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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
ein Verfahren zur Scanning-Mikroskopie, bei dem eine Pro-
be gleichzeitig mit mehreren Beleuchtungsspots eines An-
regungslichts abgerastert wird, bei dem das von einem Pro-
benort, der mit einem Beleuchtungsspot bestrahlt wird, ab-
gestrahlte Licht unabhangig nachgewiesen wird von dem
Licht, welches von einem anderen Probenort, der mit ei-
nem anderen Beleuchtungsspot beleuchtet wird, abgestrahit
wird und bei dem aus dem fir die verschiedenen Probenor-
te nachgewiesenen abgestrahlten Licht ein mikroskopisches
Bild der Probe zusammensetzbar ist. Das Verfahren ist er-
findungsgeman dadurch gekennzeichnet, dass Intensitaten
der verschiedenen Beleuchtungsspots unabhangig vonein-
ander eingestellt werden und dass die Beleuchtungsspots in
einer Scanzeile hintereinander (iber die Probe geflihrt wer-
den. Die Erfindung bezieht sich auflerdem auf ein Scanning-
Mikroskop.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft in einem
ersten Gesichtspunkt ein Verfahren zur Scanning-Mi-
kroskopie nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1.
AuBBerdem bezieht sich die Erfindung auf ein Scan-
ning-Mikroskop nach dem Oberbegriff des Anspruchs
9.

[0002] Bei einem gattungsgemaflen Verfahren wird
eine Probe gleichzeitig mit mehreren Beleuchtungs-
spots eines Anregungslichts abgerastert und das von
einem Probenort, der mit einem Beleuchtungsspot
bestrahlt wird, abgestrahlte Licht wird unabhangig
nachgewiesen von dem Licht, welches von einem
anderen Probenort, der mit einem anderen Beleuch-
tungsspot beleuchtet wird, abgestrahlt wird. Aus dem
fur die verschiedenen Probenorte nachgewiesenen
abgestrahlten Licht kann ein mikroskopisches Bild
der Probe zusammengesetzt werden.

[0003] Ein gattungsgemales Scanning-Mikroskop
weist folgende Bestandteile auf: eine Lichtquelle zum
Aussenden von Anregungslicht, eine optische Trenn-
einrichtung zum raumlichen Auftrennen des Anre-
gungslichts in mehrere Beleuchtungsstrahlbundel fur
eine Mehrzahl von Beleuchtungsspots, Optikmittel
zum Leiten des Anregungslichts auf eine Probe und
zum Leiten von von der Probe abgestrahltem Licht
auf eine Detektoreinheit, eine Scaneinrichtung zum
Abrastern der Probe mit der Mehrzahl von Beleuch-
tungsspots und die Detektoreinheit zum separaten
Nachweisen des von den mit den verschiedenen
Beleuchtungsspots beleuchteten Probenorten abge-
strahlten Lichts.

[0004] Ein solches gattungsgemales Verfahren und
ein solches gattungsgemafles Scanning-Mikroskop
sind beispielsweise beschrieben in US 6,028,306.

[0005] Ublicherweise werden bei scannenden Mi-
kroskopieverfahren, die mehr als eine Aufnahme be-
nétigen, die Bildaufnahmen zeitlich nacheinander mit
demselben Anregungsstrahl ausgefihrt. Dabei wer-
den entweder vollstdndige Bilder oder einzelne Li-
nien nacheinander mit demselben Anregungsfleck
oder Anregungsspot aufgenommen. Im Fall der so-
genannten HDR-Mikroskopie (engl. High-Dynamic-
Range-Mikroscopy) werden beispielsweise drei auf-
einanderfolgende Bilder mit drei unterschiedlichen
Anregungsintensitaten aufgenommen und anschlie-
Rend miteinander verrechnet. Wegen der endlichen
Aufnahmegeschwindigkeit wird dabei die zeitliche
Auflésung im Vergleich zu einem Verfahren, bei dem
nur ein Bild aufgenommen wird, verschlechtert oder,
mit anderen Worten, die zeitlich auflésbare Proben-
dynamik wird eingeschrankt.

[0006] Der Dynamikbereich heutiger Photodetekto-
ren ist besonders fir die Laser-Scanning-Mikrosko-
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pie haufig unzureichend, um gleichzeitig einerseits
sehr feine und dunkle Strukturen und andererseits
sehr helle Bildbereiche gleichermallen empfindlich
aufzulésen. In der Fluoreszenzmikroskopie sind da-
her Teile des Bilds haufig Ubersteuert und/oder ande-
re Teile sind nicht mehr vom Hintergrundrauschen zu
unterscheiden.

[0007] Weiterhin ist die Photoschadigung von Zellen
und Gewebe durch intensive Beleuchtung bis heute
einer der Schlisselfaktoren, der mafigeblich die An-
zahl der méglichen Bildaufnahmen von lebenden Zel-
len und damit die Messzeit limitiert.

