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—  mit internationalem Recherchenbericht

Pinholes versehen ist, wobei die Anordnung dieser Pinholes nach einer Regel erfolgt, derart, dass quasihomogene Punktdichte auf
der Scheibe gegeben ist.
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Verfahren zur Generierung eines universellen Pinholemusters zur

Anwendung in Konfokalmikroskopen

Das hier beschriebene Verfahren dient zur universellen Generierung eines optimierten
Pinholemusters auf rotierenden Konfokalfilterscheiben. Mithilfe dieses Verfabrens kénnen
neuartige Lochmuster erzeugt werden, die wesentlich geringere Anspriiche an die Justage,
Unwucht und Synchronisation gegeniiber den bisher verwendeten Nipkowscheiben zeigen. Im
Gegensatz zu den bisher eingesetzten Nipkowscheiben bleibt die Pinholedichte iiber den
gesamten Scheibenradius konstant. So entsteht zu einer Bildseite kein zusitzlicher
Helligkeitskeil, der die Dynamik des Systems negativ beeinflussen konnte. Die Problematik
verkehrter Justierung bzw. Dejustierung durch mechanische Unwucht, welche zu einem
zuséitzlichen Hell-Dunkel-Streifenmuster fiihrte, konnte ebenfalls eliminiert werden. Ebenfalls
die Problematik der gezielten Synchronisation zwischen Drehzahl der Scheibe und
Belichtungszeit des Bildaufnahmemoduls konnte entschirft werden. Zusitzlich zu diesen
Eigenschaften wurde ein spezieller Bereich zur Erzeugung eines nicht konfokalen

Ubersichtsbildes geschaffen.

Dieser (keilformige) Bereich kann aber auch bei tiblichen Konfokalfilterscheiben
(beispielsweise Nipkowscheiben) vorgesehen sein und ist nicht auf die erfindungsgemife

neuartige Pinholeanordnung beschrinkt.

Mit der hier beschriebenen Erfindung wird erstmalig der Betrieb eines konfokalen
Mikroskops ermoglicht, der ohne mechanisches Umschalten zwischen normalem
Mikroskopmodus und Konfokalmodus wechseln kann. Davon unabhingig ermoglicht diese
Erfindung erstmalig einen Konfokalbetrieb ohne einseitigen Intensitétsriickgang auf der
AuBlenseite der Pinholescheibe, einen streifenarmen Betrieb auch bei Dejustierung oder
Unwuchten der rotierenden Scheibe und einfache Synchronisation auf die Belichtungszeit des

Bildaufnahmemoduls.

Es zeigen:

Fig.1) Prinzipskizze zur Grobsegmentierung der Pinholescheibe
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Fig.2) Prinzipskizze zur Erzeugung der quasihomogenen Pinholedichte auf der

Pinholescheibe

Fig.3) Prinzipskizze zur Brechung von Symmetrien und Einhaltung des Mindestabstands von

Pinholemustern auf der Pinholescheibe.

Fig. 1 zeigt die Prinzipskizze zur Grobsegmentierung einer im Durchlichtmodus arbeitenden
Pinholescheibe. Die Scheibe besteht aus einem rund zugeschnittenen optisch transparenten
Material mit Innenloch mit festem AuBenradius riax (4) und Innenradius rmi (3). Das optisch
transparente Material ist mit einer nicht transparenten (ND>3), speziell strukturierten Schicht
versehen. Die Struktur ist neben Markierungen, wie z.B. Winkel, Produktnummer und
Firmenname, in zwei Segmente unterteilt: 1.) Ein dreieckiger transparenter Keil (1) mit einer
Ecke im Mittelpunkt der Scheibe zur Erméglichung eines mikroskopischen Ubersichtsbildes.
2.) Der Rest der Scheibe ist mit einem quasihomogenen Pinholemuster aus transparenten
Pinholes versehen. Dabei soll zunéichst ein deterministisches Pinholemuster (2) mit
garantierten Mindestabstinden benachbarter Pinholes erzeugt werden, welches einem
geeigneten stochastischen Diffusionsprozess unterworfen wird und anschlieend zur

Einhaltung eines Mindestabstandes zwischen benachbarten Pinholes geeignet korrigiert wird.

