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Vorrichtung und Verfahren zur optischen Messung von chemischen und/oder

biologischen Proben

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur optischen Messung
von chemischen und/oder biologischen Proben. Die erfindungsgeméBe
Vorrichtung sowie das erfindungsgeméaBe Verfahren sind insbesondere zum

Einsatz in Hoch- und Medium-Durchsatzscreening-Anlagen geeignet.

Fur die mikroskopische optische Untersuchung von Proben gibt es verschiedene
MeBmethoden, die unterschiedliche Informationen liefern. Dabei kénnen
entweder Bild- oder Punktmessungén durchgefiihrt werden. Bei Bildmessungen
wird im Allgemeinen der Wert einer physikalischen GroBe in Abhéngigkeit vom
MeBort aufgezeichnet. Die Messung dieser physikalischen GréBe erfolgt entweder
an vielen verschiedenen Punkten bzw. MeBorten parallel oder jeweils nur an
einem Punkt und der Ort dieses Punktes, d.h. der MeBort, wird variiert. Letzteres
wird oft als "Abrastern" der Probenfliche bezeichnet. Dabei muss jede
Einzelmessung sehr schnell erfolgen, um innerhalb einer vertretbaren Zeit die

Bildmessung abschlieen zu kdnnen.

Als BildmeBmethoden kénnen z.B. eingesetzt werden: Hellfeld-, Dunkelfeld-,
Total-Internal-Reflection-, Fluoreszenz-, 2-Photonen-Fluoreszenz-, Fluoreszenz-
Lebensdauer-, Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie-, Polarisations und
Fluoreszenz-Polarisations-Mikroskopie. AuBerdem koénnen diese Methoden mit

unterschiedlichen Detektoren, wie z.B. Zeilen- oder Flachenkameras, ausgefuhrt
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werden, und es gibt teilweise auch die Méglichkeit, sie sowohl in konventioneller

als auch konfokaler Anordnung einzusetzen.

Im Gegensatz zur Bildmessung wird bei Punktmessungen die Messung nur an
einem einzigen Ort in der Probe durchgefiihrt bzw. es wird die Ortsinformation
nicht ausgewertet oder es wird gleichzeitig Uber eine Vielzahl von MeBorten
gemittelt (konventionelle Messung mit einem groBflaichigen Detektor).
Dementsprechend kann die einzelne Messung sowohl komplexer als auch
zeitaufwendiger sein. Die Komplexitat kann sich sowohl auf die MeBapparatur als
auch auf die sich ergebenden Daten (z.B. ganze Spektren) beziehen. Z.B.
zeichnet die PunktmeBmethode Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) die
Fluktuation eines aus einem kleinen Volumen kommenden Fluoreszenzsignals
Uber einen lédngeren Zeitraum auf und leitet daraus Informationen (iber
photophysikalische, chemische und physikalische Eigenschaften fluoreszenter
Partikel und Molekdile in diesem Volumen ab. Bei diesen Messungen geht man oft
davon aus, dass das betrachtete Volumen reprédsentativ fiir die Probe ist. Dies
stimmt sicherlich flir homogene Proben recht gut, jedoch nur in eingeschrinktem
MaBe, wenn auch strukturierte Komponenten in der Probe vorkommen. Als
mogliche PunktmeBmethoden kommen u.a. aber nicht ausschlieBlich FCS, FIDA,
Fluoreszenz-Emissions-, Fluoreszenz-Anregungs- und Absorptions-Spektroskopie,
Fluoreszenz-Lebensdauer-Spektroskopie und Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen
in Betracht, wie sie in vielen wissenschaftlichen und technischen Publikationen
beschrieben werden. Die Messungen konnen vielfach sowoh! in konventioneller

als auch in konfokaler Anordnung erfolgen.

Fir die Charakterisierung von Substanzen auf mdogliche pharmazeutische oder
medizinische Anwendungen ist oftmals eine Untersuchung mit sowohl Bild- als
auch PunktmeBmethoden sinnvoll und notwendig. Dann kdnnen aus Proben, die
sowohl homogene, wie auch strukturierte Komponenten enthalten, Informationen
Uber alle Komponenten extrahiert werden. Beispielsweise soll die Reaktion einer

Probe von Zellen, von denen angenommen wird, dass sie bestimmte Molekiile in
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die sie umgebende Loésung abgeben, auf eine zugegebene Testsubstanz
untersucht werden. Uber FCS kann in der Lésung eine unter Umstinden
auftretende biochemische Reaktion nachgewiesen werden, wé&hrend die
Fluoreszenzmikroskopie eine Untersuchung der Zellschicht erlaubt und z.B.

