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position befindet.

section in order to cut a dissectate from a specimen (4) using a laser (22), said
method having the steps of placing the specimen (4) in a light path (10) of an il-
lumination system (5, 7); illuminating the specimen (4) by means of the illumina-
tion system (5, 7); detecting light, emitted from the specimen (4), by means of a
detector (17); analysing the light detected by the detector (17); determining, on
the basis of the analysis, whether a collecting vessel (19) for collecting the dissec-
tate is provided in a predetermined collecting position in which the dissectate is
collected in the collecting vessel (19) after it has been cut from the specimen (4);
and initiating the laser-cutting of the dissectate from the specimen (4) only when it
has been established that the collecting vessel (19) is located in the predetermined
collecting position.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezicht sich auf ein Verfahren zum
Durchfiihren einer Lasermikrodissektion, um ein Dissektat aus einer Probe (4) un-
ter Verwendung eines Lasers (22) zu schneiden, mit den Schritten der Bereitstel-
lung der Probe (4) in einem Lichtweg (10) eines Beleuchtungssystems (5, 7); der
Beleuchtung der Probe (4) mittels des Beleuchtungssystems (5, 7); der Detektion
von Licht, das von der Probe (4) ausgeht, mittels eines Detektors (17); der Analyse
des durch den Detektor (17) detektierten Lichts; der Bestimmung auf der Basis
der Analyse, ob ein SammelgefdB (19) zum Sammeln des Dissekats in einer vor-
bestimmten Sammelposition bereitgestellt ist, in der das Dissektat im Sammelge-
faf (19) gesammelt wird, nachdem es aus der Probe (4) geschnitten ist; und der
Einleitung des Laserschneidens des Dissektats aus der Probe (4) nur dann, wenn
festgestellt wird, dass sich das Sammelgefédll (19) in der vorbestimmten Sammel-

[Fortsetzung auf der ndichsten Seite]



WO 2018/002011 AT { I INIE 00010 OO 0

Veroffentlicht:
—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

3)



10

15

20

25

WO 2018/002011 PCT/EP2017/065788

Lasermikrodissektionsverfahren und Lasermikrodissektionssysteme

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Durchfuhren einer
Lasermikrodissektion, um ein Dissektat aus einer Probe unter Verwendung eines
Lasers zu schneiden, und auf ein Lasermikrodissektionssystem zum Durchfihren

einer Lasermikrodissektion.

Stand der Technik

Auf dem Gebiet der Biologie und Medizin bezeichnet die Lasermikrodissektion ein
Verfahren, mit dem ein bestimmter Teil einer Probe (beispielsweise individuelle Zel-
len, Zellencluster oder ein Gewebeabschnitt), ein sogenanntes Dissektat, unter
Verwendung eines fokussierten Laserstrahls aus der Probe geschnitten wird. Fir
diesen Zweck kann die Probe auf einem planaren Trager, beispielsweise einem
Glasprobentrager oder einem Polymerfilm, bereitgestellt werden. In typischen An-
ordnungen fallt das Dissektat, nachdem es aus der Probe geschnitten ist, in einer
Abwartsrichtung aufgrund der Schwerkraft in ein Sammelgefa. Das Dissektat steht
nach dem Schnitt fir weitere biologische oder medizinische (beispielsweise histolo-

gische) Untersuchungen zur Verfigung.

Wenn jedoch kein Sammelgefafy im Lasermikrodissektionssystem in der Position
vorgesehen ist, in der das Dissektat fallt, z. B. da ein Benutzer vergessen hat, das
Gefald vor dem Beginn des Schneidprozesses bereitzustellen, geht das Dissektat

sehr wahrscheinlich verloren. Daher ist es erwiinscht, Lasermikrodissektionssyste-
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me und Lasermikrodissektionsverfahren zu verbessern, so dass dieser Nachteil

verhindert werden kann.

Offenbarung der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Durchfiihren einer Lasermikro-
dissektion, um ein Dissektat aus einer Probe unter Verwendung eines Lasers zu
schneiden, und auf ein Lasermikrodissektionssystem zum Durchfiihren einer La-
sermikrodissektion mit den Merkmalen der unabhangigen Anspriiche. Weitere Vor-
teile und Ausfuhrungsformen der Erfindung werden aus der Beschreibung und den

beigefugten Figuren ersichtlich.

Das Verfahren geméaf} der Erfindung umfasst die Schritte des Vorsehens der Probe
in einem Lichtweg eines Beleuchtungssystems; der Beleuchtung der Probe mittels
des Beleuchtungssystems; der Detektion von Licht, das von der Probe ausgeht,
mittels eines Detektors; der Analyse des durch den Detektor detektierten Lichts; der
Bestimmung auf der Basis der Analyse, ob ein Sammelgefal3, um das Dissektat zu
sammeln, in einer vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, in der das
Dissektat im Sammelgefal® gesammelt wird, nachdem es von der Probe geschnitten
ist; und der Einleitung des Laserschneidens des Dissektats aus der Probe nur dann,
wenn festgestellt wird, dass das Sammelgefal} sich in der vorbestimmten Sammel-
position befindet. Licht, das von der Probe ausgeht, kann insbesondere Licht, das
durch die Probe durchgelassen wird, und/oder Licht, das von der Probe reflektiert

wird, und/oder Licht, das von der Probe erneut emittiert wird, sein.