Die Scheibe rotiert um ihren Mittelpunkt. Durch den zu beobachtenden Bildbereich (5)
bewegt sich sowohl der transparente Keil fiir den Mikroskop-Ubersichtsmodus; als auch das
Pinholemuster. Durch zwei Gabellichtschranken (6) und (7) kann der Zeitpunkt detektiert
werden, wenn der transparente Keil in die Bildfliche gelangt und diese wieder verlésst. Ohne
Beschrinkung der Allgemeinheit gebe Lichtschranke (6) einen Impuls, kurz bevor der
transparente Keil in das Bildfeld gelangt und Lichtschranke (7) einen Impuls, wenn der
transparente Keil den Bildbereich verlidsst. Wenn die Belichtung des Bildsensors zum
Zeitpunkt (6) beginnt und zum Zeitpunkt (7) endet, kann ein Ubersichtsbild erzeugt werden.
Wird die Belichtung zum Zeitpunkt (7) gestartet und zum Zeitpunkt (6) beendet, wird ein
Konfokalbild aufgenommen. Wird die Belichtungsdauer von Zeitpunkt (6) bis zum néchsten
Impuls von (6) gewihlt, kann ein Kombinationsbild aus Konfokal- und Ubersichtsmodus

aufgenommen werden. Das funktioniert auch, wenn Puls (7) verwendet wird. Insbesondere
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fiir steile Flanken und sehr lichtschwache Proben sollte dieses Vorgehen eine wesentlich

bessere Performance als bisherige Verfahren haben.

Fig.2 zeigt eine Prinzipskizze zur Erzeugung der quasihomogenen Punktdichte auf der
Pinholescheibe. Zur Erzeugung des Grundmusters wird zur Vereinfachung in
Zylinderkoordinaten gerechnet und die gesamte Scheibe in n gleichdicke Kreisringe mit den
Radien r1,13,13,.. .1, mit konstantem radialen Abstand Ar=(fyax-Imin)/(n-1) unterteilt. Die
Kreisringe haben ihren Mittelpunkt im Ursprung. Eine vom Ursprung ausgehende Gerade
schneidet simtliche Kreisringe bei dem Winkel oo In jedem Schnittpunkt zwischen den
konzentrischen Kreisen und der Halbgerade wird fiir jeden Kreis das erste Pinhole platziert.
Der Winkel des folgenden Pinholezentrums fiir jeden Kreis berechnet sich aus der Summe des
letzten Winkels und einem fiir den Kreisradius typischen Summanden dou(r;). Der Winkel
dou(r;) wird in Radian berechnet und ergibt sich zu da(r;) = D* / (Ar » 1;). Simtliche
Winkelpositionen der Pinholes berechnen sich nach der Formel a(r;,j) = cio* j * dour;), wobei
nur Winkel zwischen 0 und 27 beriicksichtigt werden. Hiermit ist die Grundgeometrie fiir
eine quasihomogene Verteilung der Pinholes geschaffen. Die Zahl der auf den einzelnen
Kreisen verteilten Pinholes steigt dabei kontinuierlich ganzzahlig mit dem Kreisradius an und

kann keine lokalen Minima aufweisen.

Der Abstand zwischen jeweils zwei benachbarten Pinholes auf einem Kreis ist auf den
Kreisen von auBen nach innen immer konstant, so dass die Verbindungslinie der zu Qo

benachbarten Pinholes leicht gekriimmt ist.