Hinweise auf eine mdgliche Toxizitdt der Testsubstanz gibt.

Mit Hilfe der Mehrkanal-Mikroskopie konnen bei einer Probe mit
BildmeBmethoden mehrere Messungen des gleichen Probenbereiches unter
verschiedenen MeBbedingungen bzw. mit verschiedenen Detektoren erfolgen.
Hiermit wird z.B. die Verteilung von verschiedenen Fluorophoren in der Probe, die
sich anhand ihrer photophysikalischen Eigenschaften, wie den Anregungs-,

Emissionsspektren und/oder Fluoreszenzlebensdauer, unterschieden, bestimmt.

Als Gerate, die BildmeBmethoden mit PunktmeBmethoden kombinieren, ist das
FCS-Instrument fir intrazellulare FCS von Brock (s. z.B. Brock, "Fluorescence
Correlation Microscopy and Quantitative Microsphere Recruitment Assay",
Dissertation, 1999) zu nennen. Dieses Gerat besteht aus einem
Fluoreszenzmikroskop, welches um die fir FCS notwendigen Teile ergénzt wurde.
Die Wahl zwischen den MeBmethoden der Mikroskopie oder FCS erfolgt durch

einen im Strahlengang angeordneten Klappspiegel.

Ein derartiges mechanisches Umschalten des Strahlenganges mit Hilfe eines
Klappspiegels fihrt zum einen dazu, dass die Positionen der verschiedenen
MeBvolumina zueinander bestimmt werden missen. In Hochdurchsatz-
Anwendungen kommt hinzu, dass dieser Schaltzyklus haufig durchgefihrt
werden muss, so dass ein mechanischer Verschlei3 der Bauteile auftritt. Dieser
VerschleiBprozess beeinfluBt insbesondere auch eine zuvor bestimmte
Relativposition der MeBvolumina, so dass eine Neubestimmung in regelméaBigen
Abstanden wiederholt werden miisste. Ggf. muss sogar die gesamte Schalteinheit
auf Grund des VerschleiBes ausgewechselt werden. Vor allem fiir Hochdurchsatz-

Anwendungen ergibt sich auch noch der Nachteil, dass durch den Schaltvorgang
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MeBzeit verloren geht, und dadurch der erzielbare Probendurchsatz verringert

wird.

So genannte Laser-Scanning-Mikroskope (LSM) erzeugen ein zweidimensionales
Bild einer Probe durch ein sequenzielles Abrastern der Objektebene mit einem
einzelnen kleinen MeBvolumen. Aus der Kenntnis der Position des MeBvolumens
zu jedem Zeitpunkt und dem dazu aufgenommenen MeBwert kann ein Bild dieser
Ebene erzeugt werden. Als mdgliche Signale kommen Reflexions- und
Fluoreszenzintensitét, aber auch Anisotropie und Fluoreszenz-Anisotropie in
Betracht. Bei diesen Mikroskopen ist eine Kombination mit PunktmeBmethoden,
wie z.B. der Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie, relativ einfach, da nur die
Bewegung des MeBvolumens ausgeschaltet werden muss, um eine ausreichende

MefBzeit zu erhalten.

Die Verwendung von Laser-Scanning-Mikroskopen hat den Nachteil, dass die
MeBzeiten der einzelnen Bilder relativ hoch sind. Der Einsatz derartiger
Mikroskope ist fir das Hochdurchsatz-Screening daher nicht méglich, da die
erforderlichen geringen MeBzeiten bei ausreichender Signalqualitét nicht erreicht
werden konnen. Bei kurzen MeBzeiten weisen die MeBergebnisse nur ein geringes
Signal-zu-Rausch-Verhdltnis auf, so dass es erforderlich ist, Gber mehrere Bilder
zu mitteln. Diese Mittelung wird zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-
Verhaltnisses durchgefihrt und ist deshalb bei kurzen MeBzeiten fiir ein einzelnes
Bild notwendig. Bei langen MeBzeiten kann man auch ohne Mittelung ein
ausreichendes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erhalten. Dies erhéht wiederum die
MeBzeit. Ferner ist das Laser-Scanning-Mikroskop auf das Verwenden relativ

aufwendiger bildgebender Verfahren beschrankt.