[0008] Im Bereich der Laser-Scanning-Mikroskopie
steht man somit oft an den Grenzen des Machbaren,
wenn es um die Minimierung von Bleicheffekten und
Optimierung der Detektoraussteuerung geht. Beson-
ders gut werden diese Probleme zwar beim Prinzip
der Photonenzahlung adressiert, wobei hierbei die
Vorteile eines hohen Signal-Rauschabstands jedoch
mit vergleichsweise geringer Dynamik erkauft wer-
den. Ab Z&hlraten von etwa 10 MHz wird die Z&hlung
nichtlinear und ist ab etwa 30 MHz auch kaum noch
zu korrigieren. Ein Benutzer muss deshalb sténdig
die Beleuchtung der Probe in einem optimalen Be-
reich halten, nicht zuletzt deshalb, um den unter ma-
ximaler Hochspannung betriebenen Photomultiplier
vor Zerstérung zu schitzen.

[0009] Zur Erweiterung des Dynamikbereichs ste-
hen heute im Wesentlichen drei Techniken zur Ver-
fligung. Zum einen kdnnen bessere Detektoren, bei-
spielsweise also Kameras mit einem extrem hohen
Dynamikbereich verwendet werden. Allerdings wer-
den fir die Mikroskopie heute Dynamiktiefen von 16
Bit bisher kaum erreicht. Die Verwendung hochsensi-
tiver CCD-Kameras mit einem extrem grof3en Dyna-
mikbereich kommt in der Laser-Scanning-Mikrosko-
pie aufgrund von Streulicht kaum zum Einsatz.

[0010] Das Problem des unzureichenden Dynamik-
bereichs kann weiterhin in vergleichsweise einfa-
cher Form mit mehreren Bildern umgangen werden,
die bei unterschiedlicher Belichtung aufgenommen
und anschlieBend verrechnet werden. Nachteil dieser
Methode ist nicht nur die wesentlich gré3ere Proben-
belastung, sondern auch die bendtigte Aufnahmezeit.
Fir viele Anwendungen, besonders bei Messungen
an lebenden Zellen, ist dies nicht méglich oder jeden-
falls nicht optimal.

[0011] SchlieBlich wurde ein Verfahren mit der Be-
zeichnung ,Controlled Light Exposure Microscopy”,
auch als CLEM abgekirzt, in WO 2004/102249 A1
vorgeschlagen. Fir die Laser-Scanning-Mikroskopie
wird dabei wahrend der scannenden Bildaufnahme in
einer schnellen rickgekoppelten Regelung pixelge-
nau die Belichtungszeit geregelt, indem bei Erreichen
eines bestimmten Schwellwerts im Detektor die Be-
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leuchtung fir das jeweilige Pixel ausgeschaltet und
die Belichtung somit abgebrochen wird.

[0012] Firdie sogenannte DI-Mikroskopie (engl. Dy-
namic-lllumination-Microscopy), gibt es bisher zwei
Ansatze. Bei einer ersten Verfahrensvariante wird ein
vollstdndiges Bild einer Probe oder eines Proben-
bereichs aufgenommen und auf Grundlage dieses
Bilds wird anschlielend fir jedes einzelne Pixel eine
spezifische Anregungsintensitat berechnet. Mit die-
ser berechneten Intensitédt wird das betreffende Pi-
xel dann in einer zweiten Aufnahme der Probe oder
des Probenbereichs beleuchtet. Bei diesem Verfah-
ren sind zwei Aufnahmen notwendig, weshalb auch
hier die zeitliche Auflésung verschlechtert wird und
dementsprechend die Moglichkeiten, rasch verander-
liche Vorgange in einer lebenden biologischen Probe
zu beobachten, beschrankt werden.

[0013] Bei einer zweiten Ausfluhrungsvariante der
DI-Mikroskopie wird eine Intensitdt des von einem
Probenort abgestrahlten Lichts direkt als Feedback
fir eine Regelung der auf eben diesen Probenort
eingestrahlten Intensitat verwendet. Hierzu ist eine
sehr schnelle Regelung notwendig, insbesondere,
um eine Sattigung der verwendeten Detektoren zu
vermeiden. Dies ist beispielsweise beschrieben in
DE 10 2008 034 137 A1.

[0014] Als eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung
kann angesehen werden, ein Verfahren zur Scan-
ning-Mikroskopie und ein Scanning-Mikroskop anzu-
geben, die insbesondere fir die HDR- und die DI-Mi-
kroskopie vorteilhaft eingesetzt werden kdnnen.

[0015] Diese Aufgabe wird durch das Verfahren mit
den Merkmalen des Anspruchs 1 und das Scanning-
Mikroskop mit den Merkmalen des Anspruchs 9 ge-
16st.

[0016] Das Verfahren der oben genannten Art ist er-
findungsgemal dadurch weitergebildet, dass die In-
tensitaten der verschiedenen Beleuchtungsspots un-
abhéngig voneinander eingestellt und die Beleuch-
tungsspots in einer Scanzeile hintereinander Uber die
Probe geflhrt werden.

[0017] Das Mikroskop der oben genannten Art ist
erfindungsgemaf dadurch weitergebildet, dass Ein-
stellmittel zum unabhé&ngigen Einstellen der Intensi-
taten der Beleuchtungsstrahlbiindel vorhanden sind
und die Trenneinrichtung und die Scaneinrichtung
zum Abrastern der Probe dergestalt eingerichtet sind,
dass die Beleuchtungsspots in einer Scanzeile hin-
tereinander Uber die Probe gefiihrt werden.

