfasst,
gekennzeichnet durch

- einen Schalter (7), der zwischen einem aktivierten Schaltzustand und einem
desaktivierten Schaltzustand umschaltbar ist, wobei er in dem aktivierten
Schaltzustand im Vergleich zu dem desaktivierten Schaltzustand die Spannung
zwischen der Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2) reduziert, und

- eine Steuereinheit (34), die eingerichtet ist zum Bewegen (mindestens) eines
mittels der Lichtquelle bestrahlbaren Zielflecks (T) Gber ein Abtastfeld (S) mittels
der Ablenkeinheit (30), wobei die Steuereinheit (34) beim Eintritt des Zielflecks in
eine vorgegebene Region (R) des Abtastfeldes (S) den Schalter (7) aktiviert und
beim Verlassen der Region (R) den Schalter (7) desaktiviert.

Konfokales Rastermikroskop (10) nach Anspruch 1, wobei der Schalter (7) durch
das Umschalten in den aktivierten Schaltzustand:

a) die Photokathode (2.1) mit der ersten Dynode (2.2) elektrisch kurzschliel3t oder
b) die Spannung zwischen der Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2)

umpolt, insbesondere in Kombination mit einer Verringerung ihres Betrages.

Konfokales Rastermikroskop nach Anspruch 1 oder 2, wobei die elektrische
Schaltung (1) dazu ausgebildet ist, den Photovervielfacher (2) unabhangig von
dem Schaltzustand des Schalters (7) mit einer auflieren Betriebsspannung zu
beaufschlagen.

Konfokales Rastermikroskop (10) nach einem der vorhergehenden Anspruche,

wobei der Schalter (7) eine Schaltzeit von maximal 1 pys aufweist.
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. Konfokales Rastermikroskop (10) nach einem der vorhergehenden Anspriche,

wobei die Lichtquelle (23, 24, 25) hinsichtlich ihrer Lichtleistung einstellbar ist und

die Steuereinheit (34) die Lichtquelle (23, 24, 25) beim Eintritt des Zielflecks in die

vorgegebene Region (R) auf eine hohere Lichtleistung einstellt und beim

Verlassen der Region auf eine niedrigere Lichtleistung einstellt.

. Konfokales Rastermikroskop (10) nach einem der vorhergehenden Ansprlche,
umfassend mehrere Photovervielfacher (2), die jeweils einen Schalter (7)
aufweisen, der zwischen einem aktivierten Schaltzustand und einem
desaktivierten Schaltzustand umschaltbar ist, wobei er in dem aktivierten
Schaltzustand die Spannung zwischen der Photokathode (2.1) und der ersten
Dynode (2.2) des betreffenden Photovervielfachers (2) reduziert, insbesondere,
indem er a) die Photokathode (2.1) mit der ersten Dynode (2.2) elektrisch
kurzschlie3t oder b) die Spannung zwischen der Photokathode (2.1) und der
ersten Dynode (2.2) umpolt, insbesondere in Kombination mit einer Verringerung

ihres Betrages.

. Konfokales Rastermikroskop (10) nach Anspruch 6, umfassend Optiken zur
simultanen Abbildung mehrerer Zielflecken (T) auf mindestens einen jeweiligen
Photovervielfacher (2), wobei die Steuereinheit (34) fur jeden Zielfleck (T)
unabhangig von den anderen Zielflecken (T) beim Eintritt in die vorgegebene
Region (R) die Schalter (7) dieser Photovervielfacher (2) aktiviert und beim

Verlassen desaktiviert.

. Konfokales Rastermikroskop (10) nach Anspruch 6, umfassend (mindestens) ein

optisches Element (35), das den Zielfleck (T) raumlich-spektral aufspaltet und auf
mehrere Photovervielfacher (2) abbildet, wobei die Steuereinheit (34) beim Eintritt
in die vorgegebene Region (R) die Schalter (7) aller dieser Photovervielfacher (2)

aktiviert und beim Verlassen desaktiviert.

. Konfokales Rastermikroskop (10) nach Anspruch 6, umfassend (mindestens) eine
Optik zum Abbilden verschiedener Raumwinkelsegmente einer Eingangsapertur

auf (mindestens) einen jeweiligen Photovervielfacher (2), wobei die



WO 2012/175424 PCT/EP2012/061463
=21 -

Steuereinheit (34) beim Eintritt in die vorgegebene Region (R) die Schalter (7)

aller dieser Photovervielfacher (2) aktiviert und beim Verlassen desaktiviert.

10.Konfokales Rastermikroskop (10) nach einem der Anspriche 6 bis 9, wobei
zumindest eine Untermenge der Photovervielfacher (2) in einer

Photovervielfacherzeile integriert ist.

