JP 2004-502191 A 2004.1.22

(19) BFEHFEF(P) GERE - N ()] (1) SR HBARES
$53%2004-502191
(P2004-5021914)
43 &%xAE FER16E1A228 (2004, 1.22)
(51) Int.CL." Fl F—va—F (BF)
GO2B 21/06 GO2B 21/08 2G059
GO1N 21/ GO1N 21/27 z 2HO52
GO2B 21/16 GO2B 21/16
GO2B 21/36 GO2B 21/3
FEWT KWK TREZMR RWL (£ 18 D)
@l) HEEE #EE2002-506087 (P2002-506087) |(71) HEEA 396000455
(86) (22) HEER FRL 1356 228 (2001. 6. 22) = WrAA IS FELSPT
(85) BIRR LR H ERY144E2H 278 (2002. 2. 27) b Iwh REAVVETA NTY
(86) EREHBEES  PCT/EP2001 /007103 v
BT EREAMES  %02002/001201 F4AY D—-07745 AT+ H—n
87 HELHAB SERLI4EE1A3H (2002.1.3) wr4LA Foht—F 10
(31) BEEEESE 100 33 179.3 (71) HEEA 303033130
(32) ®seH FRL1 2456 20H (2000. 6. 29) ST Tl LIy AE—
(33) mAEIEERE k4w (DE) FAVE 99510 v > 7o
(81) $85EE EP (AT, BE, CH, CY, DE, K, ES, F1, FR, LF—F 3
(B, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR) , JP (71) HEEA 303033141
T R— A
FAVYE 07745 AXF+ FAFF
A—yTz—F 3
RATECHS
(54) [FEBADOB] BEBEF v F BT 2 BEERR O ZMNBEEE
GNHOoOooo eSS ™ oo
0000000000000000000000000 A jk_ B
0000000000000000000000000 S T I
0000000000000000000000000 | w [~ D>t/ [}
000000000000 0000000000000 ] ?
0000000000000000000000000 | Bk
0000000000000000000000000 I e P e oY S DY B B
00000000000 00000000000000 D CT

gobooboooooobooooobooooooon
ooDoooo



e R ey [ s R s [y |

e e e e e e e e s |

e e [ e e e e s e s s [ [ |

O 0OoOooog
O 0Ooo0ooOoao
O Ooo0ooo

e ) e e e e e e e s [ s [ O |

Ooooooooo0 oo oooo0o o0 oo oooo oo oooDoDooo0o o0 oo oooo0oooooooQgoogoao

R ey ey R R [ s [ |

O0Ooo0oooo

O
O
O
O

O
O
O
O

O oOooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo

O Ooo0oooao
O Ooooo
O OoOgooo
O Ooo0ooOoo
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O0Ooo0oooao

O 0Oo0oooao

O
O
O
O

O0Oo0oo0oo0oao

O0Ooo0oooao

O0Ooo0oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O

O0Ooo0oooao

O
O
O
O

O Ooogo

O0Ooo0Ooooog
O 0Oo0ooOoo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O OooOooo
O 0Oo0ooOoo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0OoOooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O O0OoOgooo
O 0Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O OooOooo
O 0Oo0ooOoo
O 0Ooo0ooo
O OooOooo
O Ooooo
O OooOooo

O O0ooo

O O0ooo

O Oooo

O Oooo

O Ooogo

(2)

O 0ooo

O O0ooo

O O0ooo

O Oooo

O Oooo

|

O o0ood

|

O O0ooo

O Oooo

JP 2004-502191 A 2004.

O
O
OJ
O
O
O
O
OJ
O
O
O

O Oooo
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

.22

10

20

30

40

50



Oooooooo0ooooooo0DooDooooooooood

OooDooooo0ooDoooooDooDoDooooooooodg

OOoooooogogg
OO0 ooooogogdg
OOooooooogoOgodg
OooooooogoQgg
Oooooooogogoog
Oooooooogogog
OO0 ooooogogg
OoOooooooogogodg

OOo0ooooooooooooggogoQg
OO0 o0DoDooo4gogogogooDoooggogg
OOo0oooooooooooooQgogoaQg

O Oooo

O
O
OJ
O
O
O

OoooooooQooooao

O0Ooo0oooo

O 0Ooogooog
[ Y |
OO ogogog
I [y |
I [y |

O
O
O
O

O0Ooo0oooao

O 0Oo0oooao

O0Oo0oo0oo0oao

O0Ooo0oooao

Ooo0oooogoQgdg

O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O O0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O 0o o
O 0Oooo
O O0ooo
O 0Oooo
O Oooo
OO oo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo

O0Ooo0oooo

OoooooogoQgog
OoOoo0oooao
O0Ooo0oooo
O0Oo0oo0ooao
Oo0Ooo0ooao
OoOoo0ooaoo
OoOoo0oooao
OOoo0oooao
O0Oo0oo0ooao
I o A
Oo0Ooo0oooaoo
OoOoo0oooo
OOoo0oooao
OO0Oo0oo0ooo

O0Ooo0oooao

O0Ooo0Ooooog

O0Oo0oo0oo0oao

O0Ooo0oo0ooao

OOoo0oooao

O0Ooo0oooo

O 0Oo0oooao

)

O 0Oo0oo0oo0oao
O0Ooo0oo0oo0oao

O0Ooo0oooao

O0Ooo0oooo

O0Ooo0oooao
OO oo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo

|

JP 2004-502191 A 2004.