[0018] Als ein erster Grundgedanke der vorliegen-
den Erfindung kann angesehen werden, die Anre-
gungs- oder Beleuchtungsspots nicht mehr in ver-
schiedenen Zeilen lUber eine Probe oder einen Pro-
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benbereich zu fuhren, sondern diese in derselben
Zeile hintereinander herlaufen zu lassen. Die ge-
trennten Beleuchtungsspots werden dabei bereitge-
stellt mit Hilfe einer optischen Trenneinrichtung, die
das Anregungslicht der Lichtquelle in mehrere Be-
leuchtungsstrahlbiindel auftrennt. Wesentlich fur die
Erfindung ist aulRerdem, dass die von nebeneinan-
derliegenden, namlich in derselben Scanzeile neben-
einanderliegenden Probenorten abgestrahlte Intensi-
tat jeweils unabhangig nachgewiesen wird.

[0019] Anregungslicht im Sinn der hier beschriebe-
nen Erfindung ist elektromagnetische Strahlung, wo-
bei insbesondere die infraroten, sichtbaren und ul-
travioletten Teile des Spektrums gemeint sind. Als
Lichtquellen kénnen prinzipiell alle Quellen verwen-
det werden, die die gewiinschte elektromagnetische
Strahlung in hinreichender Intensitat bereitstellen.
Ublicherweise werden hierzu Laser verwendet. Prin-
zipiell kénnen aber auch Leuchtdioden oder andere
Leuchtmittel eingesetzt werden.

[0020] Als Detektoren kénnen prinzipiell alle Detek-
toren verwendet werden, die das von der Probe zu-
rickgestrahlte Licht hinreichend effektiv und mit aus-
reichend gutem Signal- zu Rausch-Verhaltnis nach-
weisen. Grundsatzlich kénnen hierzu auch Halblei-
terdetektoren verwendet werden. Weil der Hauptan-
wendungsfall der vorliegenden Mikroskopietechniken
die Fluoreszenz-Mikroskopie ist, wo in der Regel die
Zahlraten vergleichsweise klein sind, werden Ubli-
cherweise Photomultiplier verwendet.

[0021] Vorteilhafte Varianten des erfindungsgema-
Ren Verfahrens und bevorzugte Ausfiihrungsbeispie-
le des erfindungsgemaflen Mikroskops werden im
Folgenden, insbesondere im Zusammenhang mit
den abhéangigen Anspriichen und den Figuren, be-
schrieben.

[0022] Bei einer ersten besonders bevorzugten Aus-
fuhrungsvariante des erfindungsgeméafen Verfah-
rens werden ein vorauslaufender Beleuchtungsspot,
der auch als Pilotspot bezeichnet werden kann, und
ein nachlaufender Beleuchtungsspot Uber die Pro-
be geflihrt und eine fir den vorauslaufenden Be-
leuchtungsspot gemessene Intensitat des von ei-
nem Probenort zurlickgestrahlten oder abgestrahlten
Lichts wird verwendet zum Einstellen einer Intensi-
tat des nachlaufenden Beleuchtungsspots, wenn der
nachlaufende Beleuchtungsspot auf diesen Proben-
ort trifft.

[0023] Es werden demgemal mindestens zwei Be-
leuchtungsspots verwendet, die in einem, insbeson-
dere konstanten, Abstand Uber dieselbe Zeile der
Probe gerastert oder gescannt werden. Die Hellig-
keit des zweiten, also des nachlaufenden Beleuch-
tungsspots wird dabei entsprechend der Grundidee
der Dynamic-Illumination-Mikroskopie auf Grundlage
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des von dem ersten Beleuchtungsspot generierten
Antwortsignals, also das von dem jeweiligen Proben-
ort zurtickgestrahlte Licht, der Probe geregelt. Fur
das mit dem zweiten Beleuchtungsspot aufgezeich-
nete Bild kdnnen dann alle Vorteile des DIM-Verfah-
rens erreicht werden. Beispielsweise kdnnen die De-
tektoren gezielt in einem Bereich betrieben werden,
wo das Signal zu Rausch-Verhaltnis besonders grof
ist und aullerdem kann ein Ausbleichen der Farbstof-
fe auf ein Minimum reduziert werden.

[0024] Besonders wichtig fiir diese Verfahrensva-
riante ist, dass die Intensitat jedes einzelnen Be-
leuchtungsspots unabhéngig eingestellt wird. Erfin-
dungsgemal sind deshalb Einstellmittel zum separa-
ten Einstellen der Intensitaten der verschiedenen Be-
leuchtungsspots vorhanden.

[0025] Als Einstellmittel kbnnen insbesondere an-
steuerbare Komponenten, beispielsweise akustoop-
tische Elemente, wie AOMs, AODs und/oder AOTFs,
verwendet werden.

[0026] Bei einer weiteren besonders vorteilhaften
Variante des erfindungsgemafen Verfahrens werden
mehr als zwei, insbesondere drei Beleuchtungsspots
Uber die Probe gefihrt und die Intensitat der Beleuch-
tungsspots steigt von einem vorauslaufenden oder
ersten Beleuchtungsspot bis zu einem letzten Be-
leuchtungsspot an. Diese Verfahrensvariante ermdg-
licht die Aufnahme von mikroskopischen Bildern mit
besonders hoher Intensitatsdynamik. Diese Technik
wird, wie oben erlautert, als HDR-Mikroskopie be-
zeichnet.