Fig. 3 zeigt die Prinzipskizze zur Brechung der Symmetrie und zur Einhaltung eines
bestimmten Mindestabstandes zwischen benachbarten Pinholes. Dabei wird in keinem Fall
eine Verdnderung des Radius durchgefiihrt. Es werden nur Winkelkoordinaten verschoben.
(1) zeigt die Moglichkeiten zur Winkelverschiebung der Pinholes. Dabei wird iiber einen
Zufallsgenerator ein Winkel Aa berechnet, der bis zu maximal einen mittleren Pinholeabstand
positiv wie negativ verschieben kann, also Aa=[(-D/1;) .. (D/1;)]. Dieser
Verschiebewinkel wird fiir jedes Pinhole neu erzeugt und zu dessen Winkelwert addiert. Als
abschlieBender Schritt erfolgen Winkelverschiebungen, die einen Mindestabstand fiir
benachbarte Pinholes garantieren sollen (2). Dabei sollte der Mindestabstand weniger als 90%
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des durchschnittlichen Abstandes betragen, um die Anzahl notwendiger Verschiebungen zu
reduzieren und die maximal notwendigen Verschiebewinkel zu reduzieren. Uber die
Definition von Diffusionsstrecke und garantiertem Mindestabstand sollte der maximale
Verschiebewinkel so eingestellt werden, dass sich fiir jedes Pinhole eine

Maximalverschiebung von nicht mehr als wenigen mittleren Pinholeabsténden ergibt.
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Patenanspriiche

i. Pinholescheibe, die im Durchlichtmodus als Filterscheibe
insbesondere in Konfokalmikroskopen einsetzbar ist und aus
einem optisch transparenten Material mit Innenloch mit
festem Aussenradius rpsx und Innenradius rpi, besteht, wobei
das optisch transparente Material zumindest in einem
grofen Bereich mit einer nicht transparenten Schicht
versehen ist, und dieser Bereich mit einem Muster aus
transparenten Pinholes versehen ist, wobei die Anordnung

dieser Pinholes nach folgender Regel erzeugt ist:

a. Die Scheibe wird in n gleich dicke Kreisringe mit den
Radien rj, r; ...., rpmit konstantem radialem Abstand Ar
unterteilt,

b. eine vom Scheibenursprung ausgehende Gerade schneidet alle

Kreisringe mit dem Winkel o,

C. in jedem Schnittpunkt der konzentrischen Kreise mit der

Geraden werden die ersten Pinholes platziert,

d. der Winkel der n&chsten Pinholes fiir jeden Kreis wird aus
der Summe des letzten Winkels und einem fiir den
Kreisradius typischen Summanden do(ri) berechnet, wobei der
Winkel doa(ri) = D* / (Ar x r;) in Radian gerechnet wird,
wodurch samtliche Winkelpositionen der Pinholes sich nach
der Formel «o(r;,j) = g +j x do(ri) berechnen und nur
Winkel zwischen 0 und 2n

berticksichtigt werden, wobei gilt:
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i = Anzahl der Radien,
D = Abstand zwischen zwei Pinholes auf dem gleichen Radius

Anzahl der Pinholes auf einem Kreisring.

I

J

2. Pinholescheibe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass auf dem jeweiligen Radius die Winkelkoordinaten der
jeweiligen Pinholes derart verschoben werden, dass
zundchst Uber einen Zufallsgenerator ein Winkel Ax
berechnet wird, der bis zu maximal einem mittleren
Pinholeabstand positiv wie negativ verschieben kann, also
Ax =[(-D/r;)..(D/ri)], wobei dieser Verschiebewinkel fiir
jedes Pinhole neu erzeugt und zu dessen Mittelwert addiert
wird, wonach als abschlieBender Schritt
Winkelverschiebungen erfolgen, die einen Mindestabstand
fir benachbarte Pinholes garantieren, wobei der
Mindestabstand weniger als 90° des durchschnittlichen

Abstandes betragen soll.

3. Pinholescheibe nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass ein keilférmiger Bereich der Scheibe
transparent und unstrukturiert ist und der Schnittpunkt
der Keilschenkel mit dem Zentrum der Scheibe

zusammenfallt.

4. Pinholescheibe nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass zwei Gabellichtschranken (6, 7) vorgesehen sind, die
impulsmaBig mit einem Bildsensor des Mikroskops verbunden

und fiir die Detektion des Keildurchlaufs vorgesehen sind.
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