10

20



ooag

O

SR

—4n3

SREHY
EUWEAALFY HYE

I

o

&&fvywbg HEa

sovan

7

Fa'vann

\ HEE

EEEO SHH

1] oEvk

HAHFIE

1] Evrz

FHFFE

s
KT

e

(4)

JP 2004-502191 A 2004.1.22



L T e T e T e T e T e T s T T T e T e T s T e T e T e T e T e T e T e T e B e R T e T e T e T e T e R e T e B e

ugbooobooodoboado

()

(12) NACH DEM VERTRAG {IBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) International

um

Verd .
3. Januar 2002 (03.01.2002) PCT

OO OO RO

(19) Tnternati Ver i

WO 02/01201 Al

(51) Internationale Patentklassifikation”>  GOIN 21/47,
21464, GO2B 21/00
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPO1/07103

(22) Internationales Anmeldedatum:
22. Joni 2001 (22.06.2001)

(25) Einreichungssprache: Deutsch
(26) Verdffentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritit:
10033179.3 29. Juni 2000 (29.06.2000) DE

(71) Anmelder: CARL ZEISS JENA GMBH [DE/DE]; Carl-
Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena (DE).

(71) Anmelder und

(72) Erfinder: WOLLESCHENSKY, Ralf [DE/DE); An der
Promenade 3, 99510 Schoten (DE). MOHLER, Gunter
[DE/DEJ; Orchideenweg 3, 07745 Jena (DE).

(74) Gemeinsamer Verireter: CARL ZEISS JENA GMBH;
Carl Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena (DE).

(81) Bestimmungsstaat (national): TP

(84) Besti (regi iiisches Patent (AT,
BE,CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC,
NL, PT, SE. TR).

Verdftentlicht:

—  mit internationalem Recherchenbericht

—  vor Ablawf der fir Anderungen der Anspriiche geltenden
Frist; ich wird wied lt, jalls Ande
einireffen

[Fortsetzung auf der nichsten Seite]

TEKTIONSKANALEN

(54) Title: METHOD FOR OPTICALLY DETECTING AN ILLUMINATED SAMPLE IN SEVERAL DETECTION CHANNELS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR OPTISCHEN DETEKTION EINER BELEUCHTETEN PROBE IN MEHREREN DE-

Detokiion Verstaker Komparalor

Fverm v T
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Q

(57) Abstraet: The invention relates o a method for optically detecting an illuminated sample in several detection channels. An

e~y upper and/or lower limit value can be set for at least one channel, the operating mode of the detection channel then being modified
& when this limit value is reached. The detection channel is advantageausly deactivated or its strength is modified or there is a feedback

in subsequent processing.

WO

to the light source in order to modify the illumination parameters or the signals of the detection channel are not taken into account

[Forisetzung auf der nachsten Seite]
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Zur ErMarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkitrzungen wird auf’ die Erklarungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations") am Anfung jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur optischen Detektion einer beleuchteten Probe in mehreren Detektionskandlen, wobei fiir
mindestens einen Kanal ein oberer undfoder unterer Grenzwert einstellbar ist und beim Erreichen dieses Grenzwertes der Detek-
tionskanal beziiglich seiner Betriebsweise veréindert wird und wobei vorteilhaft der Detektionskanal abgeschalten wird oder seine
Verstirkung geindert wird oder eine Riickkopplung zur Lichtquelle zur Anderung der Belenchtungsparameter erfolgt oder die Sig-
nale des D ionsk: bei der Weiter i unberiicksichtig bleiben.
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VERFAHREN ZUR OPTISCHEN DETEKTION EINER BELEUCHTETEN PROBE IN MEHREREN DE-
TEKTIONSKANALEN

Bei Laser-Scanning-Mikroskupe‘n werden zur Beleuchiung und Anregung der
Proben Laser unterschiedlicher Wellenlingen eingesetzt. Das Licht von der
Probe weist ebenfalls unterschiedliche Wellenléngen auf, abhangig von der
Beleuchtung und von der Probe selbst. ( Floreszens). Das von der Probe
zurlickkommende Licht  wird gemessén und ausgewertet in Form von
Bilddarstelfungen

Bei einem n-kanaligen System missen alle Kanile ausgewertet werden um
festzustellen, auf welchen der Kanile wirklich Daten zu erfassen sind.
Ublicherweise gibt es bei Mikroskopsystemen 2-4 Aufnahmekansle, die
bildmaRig ausgewertet werden. Um festzustellen in welchen Kanalen Licht
detektiert wird, muB n/4 mal die Probe gescannt und damit auch beleuchtet
werden.