[0027] Wichtig fur alle erfindungsgemafRen Varian-
ten ist die Mdglichkeit, zwei oder mehrere Anregungs-
strahlen zu erzeugen, die sich in einer rickwartigen
Brennebene eines verwendeten Objektivs im Win-
kel in der schnellen Scanrichtung unterscheiden. Das
heil3t mit anderen Worten, dass die Beleuchtungs-
spots in ein und derselben Scanzeile rasch aufeinan-
der folgen. Die Intensitaten dieser Anregungsstrah-
len, die auch als Beleuchtungsstrahlbiindel bezeich-
net werden, kdnnen erfindungsgemafl unabhangig
voneinander eingestellt werden.

[0028] Die Intensitaten der verschiedenen Beleuch-
tungsspots kénnen insbesondere fir die HDR-Mikro-
skopie unterschiedlich und insbesondere fest einge-
stellt werden. Hierzu kénnen als Einstellmittel zum
separaten Einstellen der Intensitaten der verschiede-
nen Beleuchtungsspots Strahlteiler und/oder Strahl-
abschwécher verwendet werden.

[0029] Prinzipiell kbnnen zum Generieren der Mehr-
zahl von Beleuchtungsspots verschiedene Scan-
einrichtungen und verschiedene Optiken verwendet
werden. Besonders bevorzugt werden aber zum Lei-
ten der verschiedenen Beleuchtungsspots auf die
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Probe jeweils dasselbe Mikroskopobjektiv und diesel-
be Scaneinrichtung eingesetzt.

[0030] Grundsatzlich kann die Trenneinrichtung zum
raumlichen Auftrennen des Anregungslichts in meh-
rere Beleuchtungsstrahlenbiindel an jedem Ort des
Anregungsstrahlengangs positioniert werden. Be-
sonders bevorzugt ist die Trenneinrichtung im Strah-
lengang zwischen der Lichtquelle und der Scanein-
richtung angeordnet.

[0031] Die mit den mehreren Beleuchtungsspots er-
haltenen Bilddaten kénnen zweckmafig zu einem ge-
meinsamen Bild verrechnet werden.

[0032] Wesentlich flr die vorliegende Erfindung ist
das Generieren von mehreren in einer Scanzeile
nebeneinander liegenden Beleuchtungs- oder An-
regungsspots, wobei das von den mit diesen Be-
leuchtungsspots beleuchteten Probenorten abge-
strahlte Licht unabhéngig voneinander detektiert wer-
den kann. Insbesondere kénnen erfindungsgemaf
aulerdem die verschiedenen Beleuchtungsspots in
ihrer Intensitdt voneinander unabhéngig eingestellt
werden.

[0033] Furdas Anwendungsbeispiel der HDR-Mikro-
skopie durch das Scannen von mehreren aufeinan-
derfolgenden Beleuchtungsspots in derselben Scan-
zeile einer Probe kann die Bildaufnahme insgesamt
um einen der Anzahl der Beleuchtungsspots entspre-
chenden Faktor beschleunigt werden. Vorgange in
einer lebenden biologischen Probe kénnen deshalb
mit einer entsprechend grdlReren zeitlichen Dyna-
mik beobachtet werden. Fur solche Messungen muss
fur die Intensitatsverhaltnisse der einzelnen Beleuch-
tungsspots nur gewahrleistet sein, dass der voraus-
laufende Strahl die geringste Intensitat aufweist und
die Intensitaten der in der Scanzeile folgenden Be-
leuchtungsstrahlen von Strahl zu Strahl gréfRer wer-
den. Dies kann beispielsweise durch Strahlteiler und
Strahlabschwécher bewerkstelligt werden.

[0034] Fur das Anwendungsbeispiel der Dynamic-II-
lumination-Mikroskopie wird der raumliche und damit
auch zeitliche Abstand zwischen dem vorauslaufen-
den Beleuchtungsspot, der auch als Pilotspot oder
Pilotstrahl bezeichnet wird, und dem nachlaufenden
Beleuchtungsspot dazu genutzt, die fir den zwei-
ten Beleuchtungsspot einzustellende Intensitat zu er-
rechnen, wenn der zweite Beleuchtungsspot auf den
entsprechenden Probenort trifft. Mit anderen Wor-
ten wird also auf Grundlage der Probenantwort eines
bestimmten Probenorts nach Bestrahlung mit dem
vorauslaufenden Beleuchtungsspot eine Intensitat fir
den zweiten Beleuchtungsspot errechnet, wenn die-
ser auf den Probenort fallt.

[0035] Die Anforderung an die Schnelligkeit der Re-
gelung kann deshalb mit dem erfindungsgeméfien
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Verfahren gesenkt werden und diese Anforderung
ist jedenfalls kleiner als fir eine Situation, bei der
Beleuchtungsintensitat noch wahrend einer Verweil-
dauer eines Beleuchtungsspots auf einem Probenort
nachgeregelt werden soll.