Die Erfindung schafft folglich die Méglichkeit, zuverlassig, leicht und automatisch zu
bestimmen, ob ein Sammelgefal® in der Sammelposition des Lasermikrodissekti-
onssystems vorgesehen ist. Solange kein Sammelgefald detektiert wird, wird der
Laserschneidprozess nicht gestartet. Folglich kann verhindert werden, dass der La-
serschneidprozess versehentlich gestartet wird, ohne dass ein Sammelgefaf} in der

Sammelposition vorgesehen ist, und dass das aus der Probe geschnittene Dissektat
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folglich verloren geht. Gemal der Erfindung pruft das entsprechende Lasermikro-
dissektionssystem automatisch, ob ein Sammelgefald in der Sammelposition vorge-

sehen ist, ohne eine zusatzliche Anstrengung durch den Benutzer.

Die Bestimmung und die Analyse werden insbesondere durch eine Steuereinheit
des Lasermikrodissektionssystems durchgefuhrt, die zweckmafigerweise auch den
Laser steuert. Die Bestimmung kann folglich leicht in die reguldre Steuerung des
Mikrodissektionsprozesses integriert werden. Mittels dieser Steuereinheit kann ein
gewunschter Teil der Probe, der als Dissektat geschnitten werden soll, insbesonde-
re durch einen Benutzer ausgewahlt werden. Die Steuereinheit kann insbesondere
auch dazu ausgelegt sein, Parameter zu bestimmen, gemal} denen der Laser ge-

steuert wird, um das Dissektat aus der Probe zu schneiden.

Das Beleuchtungssystem ist zweckmafigerweise ein Teil eines Mikroskops, insbe-
sondere eines Durchlichtmikroskops und/oder eines Auflichtmikroskops. Mittels ei-
nes solchen Mikroskops kann insbesondere ein vergréf3ertes Bild der Probe oder
eines interessierenden Teils der Probe bestimmt werden. Insbesondere wahlt der
Benutzer den gewiinschten Teil der Probe, der als Dissektat geschnitten werden

soll, unter Verwendung eines solchen vergrof3erten Bildes aus.

Insbesondere ist die vorbestimmte Sammelposition, in der das Sammelgefal be-
reitgestellt wird, im Lichtweg des Beleuchtungssystems angeordnet. Wenn das
Sammelgefal} in dieser vorbestimmten Sammelposition angeordnet ist, wird folglich
das durch den Detektor detektierte Licht in einer speziellen Weise durch das Sam-
melgefaR beeinflusst oder auf dieses eingewirkt. Diese Anderung der Lichteigen-
schaften ist beispielsweise charakteristisch fir den speziellen Typ von Sammelge-
fafy, Beleuchtung und/oder Kontrastverfahren. Folglich kann das durch den Detektor
detektierte Licht fur eine Bestimmung verwendet werden, ob das Sammelgefal} in
der Sammelposition vorgesehen ist. Im Verlauf einer solchen Bestimmung wird das
detektierte Licht folglich zweckmaRigerweise hinsichtlich dieser Anderung der Licht-

eigenschaften, die durch das Sammelgefald verursacht wird, analysiert.
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Nach der Bereitstellung des Sammelgefales im Lichtweg des Beleuchtungssystems
ist das detektierte Licht beispielsweise insbesondere weniger hell oder heller
und/oder weist eine geringere Intensitat auf und/oder ist nicht mehr auf den Detektor
fokussiert. Eine Anderung des Frequenzspektrums kénnte auch beobachtet werden.
Durch spezielles Suchen nach irgendwelchen dieser Merkmale oder Unterschiede
im detektierten Licht kann folglich effektiv bestimmt werden, ob das Sammelgefal} in

der Sammelposition bereitgestellt wurde.

Vorzugsweise wird die Probe mittels des Beleuchtungssystems im Verlauf einer
Durchlichtbeleuchtung und/oder einer Auflichtbeleuchtung beleuchtet. Mittels Durch-
lichtbeleuchtung wird die Probe insbesondere von unterhalb (mit Bezug auf den
Detektor) beleuchtet. Durch die Probe durchgelassenes Licht wird vorteilhafterweise
durch den Detektor detektiert.

Im Verlauf der Auflichtbeleuchtung wird die Probe zweckmalligerweise von oben
bzw. oberhalb beleuchtet. Die Probe kann beispielsweise einen Teil des Beleuch-
tungslichts reflektieren und/oder kann durch das Beleuchtungslicht angeregt wer-
den, so dass die Probe erneut Licht emittiert. Dieses reflektierte oder erneut emit-

tierte Licht wird vorzugsweise mittels des Detektors detektiert.

In einer vorteilhaften Ausfiihrungsform umfasst die Analyse einen Vergleich des
mittels des Detektors in einem ersten Modus detektierten Lichts, in dem bekannt ist,
dass kein Sammelgefal® in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, mit
Licht, das mittels des Detektors in einem zweiten Modus detektiert wird, in dem da-
von ausgegangen bzw. vorausgesetzt wird, dass ein Sammelgefald in der vorbe-

stimmten Sammelposition vorgesehen ist.