Dieser Vargang ist aufwendig, bedeutet Zeitverlust und unnétige Belastung der
Probe durch Laserlicht.

Lésung:

Bei einem n-kanaligen Detektionssystem D werden nach der Verstérkung V n-

Komparatoren K bzw. Trigger ( fur jeden Detektionskanal einen) eingesetzt, die )

in threr Schaltschwelle durch einen Digital-Analog-Wandler einstellbar sind.

Die Schwelle wird so eingestellt, dal sie oberhalb des Rauschpegels liegt. Der
Ausgang der Komparatoren wird jeweils auf ein Register R gefithit, weiches
Uber einen gemeinsamen Clear-Eingang C verfigt und das von einem
Computer gelesen werden kann. Vor einer Messung wird das Register { n-Bit
breit ) zurickgesetzt. Wird nun ein Scann-Durchlauf angestoRen, so werden
diejenigen Komparatoren schaiten, die ein Signal auf ihren Eingang erhalten
das Gber der eingesteliten Schwelle liegt. . Kandle, die z.B.
wellenléngenabhéngig angeordnet sind und kein Signal senden, das Uber der
Schaltschwelle des Komparators liegt sind fir die Auswertung uninteressant
und kénnen verachidssigt oder als Summensignal betrachtet werden. Wird der.
Komparater als Fensterkomparator ausgefilhrt und beide Schaltschwellen (

obere und untere ) sind einstellbar ( z.B. (ber Digital-Analog-Wandler) dann
1
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kénnen Signale separiert und ausgewertet werden, die entweder nur innerhalb
der Schwellen oder auBerhalb ( unter bzw. (iber den Schwellen } fiegen.

Schon nach einem Scann kann in dem n-Bit breitem Register abgelesen
werden, in welchem der n-Kanale Daten zu erwarien sind.

Sind die Detektoren noch spektral angeordnet ( Art und Weise ist dabei
befiebig) so gibt das Register sofort eine Information ber die spekiralen Antelle
des detektierten Lichtes.

Diese Information ist ein wichtiger Bestandteil filr die richtige Einstefiung eines

n-kanaligen Systems. Aus dieser Information kénnen alle Kandle auf die )

jeweiligen Wellenlangen eingerichtet werden ohne subjektive Fehler zu
machen. Es besteht die Moglichkeit der Autokonfiguration ( onfine ) eines
Systems in Bezug auf spektrale Aufnahmen. Weiterhin gibt es Hinweise fir eine
manuelle 6ptimale Auswahi ( off line)

Im Bild 1 wird das Prinzip der Schaltung dargesteilt.

Vorteile des erfindungsgeméBen Verfahrens sind:

~ bei einem n-kanaligen Detektionssystem stehen sofort informationen tber
die akiiven Kanale bereit

- sind die n-Detektionskanéle spektral empfindlich angeordnet so kann sofort
eine Information lber die spekiralen Anﬁeile angezeigt werden

- sind mehr Detektionskanéie als Aufnahmekanale vorhanden, so entfallt das
mehrmalige Scannen um festzustellen wo Daten vorhanden sind, d.h.
geringere Belastung der Probe

- durch Kenntnis der aktiven Kandle kann das System automatisch die
Konfiguration einstellen (akiive Kandle und Welleniangenabhangige
Einstelflungen von Fitterkombinationen).

- Das System zeigt an in welchen Kanilen Daten zu erwarten sind und mit
welcher Wellenldnge, diese Information erspart dem Operator

zeitaufwendige Probeaufnahmen bei manueller Einstellung des Systems
2
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Patentanspriiche

1.

Verfahren zur optischen Detektion einer beleuchtsten Probe in mehreren
Detektionskanalen,

wobei fiir mindestens einen Kanal ein oberer und/ oder unterer Grenzwert
einstellbar ist und beim Erreichen diese Grenzwertes der Detektionskanal
bezlglich seiner Betriebsweise verandert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1,

wobei der Detektionskanal abgeschalten wird oder seine Verstérkung geé‘ndert
wird oder eine Rickkopplung zur Lichtquelle zur Anderung der
Beleuchtungsparameter erfolgt oder die Signale des Detektionskanals bei der
Weiterverarbeitung unberiicksichtig bleiben

3.
Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
wobei eine punkiweise Beleuchtung und Detektion erfoigt

4,

~ Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

wobei eine parallele Beleuchtung und Detektion erfolgt

5.
Verfahren nach Anspruch 4, _
wobei eine Mikrotiterplatte beleuchtet und detektiert wird

6.
Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5,
wabei eine spektrale Aufspaltung des von der Probe emittierten Lichtes erfolgt

2004-502191 A 2004.1.22
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7.

Verfahren nach Anspruch 6,

wobei zUr spektralen Aufspaltung ein dispergierendes Element vorgesehen ist,
dem ein MultiKanaldetekior nachgeordnet ist

JP 2004-502191 A 2004.1.22
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