[0036] Beieiner Geschwindigkeit von x Pixeln/Mikro-
sekunde und einem Abstand der beiden Anregungs-
spots in der Scanzeile von y Pixeln wird eine Zeit, die
ein Signal zum Durchlaufen der Regelstrecke brau-
chen darf, etwa y/x sein. Im Vergleich dazu betragt
diese Zeit bei einer direkten Regelung weniger als 1/
x und ist demgemal um einen Faktor y kleiner.

[0037] Das erfindungsgemalle Mikroskop, das ins-
besondere zur Durchfihrung des erfindungsgema-
Ren Verfahrens geeignet ist, kann ein konfokales Mi-
kroskop sein. Beispielsweise kann die Detektorein-
heit konfokale Detektoren aufweisen. Als konfokal
wird ein Detektor bezeichnet, wenn er selbst oder ei-
ne dem Detektor vorgeschaltete Blende in oder in der
Né&he einer konfokalen Ebene positioniert ist. Als kon-
fokale Ebene wird eine zu einer probenseitigen Bren-
nebene des Mikroskopobjektivs optisch konjugierte
Ebene des Detektionsstrahlengangs bezeichnet. Ei-
ne in einer konfokalen Ebene angeordneten Blen-
de, beispielsweise vor einem Detektor, beschrankt
die Lichtaufnahme des Detektors auf ein kleines Ziel-
volumen am Probenort. Entsprechend wird fiir eine
konfokale Lichtquelle die Beleuchtung der Probe auf
ein kleines Zielvolumen auf oder in der Probe be-
schrankt.

[0038] Weitere Vorteile und Merkmale des erfin-
dungsgemaflen Verfahrens und des erfindungsge-
mafRen Scanning-Mikroskops werden im Folgenden
mit Bezug auf die Figuren erlautert. Es zeigt:

[0039] Fig. 1: Ein erstes Ausflihrungsbeispiel eines
erfindungsgemafRen Scanning-Mikroskops und

[0040] Fig. 2: Ein zweites Ausfiihrungsbeispiel eines
erfindungsgemaflen Scanning-Mikroskops.

[0041] Ein erstes Ausflhrungsbeispiel eines erfin-
dungsgemalen Verfahrens und eines erfindungsge-
mafen Scanning-Mikroskops 100 wird mit Bezug auf
Fig. 1 erldutert. Als wesentliche Komponenten sind
dort eine Lichtquelle 10, insbesondere ein Laser, zum
Aussenden von Anregungslicht 12, Optikmittel 20,
30, 40, 50 sowie eine Detektoreinheit 60 gezeigt.

[0042] Als Teil der Optikmittel ist zunachst eine op-
tische Trenneinrichtung 20 vorhanden, mit welcher
das Anregungslicht 12 in eine Mehrzahl von Beleuch-
tungsstrahlbiindel 14, 16, 18 aufgetrennt wird, wobei
diese Beleuchtungsstrahlbiindel 14, 16, 18 zum Ge-
nerieren einer Mehrzahl von unterschiedlichen Be-
leuchtungsspots 54, 56, 58 auf einer Probe 70 die-
nen.

5/11

2015.06.18

[0043] Weiterer Bestandteil der Optikmittel ist ein
Hauptfarbteiler 40, durch den die Beleuchtungs-
strahlblindel 14, 16, 18 hindurchtreten. Anschlief3end
gelangen die Beleuchtungsstrahlbiindel 14, 16, 18
Uber eine Optik 34 auf eine Scaneinrichtung 30, mit
welcher sie erfindungsgemal so ber die Probe 70
gescannt oder gerastert werden, dass die Beleuch-
tungsspots 54, 56, 58, wie in Fig. 1 schematisch dar-
gestellt, in einer Scanzeile 72 nebeneinander oder,
gleichbedeutend, nacheinander tber die Probe 70
gefiihrt werden. Die Scanrichtung ist in dem in Fig. 1
gezeigten Beispiel die negative x-Richtung, was an-
hand des schematisch dargestellten Koordinatensys-
tems ersichtlich ist.

[0044] Mit einem Mikroskopobjektiv 50 werden die
Beleuchtungsspots 54, 56, 58 dann auf oder in die
Probe fokussiert und beleuchten dort Probenorte 74,
76, 78, wie in Fig. 1 dargestellt. In Reaktion auf das
einfallende Anregungslicht wird von diesen Proben-
orten 74, 76, 78 jeweils Licht 84, 86, 88 abgestrahilt,
das Uber dasselbe Mikroskopobjektiv 50 zuriick auf
den Scanner 30 und den Hauptfarbteiler 40 geleitet
wird.

[0045] Fir den wichtigen Anwendungsfall der Fluo-
reszenzmikroskopie weist das zurtickgestrahlte Fluo-
reszenzlicht in der Regel grofiere Wellenlangen als
das Anregungslicht auf. Der Hauptfarbteiler 40 ist so
beschaffen, dass Licht dieser hdheren Wellenlangen
reflektiert wird. Das von den Probenorten 74, 76, 78
abgestrahlte Licht 84, 86, 88 wird demgemaf’ mit Hil-
fe der Optik 67 in Richtung einer konfokalen Blende
69 und der Detektoreinheit 60 weitergeleitet.