Vorzugsweise wird der Lasermikrodissektionsprozess gemaf der Erfindung wie folgt
durchgefihrt: In einem ersten Modus wird anfénglich die Probe im Lichtweg des

Beleuchtungssystems bereitgestellt. Die Probe wird mittels des Beleuchtungssys-
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tems beleuchtet. Durch die Probe durchgelassenes Licht (im Fall einer Durchlichtbe-
leuchtung) und/oder von der Probe emittiertes Licht (im Fall einer Auflichtbeleuch-
tung) wird mittels des Detektors detektiert. ZweckmafRigerweise ist noch kein Sam-
melgefald vorgesehen, um die Probe effektiv zu beleuchten. Der Benutzer wahlt
zweckmaigerweise einen gewilnschten Teil der Probe aus, der als Dissekat ge-

schnitten werden soll.

Anschlie3end wird das Sammelgefal® manuell oder automatisch in der vorbestimm-

ten Sammelposition im Lichtweg des Beleuchtungssystems angeordnet.

In einem zweiten Modus wird Licht mittels des Detektors detektiert. Die Bestimmung
dessen, ob das Sammelgefald tatsachlich in der Sammelposition vorgesehen ist,
wird dann durch Vergleich des im zweiten Modus detektierten Lichts mit dem im

ersten Modus detektierten Licht durchgefiihrt.

Wie vorstehend erldutert, wird durch Vorsehen des Sammelgefafies im Lichtweg
des Beleuchtungssystems das detektierte Licht in einer speziellen Weise beein-
flusst, so dass Anderungen von speziellen Merkmalen bestimmt werden kénnen,
z. B. eine Anderung der Helligkeit, Frequenz usw. Spezielle Merkmale kénnen bei-
spielsweise im Verlauf eines Kalibrierungsprozesses oder Lernprozesses bestimmt
werden. Dieser Kalibrierungsprozess kann beispielsweise im Verlauf eines Herstel-
lungsprozesses des entsprechenden Lasermikrodissektionssystems oder des spe-
ziellen Sammelgefalies durchgefuhrt werden. Im Verlauf des Kalibrierungsprozes-
ses kann das Sammelgefall insbesondere untersucht werden und ein spezielles

Merkmal des detektierten Lichts kann genau bestimmt werden.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform basiert die Bestimmung dessen, ob das
Sammelgefal’ in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, auf einer De-
tektion einer Differenz der Helligkeit des mittels des Detektors detektierten Lichts,
die verursacht wird, da das Sammelgefal im Lichtweg des Beleuchtungssystems

vorgesehen ist. Vorzugsweise wird bestimmt, dass das Sammelgefal} in der vorbe-
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stimmten Sammelposition vorgesehen ist, wenn diese Differenz der Helligkeit detek-
tiert wird. Die Helligkeit bildet ein bevorzugtes Beispiel eines speziellen Merkmals,
das sich durch Vorsehen des Sammelgefél3es im Lichtweg des Beleuchtungssys-

tems dndert.

Im Fall einer Durchlichtbeleuchtung wird die Helligkeit des detektierten Lichts insbe-
sondere um einen speziellen Wert verringert, wenn das Sammelgefaf} im Lichtweg
des Durchlichtbeleuchtungssystems vorgesehen ist, da das Sammelgefald insbe-
sondere nicht aus einem vollkommen transparenten Material, beispielsweise einem
Kunststoffmaterial, besteht. Folglich wird das von der Probe ausgehende Licht ver-

ringert.

Im Fall einer Auflichtbeleuchtung wird die Helligkeit des detektierten Lichts insbe-
sondere erhoht, wenn das Sammelgefaly im Lichtweg des Auflichtbeleuchtungssys-
tems vorgesehen ist, da das Sammelgefdly zweckmaligerweise Licht reflektiert
und/oder Licht erneut emittiert, z. B. aufgrund von Autofluoreszenz. Ein Teil des
Lichts vom Beleuchtungssystem kann beispielsweise durch die Probe durchgelas-
sen werden und kann auf das Sammelgefal® auftreffen. Ein Teil dieses Lichts kann
durch das Sammelgefal® in der Richtung der Probe reflektiert werden, kann durch
die Probe durchgelassen werden und kann durch den Detektor detektiert werden.
Dieses Licht geht auch von der Probe aus, wodurch das gesamte Licht, das von der

Probe ausgeht, folglich erhéht wird.

Es ist moglich, dass die Steuereinheit automatisch das detektierte Licht auf Unter-
schiede in der Helligkeit analysiert, um eine Belichtungszeit des entsprechenden

Detektors einzustellen, beispielsweise wahrend eines Schneidprozesses.