Um mehrere Fluorophore in einem Mikroskop anhand ihrer Anregungs- und
Emissionsspektren unterscheiden zu kénnen, werden bei Mehrkanal-Mikroskopen
spezielle optische Filter, Farbkameras und abbildende Spektrographen

verwendet,
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Wenn optische Filter verwendet werden, kommen in der Regel mindestens drei
Filter zum Einsatz. Der erste Filter legt den Anregungswellenldangenbereich fest,
der zweite Filter ist ein dichromatischer Spiegel, der das Anregungslicht
reflektiert und das Emissionslicht transmittiert (oder umgekehrt). Vor dem
Detektor wird ein weiterer Filter eingebracht, der nur den Emissionsbereich
durchlaBt. Fur die Detektion verschiedener Fluorophore gibt es die Méglichkeit,
alle drei Filter auszutauschen, wie es standardmiaBig in den kommerziell
erhéltlichen Mikroskopen gemacht wird. Alternativ kann auch ein einzelner
Filtersatz fir mehrere Farbstoffe aufgebaut werden, wenn die Anregungs- und
Emissionswellenldngen weit genug voneinander entfernt sind, wie es z.B. fir die
Farbstoffe DAPI, FITC und TRITC der Fall ist. Wenn diese Farbstoffe getrennt
aufgenommen werden sollen, kann ein Farbfilm oder eine Farb-CCD-Kamera
verwendet werden. Es kann auch eine SchwarzweiB-Kamera in Kombination mit
wahlbarem Anregungsspektrum verwendet werden, wie es z.B. auch in den so
genannten Pinkel-Filtersatzen gemacht wird. Mit Filtersdtzen gibt es auch die
Méglichkeit, Farbstoffe anhand ihrer Stokesverschiebung zu unterscheiden. So
lassen sich verschiedene Farbstoffe mit der gleichen Wellenldnge anregen und
unterscheiden sich in der  unterschiedlichen Verschiebung des

Emissionsspektrums.

Bei Mehrkanal-Mikroskopen missen h&ufig zwischen den einzelnen Messungen
einer oder mehrere Filter gewechselt werden. Dies hat fir die Anwendung in
Hochdurchsatz-Systemen erhebliche Nachteile, wie z.B. Verschlei der Bauteile
oder MeBzeitverluste, die sich durch die Schaltzeiten ergeben. Systeme, die
mehrere Farbstoffe gleichzeitig detektieren konnen, sind auf nur wenige
Farbstoffkombinationen beschrankt, da sich die Emissionsspektren ausreichend
unterscheiden mussen und sich nicht mit den Anregungsspektren der anderen
Farbstoffe lberlagern durfen. AuBerdem ist die Herstellung derartiger optischer
Filter, die fir mehrere Farbstoffe geeignet sind, sehr aufwindig, so dass der

Wechsel zu anderen Farbstoffen durch die betrachtlichen Entwicklungs- und
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Herstellungskosten behindert wird. Dadurch ist man in der Wahl der méglichen
Farbstoffe erheblich eingeschrankt. Dieser Nachteil gilt auch fiir die Systeme, die
auf Spektrographen basieren, da auch bei Spektrographen das Anregungslicht
abgeschwacht sein muss. AuBerdem eignen sich abbildende Spektrographen
nicht besonders gut, um ein Bild der Probe aufzunehmen, da die Aufnahme - und
unter Umsténden auch die Bearbeitungszeiten - hdufig mehrere Sekunden

betragen.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Messung
chemischer und/oder biologischer Proben zu schaffen, mit der bzw. mit dem
unterschiedliche Messungen einer Probe, insbesondere eine BildmeBmethode und

eine PunktmeBmethode, auf einfache Weise durchgefiihrt werden kénnen.

Die Loésung der Aufgabe erfolgt erfindungsgemaB durch die Merkmale der
Patentanspriiche 1, 11 und 19.