[0046] In der Detektoreinheit 60 ist fir jeden der Be-
leuchtungsspots 54, 56, 58 ein separater Detektor
64, 66, 68 vorhanden, so dass das von den Beleuch-
tungsspots 54, 56, 58 generierte abgestrahlte Licht
84, 86, 88 der Probe 70 jeweils fiir jeden beleuchteten
Probenort 74, 76, 78 separat nachgewiesen werden
kann. Vor den Detektoren 64, 66, 68 ist im gezeig-
ten Beispiel eine einzige konfokale Blende 69 posi-
tioniert, so dass die in Fig. 1 dargestellte Anordnung
100 insgesamt zur Durchfiihrung von konfokaler Mi-
kroskopie geeignet ist. Prinzipiell kann auch vor je-
dem einzelnen Detektor 64, 66, 68 eine separate kon-
fokale Blende angeordnet sein.

[0047] Wesentlich fir die vorliegende Erfindung ist
bei dem Ausflihrungsbeispiel aus Fig. 1, dass die
Probe 70 mit einer Mehrzahl von Beleuchtungsspots
54, 56, 58 gleichzeitig abgerastert wird, wobei die-
se Beleuchtungsspots 54, 56, 58 in ein und dersel-
ben Scanzeile 72 Uber die Probe geflihrt werden.
Wichtig und wesentlich fiir die Erfindung ist auler-
dem, dass die Intensitdten der verschiedenen Be-
leuchtungsspots unabhangig voneinander eingestellt
werden konnen. Im gezeigten Ausfiihrungsbeispiel
ist die Intensitat 1(54) des Beleuchtungsspots 54 klei-
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ner ist als die Intensitat 1(56) des Beleuchtungsspots
56, die wiederum kleiner ist als die Intensitat 1(58) des
Beleuchtungsspots 58.

[0048] Diese GroRenrelationen sind in Fig. 1 durch
die Ungleichung [(14) < [(16) < [(18) wiedergegeben.

[0049] Durch diese Wahl der Intensitaten der ein-
zelnen Beleuchtungsspots 54, 56, 58 kann ein Aus-
bleichen der Farbstoffe in vorteilhafter Weise auf
ein Minimum reduziert werden und es kdnnen mi-
kroskopische Bilder mit sehr groRRer Helligkeitsdyna-
mik erreicht werden. Dieses Verfahren wird als HDR-
Mikroskopie bezeichnet. Die geeignete Einstellung
der Intensitaten erfolgt mit Hilfe von in der Fig. 1
schematisch dargestellten Einstellmitteln 24, 26, 28,
die der Trenneinrichtung 20 nachgeordnet sind und
die Beleuchtungsstrahlbiindel 14, 16, 18 auf die ge-
wulnschte Intensitat abschwachen. Dies kann prinzi-
piell mit Hilfe von Stahlteilern oder Strahlabschwa-
chern geschehen. Um den fir die HDR-Mikroskopie
gewulnschten Vorteil der Reduzierung des Ausblei-
chens zu erreichen, ist es wichtig, dass der in Scan-
richtung erste oder vorlaufende Beleuchtungsspot 54
die niedrigste und der letzte Beleuchtungsspot 58 die
hdchste Intensitat aufweist. In Fig. 1 ist die Scanrich-
tung entlang der Scanzeile 72 durch einen Pfeil 73
dargestellt.

[0050] Die Detektoreinheit 60 ist mit einer Steuer-
und Auswerteeinheit 90 verbunden, was in Fig. 1
durch einen Pfeil 96 schematisch dargestellt ist. In
der Steuer- und Auswerteeinheit 90 kdnnen bei-
spielsweise die von den Detektoren 64, 66, 68 gelie-
ferten Messdaten zu einem einzigen Bild verrechnet
werden. Prinzipiell kann diese Steuer- und Auswerte-
einheit 90 wirkungsmaRig mit den Einstelimitteln 24,
26, 28, bei denen es sich insbesondere auch um an-
steuerbare Komponenten, beispielsweise akustoop-
tische Komponenten, handeln kann, verbunden sein.

[0051] Ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel eines erfin-
dungsgemalen Scanning-Mikroskops, welches zur
Durchfihrung von DI-Mikroskopie (engl. Dynamic-II-
lumination-Microscopy) geeignet ist, wird mit Bezug
auf Fig. 2 erldutert. Die wesentlichen Bestandteile
des dort gezeigten Scanning-Mikroskops 100 ent-
sprechen denjenigen des ersten, in Fig. 1 gezeigten
Beispiels. Generell sind gleiche oder gleich wirkende
Bestandteile in den Figuren mit denselben Bezugs-
zeichen gekennzeichnet.

[0052] Abweichend von der in Fig. 1 gezeigten Va-
riante eines Scanning-Mikroskops 100 werden bei
Fig. 2 nur zwei Beleuchtungsspots, ndmlich ein vor-
auslaufender Beleuchtungsspot 54 und ein nachlau-
fender Beleuchtungsspot 58 in ein und derselben
Scanzeile 72 tiber die Probe 70 gefihrt. Dementspre-
chend weist die Detektoreinheit 60 in diesem Beispiel
nur zwei Detektoren 64, 68, mit einer davor positio-
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nierten konfokalen Blende 69 auf. Prinzipiell ist es,
wie im Beispiel aus Fig. 1, auch hier méglich, dass je-
der Detektor eine eigene konfokale Blende und/oder
eine eigene Detektoroptik aufweist.