Die Erfindung bezieht sich ferner auf ein Lasermikrodissektionssystem zum Durch-
fuhren einer Lasermikrodissektion mit einem Laser, der dazu ausgelegt ist, ein
Dissektat aus einer Probe zu schneiden; einem Beleuchtungssystem, das dazu

ausgelegt ist, Licht entlang eines Lichtweges zu emittieren; einem Detektor, der da-
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zu ausgelegt ist, Licht, das von der Probe ausgeht, die im Lichtweg des Beleuch-
tungssystems vorgesehen ist, zu detektieren; und einer Steuereinheit, die dazu
ausgelegt ist, eine Analyse des durch den Detektor detektierten Lichts durchzuftih-
ren, dazu ausgelegt ist, eine Bestimmung auf der Basis der Analyse durchzufihren,
ob ein Sammelgefal® zum Sammeln des Dissektats in einer vorbestimmten Sam-
melposition vorgesehen ist, in der das Dissektat im Sammelgefald gesammelt wird,
nachdem es aus der Probe geschnitten ist, und dazu ausgelegt ist, das Laser-
schneiden des Dissektats aus der Probe nur dann einzuleiten, wenn festgestellt

wird, dass das Sammelgefal} sich in der vorbestimmten Sammelposition befindet.

Das Lasermikrodissektionssystem gemafd der Erfindung ist insbesondere dazu aus-
gelegt, das Verfahren geméaf} der Erfindung sowie bevorzugte Ausfihrungsformen

dieses Verfahrens durchzufiihren.

Analog zur obigen Beschreibung der Verfahren geméaf der Erfindung schafft dieses
Lasermikrodissektionssystem gemaf} der Erfindung die Mdéglichkeit, leicht und au-
tomatisch zu bestimmen, ob ein Sammelgefal} in der vorbestimmten Sammelpositi-
on vorgesehen ist. Die Steuereinheit ist insbesondere ferner dazu ausgelegt, den
Laser und den Schneidprozess zu steuern. Die Bestimmung kann folglich leicht in
die reguldre Steuerung des Mikrodissektionsprozesses eingegliedert werden. Das
Beleuchtungssystem ist vorzugsweise ein Durchlichtbeleuchtungssystem und/oder

ein Auflichtbeleuchtungssystem.

Gemalf einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Steuereinheit ferner dazu ausge-
legt, im Verlauf der Analyse Licht, das mittels des Detektors in einem ersten Modus
detektiert wird, in dem bekannt ist, dass kein Sammelgefald in der vorbestimmten
Sammelposition vorgesehen ist, mit Licht, das mittels des Detektors in einem zwei-
ten Modus detektiert wird, in dem vorausgesetzt wird, dass ein Sammelgefal} in der

vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, zu vergleichen.
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Gemalf einer vorteilhaften Ausfihrungsform ist die Steuereinheit ferner dazu ausge-
legt, die Bestimmung dessen, ob das Sammelgeféal} in der vorbestimmten Sammel-
position vorgesehen ist, auf der Basis einer Detektion einer Verringerung der Hellig-
keit des mittels des Detektors detektierten Lichts, die dadurch verursacht wird, dass
das Sammelgefald im Lichtweg des Beleuchtungssystems vorgesehen ist, durchzu-

fuhren.

Es sollte beachtet werden, dass die vorher erwahnten Merkmale und die im Folgen-
den weiter zu beschreibenden Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen
Kombination, sondern auch in weiteren Kombinationen oder allein verwendbar sind,

ohne vom Schutzbereich der vorliegenden Erfindung abzuweichen.

Die vorliegende Erfindung wird nun beispielhaft mit Bezug auf die begleitenden

Zeichnungen weiter beschrieben, in denen

Fig. 1 schematisch eine bevorzugte Ausfihrungsform eines Lasermikrodissektions-
systems gemaf der Erfindung zeigt, das dazu ausgelegt ist, eine bevorzugte Aus-

fuhrungsform eines Verfahrens gemaf} der Erfindung durchzufuhren;

Fig. 2 schematisch eine bevorzugte Ausfuhrungsform eines Verfahrens gemaf} der

Erfindung als Blockdiagramm zeigt; und

Fig. 3 schematisch Elemente einer bevorzugten Ausfiihrungsform eines Laser-
mikrodissektionssystems gemaf der Erfindung zeigt, das dazu ausgelegt ist, eine

bevorzugte Ausfihrungsform eines Verfahrens gemaf der Erfindung durchzufihren.
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Ausfihrliche Beschreibung

Fig. 1 zeigt schematisch eine bevorzugte Ausfiihrungsform eines Lasermikrodissek-
tionssystems 100 gemal der Erfindung, das dazu ausgelegt ist, eine bevorzugte

Ausfihrungsform eines Verfahrens gemaf} der Erfindung durchzufuhren.

Das Lasermikrodissektionssystem 100 ist dazu ausgelegt, eine Lasermikrodissekti-
on durchzufihren, um ein Dissektat unter Verwendung eines Lasers 22 aus einer
Probe 4 im Verlauf eines Schneidprozesses zu schneiden. Die Probe 4 wird bei-
spielsweise auf einer unteren Oberfldche eines Probenhalters 3 angeordnet. Das
Lasermikrodissektionssystem 100 umfasst einen x-y-Tisch 2, der durch einen Motor
bewegt werden kann. Der Probenhalter 3 und folglich die Probe 4 kénnen auf die-

sem x-y-Tisch 2 angeordnet werden.