11.Verwendung eines konfokalen Rastermikroskops (10) nach einem der
vorhergehenden Ansprlche in FLIP, FLAP, FRAP, Photoaktivierung und/oder
Uncaging.

12.Steuerverfahren fur ein konfokales Rastermikroskop (10) mit einer Lichtquelle (23,
24, 25) und einem Photovervielfacher (2), der eine Photokathode (2.1), mehrere
Dynoden (2.2...2.9) und eine Anode (2.10) aufweist, umfassend folgende
Schritte:

- Steuern der Lichtquelle (23, 24, 25) zur Emission einer ersten Lichtleistung,

- Anlegen einer ersten elektrischen Spannung zwischen der Photokathode (2.1)
und der ersten Dynode (2.2) zum Zweck einer Beschleunigung von Elektronen
und

- Richten (mindestens) eines Lichtstrahls der Lichtquelle (23, 24, 25) auf
(mindestens) einen Zielfleck (T) und Ablenken des Lichtstrahls derart, dass der
Zielfleck (T) sich Uber ein Abtastfeld (S) bewegt (es abrastert),

wobei wahrend der Bewegung des Zielflecks (T) folgende Unterschritte
ausgefuhrt werden:

- Ermitteln einer Lage des Zielflecks (T),

- Identifizieren eines Erreichens einer vorgegebenen zu bleichenden Region (R)
des Abtastfelds (S) anhand der Lage des Zielflecks (T) und

- bei erfolgter Identifikation des Erreichens: Steuern der Lichtquelle (23, 24, 25)
zur Emission einer zweiten Lichtleistung zum Bleichen, die groRer ist als die erste
Lichtleistung, und Anlegen einer zweiten elektrischen Spannung zwischen der
Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2) anstelle der ersten Spannung,
wobei die zweite Spannung niedriger ist als die erste Spannung, insbesondere
durch genau einen der beiden Schritte ,elektrisches Kurzschlielen von
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Photokathode (2.1) und erster Dynode (2.2)* und ,Umpolung der ersten

Spannung, insbesondere in Kombination mit Verringerung ihres Betrages®.

13.Steuerverfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, wobei zum Anlegen der
ersten Spannung eine aufdere Betriebsspannung an den Photovervielfacher (2)
angelegt wird, die beim Anlegen der zweiten Spannung (im wesentlichen)

angelegt bleibt.

14.Steuerverfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei wahrend der Bewegung des
Zielflecks (T) zuséatzlich folgende Unterschritte ausgefuhrt werden:
- Identifizieren eines Verlassens der vorgegebenen zu bleichenden Region (R)
des Abtastfelds (S) anhand der Lage des Zielflecks (T) und daraufhin
- bei erfolgter Identifikation: Steuern der Lichtquelle (23, 24, 25) zur Emission der
ersten Lichtleistung und Anlegen der ersten Spannung zwischen der
Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2), insbesondere durch genau
einen der beiden Schritte ,Aufheben des Kurzschlusses von Photokathode (2.1)
und erster Dynode (2.2)" und ,Umpolung der zweiten Spannung, insbesondere
mit Erhéhung ihres Betrages®.

15.Verfahren zum Manipulieren einer Probe (22) durch Bestrahlen verschiedener
Orte der Probe (22) mit einem Lichtstrahl bei ortsabhangiger Lichtleistung mittels
eines konfokalen Rastermikroskops (10), das einen Photovervielfacher (2), der
eine Photokathode (2.1), mehrere Dynoden (2.2...2.9) und eine Anode (2.10)
aufweist, umfasst, wobei eine elektrische Spannung zwischen der
Photokathode (2.1) und der ersten Dynode (2.2) ortsabhangig angelegt wird,
insbesondere bei (im wesentlichen) konstanter aulierer Betriebsspannung des

Photovervielfachers (2).

16.Gegenstand nach einem der vorhergehenden Ansprutche, wobei mehrere
Regionen (R) vorgegeben sind und die Photokathode (2.1) und die erste
Dynode (2.2) fur diese Regionen (R) identisch angesteuert werden.

17. Gegenstand nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die Lichtleistung
der Lichtquelle (23, 24, 25) elektrooptisch (mittels eines elektrooptischen
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Modulators) oder akustooptisch (mittels eines akustooptischen Modulators)

einstellbar ist.

18.Programmierbare Steuereinheit (34) fur ein konfokales Rastermikroskop (10) oder
Computerprogramm fur eine solche Steuereinheit (34), eingerichtet zur
Durchflhrung eines Verfahrens nach einem der vorhergehenden

Verfahrensanspruche.
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