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zu Grunde, dass bei der Abbildung eines
Probenbereiches in einem Bildfeld stets ein Teil des Bildfeldes nicht zur
Untersuchung genutzt wird. Bei (blichen Optikeinrichtungen wird ein rundes
Bildfeld 10 (Fig. 1) erzeugt. Innerhalb des Bildfeldes ist beispielsweise in einem
ersten Teilbereich 12 des Bildfeldes 10 das Feld einer CCD-Kamera angeordnet.
Der den ersten Teilbereich 12 umgebende Teil des Bildbereichs 10 wird somit zur
Detektion von in der Probe auftretenden Reaktionen nicht genutzt. Der Kern der
Erfindung besteht darin, einen zweiten Teilbereich des Bildfeldes in dem nicht

genutzten Bereich des Bildfeldes mittels eines zweiten Detektors zu erfassen.

Die erfindungsgemaBe optische MeBvorrichtung, die insbesondere fiir den Einsatz
in Hochdurchsatzscreening-Anlagen geeignet ist, kann eine Beleuchtungseinheit
zur Beleuchtung der zu messenden Probe aufweisen. Ferner ist eine
Optikeinrichtung zur Abbildung eines Prqbenbereichs in dem Bildfeld vorgesehen.

Ferner ist ein erster Detektor vorgesehen, der einen ersten Teilbereich des
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Bildfeldes erfasst. ErfindungsgemaB ist ein zweiter Detektor vorgesehen, der

einen zweiten Teilbereich des Bildfeldes erfasst.

Durch das Vorsehen von mindestens zwei Detektoren, die jeweils einen
Teilbereich des Bildfeldes erfassen, ist es méglich, unterschiedliche Messungen
gleichzeitig an einer Probe durchzufiihren. Insbesondere ist es méglich,
beispielsweise als ersten Detektor eine CCD-Kamera vorzusehen, mit der eine
der vorstehend beschriebenen BildmeBmethoden durchgefiihrt wird. Mit Hilfe des
zweiten Detektors kann sodann vorzugsweise eine PunktmeBmethode, mittels
der z.B. der zeitliche Verlauf eines Signals aufgezeichnet werden kann,

vorgesehen werden.

Das Vorsehen eines Klappspiegels, um zwischen den fir unterschiedliche
MeBmethoden eingesetzten Detektoren umzuschalten, ist bei der
erfindungsgeméaBen Vorrichtung nicht erforderlich. Dies hat zur Folge, dass kein
mechanischer VerschleiB auftreten kann, durch den die MeBergebnisse,
insbesondere die Relativposition zwischen den beiden MeBbereichen in der Probe,
beeintrachtigt werden kann. Ferner entféllt der Schaltvorgang, d.h. das
Umklappen des Spiegels, so dass die erforderliche Messungen in einem kiirzen
Zeitraum durchgefiihrt werden konnen. Dies ist insbesondere bei #HuBerst
kostenintensiven Verfahren, wie dem Hochdurchsatzscreening, vorteilhaft. Die
Méglichkeit, zwei unterschiedliche Messungen an einer Probe gleichzeitig
durchzufiihren, hat ferner den Vorteil, dass Effekte in einer Probe, die nur iiber
einen kurzen Zeitraum auftreten, auch durch zwei MeBmethoden wahrgenommen
werden konnen. Bei dem Einsatz von bekannten Vorrichtungen ist es hierzu
erforderlich, mit Hilfe von zwei Proben nacheinander die beiden unterschiedlichen

Messungen durchzufiihren.

GemaB der Erfindung erfolgt somit eine rdumlich begrenzte Auskopplung
mindestens eines Teilbereichs des Bildfeldes. Diese Auskopplung erfolgt