[0053] Die Messinformation der Detektoreinheit 60,
also die Messinformationen der Detektoren 64, 68
werden einer Steuer- und Auswerteeinheit 90 zuge-
fuhrt, was in Fig. 2 schematisch durch den Pfeil 96
dargestellt ist. Die von dem Detektor 64 gelieferte
Messinformation entspricht dem von dem Probenort
74, der in der in Fig. 2 dargestellten Situation von
dem vorauslaufenden Beleuchtungsspot 54 beleuch-
tet wird, als Antwort oder Response auf diesen Be-
leuchtungsspot 54 ab- oder zuriickgestrahlten Licht
84.

[0054] Die Steuer- und Auswerteeinheit 90 ist zum
Liefern von Stellsignalen mit einem Einstellmittel 25
fir das Beleuchtungsstrahlbiindel 14 sowie einem
Einstellmittel 29 fiir das Beleuchtungsstrahlbiindel 18
wirkungsmaRig verbunden, was in Fig. 2 durch den
Pfeil 92 dargestellt ist. Auf Grundlage der von dem
Detektor 64 fir den Probenort 74 gelieferten Messin-
formation errechnet die Steuer- und Auswerteeinheit
90 eine Stellgrofe fir das Einstellmittel 29, mit wel-
chem die Intensitdt des Beleuchtungsstrahlbiindels
eingestellt wird, wenn dieses Beleuchtungsstrahlbiin-
del 18 als nachlaufender Beleuchtungsfleck auf den
Probenort 74 trifft.

[0055] Bei den Einstellmitteln 25, 29 kann es sich
bevorzugt um akustooptische Einstellmittel, wie AOM
und AOTF, handeln. Mit Hilfe von AOTFs kdnnen
prinzipiell auch die Intensitaten von mehreren Farben
gezielt und rasch eingestellt werden. Im Vergleich
zu bekannten Anordnungen zur DI-Mikroskopie kann
mit dem hier beschriebenen Verfahren die Anforde-
rung an die Schnelligkeit der Regelung reduziert wer-
den, weil diese nicht mehr so rasch sein muss, dass
die Regelung der Anregungsintensitat noch wahrend
der Verweildauer des Anregungsspots auf einen be-
stimmten Probenort erfolgen muss. Andererseits ist
die hier vorgeschlagene L6sung deutlich schneller als
die Varianten, bei denen zunachst ein ganzes Bild ei-
ner Probe aufgenommen wird und anschliel3end die
Probe noch einmal, dann mit den errechneten neuen
punktspezifischen Intensitaten beaufschlagt wird.

[0056] Die grundlegende funktionale Abhangigkeit
der Intensitat 1(18) des Beleuchtungsstrahlblindels
18 von der fir das Licht 84 gemessenen Intensitét ist
in Fig. 2 durch die Gleichung

1(18) = f(1(84)) wiedergegeben.

[0057] Mit der vorliegenden Erfindung wird ein Scan-
ning-Mikroskop und ein Verfahren zur Scanning-Mi-
kroskopie bereitgestellt, die insbesondere fir die
HDR-Mikroskopie und die DI-Mikroskopie erhebliche
Verbesserungen und Vereinfachungen ermdéglicht,
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die mit geringem apparativem Aufwand bewerkstel-
ligt werden kénnen.

[0058] Die in den Fig. 1 und Fig. 2 dargestell-
ten optischen Anordnungen sind beispielhafter Na-
tur. Bei Varianten hierzu kénnte beispielsweise die
Probe auch in Durchlicht beleuchtet werden. Aul3er-
dem kann prinzipiell die relative Anordnung der Pro-
be und des Detektors zum Hauptfarbverteiler 40 so
sein, dass die Beleuchtungsstrahlbiindel 14, 16, 18
vom Hauptfarbteiler 40 reflektiert werden, das Fluo-
reszenzlicht aber durch den Hauptfarbteiler hindurch-
tritt.