Das Lasermikrodissektionssystem 100 umfasst ferner ein Beleuchtungssystem 5 in
Form eines Durchlichtbeleuchtungssystems sowie ein Beleuchtungssystem 7 in
Form eines Auflichtbeleuchtungssystems. Die Beleuchtungssysteme 5 und 7 sind
dazu ausgelegt, Licht von einer Durchlichtquelle 5a bzw. einer Auflichtquelle 7a ent-
lang eines Lichtweges 10a bzw. 10b zu emittieren. Wenn der Probenhalter 3, der
die Probe 4 enthalt, auf dem x-y-Tisch 2 angeordnet ist, ist die Probe 4 folglich im

Lichtweg 10a und 10b der Beleuchtungssysteme 5 und 7 vorgesehen.

Die Probe 4 kann mittels des Durchlichtbeleuchtungssystems 5 und/oder mittels des
Auflichtbeleuchtungssystems 7 beleuchtet werden. Licht, das von der Probe 4 aus-
geht, wird mittels eines Detektors 17 detektiert. Im Fall der Durchlichtbeleuchtung
wird Licht, das durch die Probe 4 durchgelassen wird, insbesondere mittels des De-
tektors 17 detektiert. Im Fall der Auflichtbeleuchtung wird Licht, das durch die Probe
4 reflektiert und/oder erneut emittiert wird, mittels des Detektors 17 detektiert. Die
Beleuchtungssysteme 5 und 7 kénnen ein Teil eines Mikroskops 1 sein, das insbe-
sondere als Durch- und/oder Auflichtmikroskop konstruiert sein kann. Mittels dieses

Mikroskops 1 kann ein vergrofRertes Bild der Probe 4 oder eines Teils der Probe 4
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erzeugt werden, durch den Detektor 17 detektiert werden und an den Benutzer auf

einem Monitor 18 ausgegeben werden.

Das Durchlichtbeleuchtungssystem 5 ist beispielsweise an einem Mikroskopstander
8 unter dem x-y-Tisch 2 und folglich unter der Probe 4 angeordnet. Das Auflichtbe-
leuchtungssystem 7 kann Gber dem x-y-Tisch 2 und folglich Gber der Probe 4 ange-
ordnet sein. Das Mikroskop 1 umfasst mindestens ein Objektiv 9, das Uber dem x-y-
Tisch 2 und folglich Gber der Probe 4 angeordnet ist. Das Objektiv 9 definiert eine
optische Achse, die auf die optische Achse des Durchlichtbeleuchtungssystems 5

und des Auflichtbeleuchtungssystems 7 ausgerichtet ist.

Vom Durchlichtbeleuchtungssystem 5 emittiertes Licht wird von unterhalb eines
Kondensors 11 auf den Probenhalter 3, der auf dem x-y-Tisch 2 angeordnet ist, mit
der Probe 4 gerichtet. Das die Probe 4 durchdringende Licht verlduft zum Objektiv 9
des Mikroskops 1. Innerhalb des Mikroskops wird das Licht einem Okular 20 tber

Linsen (nicht dargestellt) und Spiegel und/oder Prismen zugefihrt.

Licht, das von der Lichtquelle 7a des Auflichtbeleuchtungssystems 7 emittiert wird,
wird in ein optisches System 12 mittels eines ersten Strahlteilers 13a, z. B. eines
dichromatischen Teilers, geleitet. Mittels eines zweiten Strahlteilers 13b, z. B. auch
ein dichromatischer Teiler, wird das Licht des Beleuchtungssystems 7 in den Licht-

weg des Mikroskops 1 eingekoppelt, um die Probe 4 von oben zu beleuchten.

Der Detektor 17 ist mit dem Mikroskop 1 und einer Steuereinheit 6 verbunden. Mit-
tels dieser Steuereinheit 6 wird das vergréfRerte Bild der Probe oder eines Teils der

Probe auf dem Monitor 18 angezeigt.

Uber diesen Monitor 18, der beispielsweise als Beriihrungsbildschirm vorgesehen
sein kann, kann der Benutzer einen gewiinschten Teil der Probe 4 auswahlen, der

als Dissektat im Verlauf des Schneidprozesses geschnitten werden soll. Die Steuer-
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einheit 6 kann den Laser 22 dementsprechend steuern, um diesen gewinschten

Teil der Probe zu schneiden.

Um ein Dissektat zu empfangen, nachdem es aus der Probe 4 geschnitten wurde,
wird ein Sammelgefald 19 in einer vorbestimmten Sammelposition auf dem x-y-Tisch
2 unterhalb des Probenhalters 3 und folglich unterhalb der Probe 4 bereitgestellt.
Wenn sich das Dissektat von der Probe trennt und in einer Abwartsrichtung auf-
grund der Schwerkraft fallt, wird es im Sammelgefal® 19 in der vorbestimmten

Sammelposition gesammelt.