vorzugsweise durch einen totalreflektierenden Spiegel, wobei der ausgekoppelte
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Teilbereich durch einen Punktdetektor, wie einer Faserende, erfasst wird. Da die
erfindungsgeméaBe Vorrichtung insbesondere zum Einsatz fiir Medium- und
Hochdurchsatz-Screeningverfahren geeignet ist, werden vorzugsweise mit Hilfe
der Vorrichtung einzelne Wells von Probentrdagern, wie Titerplatten o.dgl.,
beobachtet. Durch die Vorrichtung wird somit vorzugsweise ein Teil der in einem
Well befindlichen Fllssigkeit in einem Bild abgebildet, wobei ein Teilbereich dieses
Well-Bildes ausgekoppelt wird. Es ist somit insbesondere beim Vorsehen eines
totalreflektierenden Spiegels zum Auskoppeln des Teilbereiches maéglich,
unterschiedliche Bereiche des Bildes mit unterschiedlichen Detektoren, wie
beispielsweise Flachen- und Punktdetektoren, zu erfassen. Das Vorsehen eines
Klappspiegels oder eines dichroitischen Spiegels ist hierbei nicht erforderlich. Dies
hat einerseits den Vorteil, dass kein mechanischer VerschleiB u.dgl. auftritt, und

andererseits keine teuren dichroitischen Spiegel verwendet werden mussen.

Mit der erfindungsgemé&Ben Vorrichtung kann ferner auf einfache Weise eine
Mehrkanal-Mikroskopie  durchgefiihrt werden. Da die unterschiedlichen
Teilbereiche des Bildfeldes, beispielsweise Uber das Vorsehen von Spiegeln,
umgelenkt werden koénnen, ist es mdglich, in den einzelnen Strahlengéngen
unterschiedliche Filter anzuordnen. Ein Wechseln der Filter entfallt. Ebenso
konnen in den beiden Strahlengéngen sodann speziell auf die Anforderungen
abgestimmte Filter eingesetzt werden. Das Vorsehen teurer Kombinationsfilter
u.dgl. ist nicht erforderlich. Ebenso ist die Anzahi der verwendbaren Farbstoffe
erheblich groBer, da diese nicht mehr auf ein spezielles Filtersystem o.dg!.

abgestimmt sein missen.

Insbesondere erfolgt bei der erfindungsgeméaBen Vorrichtung die Trennung der
beide Teilbereiche nicht (ber spektrale Unterschiede durch dichromatische

Spiegel oder zeitlich sequenziell liber das Ein- und Ausschwenken eines Spiegels.

Als MeBmethoden fir die Bild- und/oder Punktmessung kommen s&mtliche

vorstehend erwahnte Methoden in Betracht.
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Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung befindet sich der erste
Detektor auf der optischen Achse eines Objektivs der Optikeinheit. Ferner
befindet sich im Randbereich des das Bildfeld erzeugenden Strahlengangs ein
Spiegel, Uber den der zweite Teilbereich ausgekoppelt und auf den zweiten
Detektor gelenkt wird. Dies hat den Vorteil, dass der zweite Detektor nicht
unmittelbar neben dem ersten Detektor angeordnet sein muss. Hierdurch kénnen
unterschiedliche Detektoren eingesetzt werden, bei denen es ggf. nicht maglich
ist, zwei Detektoren unmittelbar nebeneinander anzuordnen, da neben der
Detektoroberflache beispielsweise Steuerelement des Detektors 0.4. angeordnet

sind.

Selbstversténdlich ist es auch méglich, den ersten Detektor nicht unmittelbar auf
der Achse des Objektivs anzuordnen, sondern ebenfalls den Strahlengang mittels
Spiegel umzulenken. In jedem Fall ist bei dieser bevorzugten Ausfiihrungsform in
dem das Bildfeld erzeugenden Strahlengang ein den zweiten Teilbereich
auskoppelnder Spiegel angeordnet. Der Spiegel ist vorzugsweise derart -
angeordnet, dass er auBerhalb des Strahlengangs liegt, der von dem ersten
Detektor erfasst wird. Eine Uberschneidung der einzelnen Teilbereiche ist
vorzugsweise vermieden. Da durch die Lage des den zweiten Teilbereich
auskoppelnden Spiegels sichergestellt ist, dass dieser nicht in den Strahlengang
ragt, der auf den ersten Detektor trifft, kann vorzugsweise ein
totalreflektierender Spiegel eingesetzt werden. Dies hat den Vorteil, dass durch
den Spiegel keine Beeinflussung der von dem zweiten Detektor

wahrgenommenen Strahlung erfolgt.