Bezugszeichenliste

10 Lichtquelle

12 Anregungslicht

14 Beleuchtungsstrahl-
bindel

16 Beleuchtungsstrahl-
bindel

18 Beleuchtungsstrahl-
bindel

20 optische Trenneinrich-
tung

24, 25, 26, 28, 29 Einstellmittel zum se-
paraten Einstellen der
Intensitat

30 Scaneinrichtung

34 Optik

40 Hauptfarbteiler

50 Mikroskopobjektiv

54 Beleuchtungsspot

56 Beleuchtungsspot

58 Beleuchtungsspot

60 Detektoreinheit

64 Detektoreinheit

66 Detektoreinheit

67 Optik

68 Detektoreinheit

69 konfokale Blende

70 Probe

72 Scanzeile

73 Scanrichtung

74 Probenort

76 Probenort

78 Probenort

84 von Probenort 74 ab-
gestrahltes Licht

86 von Probenort 76 ab-
gestrahltes Licht

88 von Probenort 78 ab-
gestrahltes Licht

20, 30, 40, 50 Optikmittel

90 Steuer- und Auswerte-
einheit

92 Pfeil

96 Pfeil

711
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Scanning-Mikroskopie,
bei dem eine Probe (70) gleichzeitig mit mehreren
Beleuchtungsspots (54, 56, 58) eines Anregungs-
lichts abgerastert wird,
bei dem das von einem Probenort (74), der mit einem
Beleuchtungsspot (54) bestrahlt wird, abgestrahite
Licht (84) unabhangig nachgewiesen wird von dem
Licht (86), welches von einem anderen Probenort
(76), der mit einem anderen Beleuchtungsspot (76)
beleuchtet wird, abgestrahlt wird, und
bei dem fiir die unterschiedlichen Probenorte nach-
gewiesenen abgestrahlten Licht ein mikroskopisches
Bild der Probe (70) zusammensetzbar ist,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Intensitdten der verschiedenen Beleuch-
tungsspots (54, 56, 58) unabhangig voneinander ein-
gestellt werden und
dass die Beleuchtungsspots (54, 56, 58) in einer
Scanzeile (72) hintereinander Gber die Probe (70) ge-
fihrt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mehr als zwei, insbesondere drei, Be-
leuchtungsspots (54, 56, 58) Uber die Probe (70) ge-
fihrt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass ein vorauslaufender Beleuchtungsspot (54) und
ein nachlaufender Beleuchtungsspot (58) Uber die
Probe (70) gefiihrt werden und
dass eine flr den vorauslaufenden Beleuchtungs-
spot (54) gemessene Intensitat des von einem Pro-
benort (74) abgestrahlten Lichts (84) verwendet wird
zum Einstellen einer Intensitdt des nachlaufenden
Beleuchtungsspots (58) wenn der nachlaufende Be-
leuchtungsspot (58) auf diesen Probenort (74) trifft.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Intensitat der Beleuchtungs-
spots (54, 56, 58) von einem vorauslaufenden Be-
leuchtungsspot (54) bis zu einem letzten Beleuch-
tungsspot (58) ansteigt.

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Intensitaten der verschiedenen
Beleuchtungsspots (54, 56, 58) unterschiedlich ein-
gestellt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 2 oder 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Intensitdten der verschiede-
nen Beleuchtungsspots (54, 56, 58) fest eingestellt
sind.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die fiir die mehreren
Beleuchtungsspots (54, 56, 58) erhaltenen Messwer-
te zu einem gemeinsamen Bild verrechnet werden.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass zum Leiten der ver-
schiedenen Beleuchtungsspots (54, 56, 58) auf die
Probe (70) jeweils dasselbe Mikroskopobjektiv (50)
und dieselbe Scaneinrichtung (30) verwendet wer-
den.

9. Scanning-Mikroskop, insbesondere zum Durch-
fuhren des Verfahrens nach einem der Anspriche 1
bis 8,
mit einer Lichtquelle (10) zum Aussenden von Anre-
gungslicht (12),
mit einer optischen Trenneinrichtung (20) zum rdum-
lichen Auftrennen des Anregungslichts (12) in meh-
rere Beleuchtungsstrahlblindel (14, 16, 18) fir eine
Mehrzahl von Beleuchtungsspots (54, 56, 58),
mit Optikmitteln (20, 30, 40, 50) zum Leiten des Anre-
gungslichts (12) auf eine Probe (70) und zum Leiten
von von der Probe (70) abgestrahltem Licht (84, 86,
88) auf eine Detektoreinheit (60),
mit einer Scaneinrichtung (30) zum Abrastern der
Probe (70) mit der Mehrzahl von Beleuchtungsspots
(54, 56, 58) und
mit der Detektoreinheit (60) zum separaten Nachwei-
sen des von den mit den verschiedenen Beleuch-
tungsspots (54, 56, 58) beleuchteten Probenorten
(74, 76, 78) abgestrahlten Lichts (84, 86, 88),
dadurch gekennzeichnet,
dass Einstellmittel (24, 26, 28; 25, 29) zum unabhan-
gigen Einstellen der Intensitdten der Beleuchtungs-
strahlbiindel (14, 16, 18) vorhanden sind und
dass die Trenneinrichtung (20) und die Scaneinrich-
tung (30) zum Abrastern der Probe (70) dergestalt
eingerichtet sind, dass die Beleuchtungsspots (54,
56, 58) in einer Scanzeile (72) hintereinander Uber die
Probe (70) gefiihrt werden.

10. Scanning-Mikroskop nach Anspruch 9, da-
durch gekennzeichnet, dass die Trenneinrichtung
(20) im Strahlengang zwischen der Lichtquelle (10)
und der Scaneinrichtung (30) angeordnet ist.

11. Scanning-Mikroskop nach Anspruch 9 oder
10, dadurch gekennzeichnet, dass als Einstellmittel
(24, 26, 28) Strahlteiler und/oder Strahlabschwéacher
vorhanden sind.

12. Scanning-Mikroskop nach einem der Anspri-
che 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass als Ein-
stellmittel (25, 29) ansteuerbare Komponenten, ins-
besondere akustooptische Komponenten wie AOTF,
AOM, AOD, vorhanden sind.

13. Scanning-Mikroskop nach einem der Anspri-
che 9 bis 12, welches ein konfokales Scanning-Mi-
kroskop ist.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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