Wenn der Schneidprozess ohne Sammelgefal 19 in der vorbestimmten Sammelpo-
sition durchgefiihrt wird, geht das Dissektat sehr wahrscheinlich verloren. Daher ist
das Lasermikrodissektionssystem 100, insbesondere die Steuereinheit 6, dazu aus-
gelegt, eine bevorzugte Ausfuhrungsform eines Verfahrens gemafd der Erfindung
beispielsweise durch Ausfiihren einer entsprechenden Software durchzufuhren. Als
Folge davon wird der Schneidprozess nur dann eingeleitet, wenn das Sammelgefaf}
19 als in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen detektiert wird, wie nach-

stehend mit Bezug auf Fig. 2 und Fig. 3 erldutert wird.

Wenn der Schneidprozess eingeleitet wird, wird ein Laserstrahl 21 vom Laser 22
emittiert, der z. B. ein UV-Laser 22 sein kann. Mittels des ersten Strahlteilers 13a
wird der Laserstrahl 21 in das optische System 12 geleitet, das optische Elemente
14, 15 und 16 umfasst.

Eine Apertureinheit 14 kann beispielsweise eine Irisblende oder eine Auswahl aus
einer Anzahl von verschiedenen Lochblenden umfassen. Eine Fokussiereinheit 15
kann zum Ausgleichen von verschiedenen Brennpunktpositionen in einem unter-
schiedlichen Spektralbereich verwendet werden. Die Fokussiereinheit 15 kann auch
verwendet werden, um eine spezielle Brennpunktposition oder eine kontinuierliche
Veranderung der Brennpunktposition des Laserbrennpunkts wahrend des Schneid-

vorgangs auszuwahlen. Eine Dampfereinheit 16 kann in der Winkelposition veran-
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dert werden und die Dampfung basiert auf dem Prinzip der Interferenz. Uber den
Strahlteiler 13b wird der Laserstrahl 21 in den Lichtweg 10a des Mikroskops 1 ein-
gekoppelt.

Die Apertureinheit 14, die Fokussiereinheit 15 und die Dampfereinheit 16 kénnen in
ihrer Position und/oder Groéfde durch Steuersignale von der Steuereinheit 6 verdn-
dert werden. Folglich kann die Steuereinheit 6 den Laserstrahl 21 beeinflussen, um
das Dissektat genau aus der Probe 4 zu schneiden. Die Probe 4 wird insbesondere
mit Hilfe von individuellen Laserimpulsen geschnitten. Fir diesen Zweck kann die
Steuereinheit 6 die Laserimpulse mit den Verdnderungen der optischen Elemente
14, 15 und 16 und den Bewegungen des x-y-Tischs 2 synchronisieren. Der letzte
Laserimpuls des Schneidprozesses kann beispielsweise ein Impuls mit einer relativ
breiten Apertur des Laserstrahls 21 sein, um den letzten Teil der Schnittlinie zu
schneiden und das Dissektat von der Probe 4 zu trennen, das dann in Richtung des
Sammelgefalles 19 nach unten fallt. Nachdem das Dissektat aus der Probe 4 ge-
schnitten ist, wird es im Sammelgefald 19 in der vorbestimmten Sammelposition

gesammelt.

Fig. 2 zeigt schematisch eine bevorzugte Ausfihrungsform eines Verfahrens gemaf

der Erfindung als Blockdiagramm.

In Schritt 201 wird die Probe 4 im Lichtweg 10a des Beleuchtungssystems 5 bzw. im
Lichtweg 10b des Einfallsbeleuchtungssystems 7 vorgesehen. Fur diesen Zweck

wird der Probenhalter 3 auf dem x-y-Tisch 2 angeordnet.

In Schritt 202 wird das Beleuchtungssystem 5 aktiviert. Die Probe 4 wird folglich
mittels des Beleuchtungssystems 5 beleuchtet und Licht, das durch die Probe 4
durchgelassen wird, wird mittels des Detektors 17 detektiert. Ein entsprechendes
vergrof3ertes Bild der Probe 4 wird an den Benutzer auf dem Monitor 18 ausgege-

ben.
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Alternativ oder zuséatzlich kann das Beleuchtungssystem 7 aktiviert werden. Die
Probe 4 reflektiert einen Teil des Lichts durch die Beleuchtung 7. Uberdies kann die
Probe 4 durch einen Teil des Lichts angeregt werden und kann Licht selbst erneut
emittieren. Das reflektierte und das erneut emittierte Licht wird mittels des Detektors
17 detektiert.

In Schritt 203 wahlt der Benutzer den gewiinschten Teil der Probe 4 aus, der als

Dissektat im Verlauf des Schneidprozesses geschnitten werden soll.

Licht, das mittels des Detektors 17 wahrend dieser Schritte 202 und 203 detektiert
wird, wird in einem ersten Modus detektiert, in dem bekannt ist, dass kein Sammel-
gefald in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist. Vorzugsweise wird ein

erster Helligkeitswert des detektierten Lichts in diesem ersten Modus festgestellt.

Nachdem dieser gewilinschte Teil ausgewahlt wurde, wird das Sammelgefa® 19 in
der vorbestimmten Sammelposition in Schritt 204 automatisch oder manuell ange-
ordnet. Durch Drucken einer speziellen Taste am Beruhrungsbildschirm 18 kann
beispielsweise das Sammelgefal® 19 durch ein entsprechendes Positionierungssys-

tem automatisch bereitgestellt und positioniert werden.

Anschlie3end wird eine Analyse 210 durch die Steuereinheit 6 durchgefihrt. Im Ver-
lauf dieser Analyse 210 analysiert die Steuereinheit 6 das durch den Detektor 17
detektierte Licht. Uberdies filhrt die Steuereinheit 6 eine Bestimmung 220 durch, ob
das Sammelgefald 19 in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist. Diese

Bestimmung 220 wird auf der Basis dieser Analyse 210 durchgefihrt.

Im Verlauf der Analyse 210 wird das detektierte Licht auf spezifische Anderungen,
vorzugsweise auf eine bestimmte bzw. spezifische Differenz der Helligkeit, die
dadurch verursacht wird, dass das Sammelgefal® 19 im Lichtweg des Beleuch-

tungssystems 5 oder 7 vorgesehen ist, analysiert.
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Fir diesen Zweck wird das Licht mittels des Detektors 17 in Schritt 205 in einem
zweiten Modus detektiert, in dem vorausgesetzt wird, dass das Sammelgefal® 19 in
der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist. Vorzugsweise wird ein zweiter

Helligkeitswert des detektierten Lichts in diesem zweiten Modus festgestellt.

In Schritt 206 vergleicht die Steuereinheit 6 das im ersten Modus detektierte Licht
mit diesem im zweiten Modus detektierten Licht. Insbesondere wird der erste Hellig-
keitswert mit dem zweiten Helligkeitswert verglichen. Im Verlauf dieses Vergleichs
wird speziell ausgewertet, ob die Helligkeit um einen entsprechenden speziellen

Schwellenwert verringert oder erhoht ist.

Im Fall der Durchlichtbeleuchtung wird die Helligkeit des Detektionslichts um einen
entsprechenden Schwellenwert verringert, wenn das Sammelgefafly 19 in der vorbe-
stimmten Sammelpostion im Lichtweg 10a des Beleuchtungssystems 5 vorgesehen

ist.

Die Helligkeit wird zweckmafig um einen entsprechenden Schwellenwert erhoht,
wenn das Sammelgefal? 19 in der vorbestimmten Sammelposition im Lichtweg 10b

des Auflichtbeleuchtungssystems 7 vorgesehen ist.

Wenn die spezielle Differenz der Helligkeit in Schritt 206 detektiert wird, wird daher
geschlussfolgert, dass ein Sammelgefal3 19 in der vorbestimmten Sammelposition
vorgesehen ist, und die Steuereinheit 6 leitet den Laserschneidprozess in Schritt
207 ein. In Schritt 208 steuert die Steuereinheit 6 den Schneidprozess und schnei-

det das Dissektat aus der Probe 4.

In Fig. 3 sind einige Elemente des Lasermikrodissektionssystems gemafl® Fig. 1
schematisch gezeigt. In diesem speziellen Beispiel von Fig. 3 wird die Probe 4 mit-

tels des Durchlichtbeleuchtungssystems 5 beleuchtet.
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Fig. 3a charakterisiert das im ersten Modus detektierte Licht, in dem bekannt ist,
dass kein Sammelgefal 19 in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist.
Fig. 3b charakterisiert das im zweiten Modus detektierte Licht, in dem das Sammel-
gefall 19 in der vorbestimmten Sammelpostion im optischen Weg 10a des Durch-

lichtbeleuchtungssystems 5 vorgesehen ist.

In Fig. 3a ist ein Bild 18a, das durch den Detektor 17 im ersten Modus aufgenom-
men werden kann, schematisch gezeigt. Das Bild 18a kann auf dem Monitor 18 dem

Benutzer gezeigt werden.

In Fig. 3b ist ein entsprechendes Bild 18b schematisch gezeigt, das durch den De-
tektor 17 im zweiten Modus aufgenommen werden kann, wenn durch das montierte
Sammelgefal® 19 und durch die Probe 4 durchgelassenes Licht detektiert wird. Wie
zu sehen ist, ist die Helligkeit des Bildes 18b aufgrund des montierten Sammelgefa-

Res 19 in Bezug auf das Bild 18a verringert.

Bezugszeichenliste

00 Lasermikrodissektionssystem
Mikroskop, Durchlichtmikroskop
x-y-Tisch
Probenhalter
Probe

Beleuchtungssystem, Durchlichtbeleuchtungssystem

A B WN 2 2

5a Lichtquelle
Steuereinheit
Beleuchtungssystem, Auflichtbeleuchtungssystem
7a  Lichtquelle
8 Mikroskopstander
9 Objektiv
10a Lichtweg
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10b Lichtweg
11 Kondensor
12  optisches System
13a Strahlteiler
13b Strahlteiler
13c Strahlteiler
14 Apertureinheit
15  Fokussiereinheit
16  Dampfereinheit
17  Detektor
18  Monitor, Bertuhrungsbildschirm
18a Vom Detektor im ersten Modus aufgenommenes Bild
18b Vom Detektor im zweiten Modus aufgenommenes Bild
19  Sammelgefaf’
20  Okular
21 Laserstrahl
22  Laser

201 bis 208 Verfahrensschritte

210
220

Analyse

Bestimmung
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Durchfihren einer Lasermikrodissektion, um ein Dissektat aus
einer Probe (4) unter Verwendung eines Lasers (22) zu schneiden, mit den Schrit-
ten:

- Bereitstellen der Probe (4) in einem Lichtweg (10a, 10b) eines Beleuch-
tungssystems (5, 7);

- Beleuchtung der Probe (4) mittels des Beleuchtungssystems (5, 7);

- Detektion von Licht, das von der Probe (4) ausgeht, mittels eines Detek-
tors (17);

- Analyse (210) des durch den Detektor (17) detektierten Lichts;

- Bestimmung (220) auf der Basis der Analyse (210), ob ein Sammelge-
fafll (19) zum Sammeln des Dissektats in einer vorbestimmten Sammelposition be-
reitgestellt ist, in der das Dissektat im Sammelgefal} (19) gesammelt wird, nachdem
es aus der Probe (4) geschnitten ist; und

- Einleitung des Laserschneidens des Dissektats aus der Probe (4) nur
dann, wenn festgestellt wird, dass das Sammelgefal} (19) sich in der vorbestimmten

Sammelposition befindet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Analyse (210} einen Vergleich (205)
von Licht, das mittels des Detektors (17) in einem ersten Modus detektiert wird, in
dem bekannt ist, dass kein Sammelgefal} in der vorbestimmten Sammelposition
vorgesehen ist, mit Licht, das mittels des Detektors (17) in einem zweiten Modus
detektiert wird, in dem davon ausgegangen wird, dass ein Sammelgefaf} (19) in der

vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, umfasst.

3.  Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Bestimmung, ob das Sammelgefaf}
(19) in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, auf einer Detektion einer
Differenz der Helligkeit des mittels des Detektors (17) detektierten Lichts, die
dadurch verursacht wird, dass das Sammelgefaly (19) im Lichtweg des Beleuch-

tungssystems (5, 7) vorgesehen ist, basiert.
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4.  Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe (4) mittels des Beleuchtungssys-
tems (5, 7) im Verlauf einer Durchlichtbeleuchtung und/oder einer Auflichtbeleuch-

tung beleuchtet wird.

5. Lasermikrodissektionssystem (100) zum Durchfuhren einer Lasermikrodissek-
tion, das umfasst:

- einen Laser (22), der dazu ausgelegt ist, ein Dissektat aus einer Probe
(4) zu schneiden;

- ein Beleuchtungssystem (5, 7), das dazu ausgelegt ist, Licht entlang
eines Lichtweges (10a, 10b) zu emittieren;

- einen Detektor (17), der dazu ausgelegt ist, Licht, das von der Probe (4)
ausgeht, die im Lichtweg (10a, 10b) des Beleuchtungssystems (5, 7) vorgesehen
ist, zu detektieren; und

- eine Steuereinheit (6), die dazu ausgelegt ist,

- eine Analyse (210} des durch den Detektor (17) detektierten Lichts
durchzufiihren;

- eine Bestimmung (220) auf der Basis der Analyse (210) durchzu-
fuhren, ob ein Sammelgefald (19) zum Sammeln des Dissektats in einer vorbe-
stimmten Sammelposition vorgesehen ist, in der das Dissektat im Sammelgefaf}
(19) gesammelt wird, nachdem es aus der Probe (4) geschnitten ist; und

- das Laserschneiden des Dissektats aus der Probe (4) nur dann
einzuleiten, wenn festgestellt wird, dass sich das Sammelgefal (19} in der vorbe-

stimmten Sammelposition befindet.

6. Lasermikrodissektionssystem (100) nach Anspruch 5, wobei die Steuereinheit
(6) ferner dazu ausgelegt ist, im Verlauf der Analyse (210) Licht, das mittels des
Detektors (17) in einem ersten Modus detektiert wird, in dem bekannt ist, dass kein
Sammelgefal in der vorbestimmten Sammelposition vorgesehen ist, mit Licht, das

mittels des Detektors (17) in einem zweiten Modus detektiert wird, in dem davon
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ausgegangen wird, dass ein Sammelgefald (19} in der vorbestimmten Sammelposi-

tion vorgesehen ist, zu vergleichen.

7. Lasermikrodissektionssystem (100) nach Anspruch 5, wobei die Steuereinheit
(6) ferner dazu ausgelegt ist, die Bestimmung, ob das Sammelgefald (19} in der vor-
bestimmten Sammelposition vorgesehen ist, auf der Basis einer Detektion einer
Verringerung der Helligkeit des mittels des Detektors (17) detektierten Lichts durch-
zufuihren, die dadurch verursacht wird, dass das Sammelgefaf (19) im Lichtweg des

Beleuchtungssystems (5) vorgesehen ist.

8. Lasermikrodissektionssystem (100) nach Anspruch 5, wobei das Beleuch-
tungssystem ein Durchlichtbeleuchtungssystem (5) und/oder ein Auflichtbeleuch-

tungssystem (7) aufweist.
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