Da im allgemeinen nur ein relativ kleiner Teil des Bildfeldes als erster Teilbereich
genutzt wird, kann das verbleibende Bildfeld von mehreren Detektoren genutzt
werden. Das Bildfeld wird somit in eine Anzah! von zwei, drei, vier oder mehr

Teilbereichen aufgeteilt. Jeder dieser Teilbereiche kann wiederum uber einen
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Spiegel ausgekoppelt werden. Hierdurch sind Platzprobleme im Bereich des

Bildfeldes vermieden.

Vorzugsweise sind die weiteren Detektoren bzw. die weiteren Spiegel, die
entsprechende Teilbereiche fir diese Detektoren auskoppeln, derart angeordnet,

dass ein Uberschneiden der Teilbereiche ausgeschlossen ist.

Da vorzugsweise mit Hilfe der erfindungsgeméBen Vorrichtung eine Bildmessung
sowie eine Punktmessung durchgefiihrt wird, ist mindestens einer der
Detektoren, vorzugsweise der zweite Detektor, als Punktdetektor ausgebildet.
Hierbei kann es sich beispielsweise um das offene Faserende einer optischen
Faser handeln. Bei einem derartigen Punktdetektor kénnen beispielsweise

zeitliche Verldufe der Fluoreszenz eines Stoffes gemessen werden.

Bei MeBsystemen mit hoher axialer Auflésung, wie beispielsweise bei konfokalen
Mikroskopen, ist es ferner erforderlich, die axiale Position des MeBpunktes
reproduzierbar einstellen zu kénnen. Insbesondere bei Hochdurchsatzscreening-
Verfahren muss die axiale Einsteliung, d.h. die Fokussierung, automatisch und
schnell erfolgen. Ein Eingriff von Bedienungspersonal ist nicht méglich, da dies zu
viel Zeit in Anspruch nimmt und Hochdurchsatzscreening-Verfahren hierdurch
unwirtschaftlich wiirden. Da die Qualitdt des empfangenen Signals stark abhéngig
ist von der axialen Position, ist es im allgemeinen erforderlich, die Fokussierung

in jeder zu untersuchenden Probe zu wiederholen.

Zur Fokussierung ist es beispielsweise méglich, die Kontrastverdnderungen eines
durch einen Detektor aufgenommenen Bildes zu nutzen oder statistisch
auszuwerten. Es-besteht daher bei der erfindungsgemé&Ben Vorrichtung die
Moglichkeit, einen der Detektoren als Fokussierungseinrichtung zur axialen
Feststellung des in dem Bildfeld abgebildeten Probenbereichs auszubilden. Einer
der Detektoren, auf denen ein Teilbereich des Bildfeldes abgebildet wird, kann

somit zur Fokussierung genutzt werden. Dies hat den Vorteil, dass keine
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zusatzlichen Fokussiereinrichtungen erforderlich sind, die im allgemeinen eine
gesonderte Lichtquelle erfordern, durch die die MeBergebnisse beeinfluBt werden,

da diese Lichtquelle ebenfalls Licht in die Probe einbringt.

Ferner k6nnen auch aktive Fokussiereinrichtungen verwendet werden, die sodann
beispielsweise eine eigene Lichtquelle aufweisen, um Licht zur Fokussierung in
die Probe einzubringen. Beispielsweise kann ein schrdg in die Probe einfallender
Lichtstrahl verwendet werden, der in der fluoreszierenden Probe eine
Fluoreszenzlinie erzeugt. Die Reflexion dieses schrég einfallenden Lichtstrahls
kann zur Fokussierung verwendet werden. Eine entsprechende Vorrichtung ist
beispielsweise in US 6 025 601 beschrieben. Eine derartige Fokussierung mittels
einer in der Probe auftretenden Linie ist insbesondere bei hellfluoreszierenden
Proben nicht geeignet. Bei diesen Proben sollte eine méglichst geringe
Anregungsleistung verwendet werden, um ein Ausbleichen der Probe und ggf. ein
Schéadigen von ggf. in der Probe vorhandenen lebenden Zellen zu vermeiden.
Eine Verringerung der Anregungsleistung fiihrt bei diesem Autofokus-System
jedoch dazu, dass auch das Hohensignal abgeschwécht wird. Hierdurch wird die
Fokuseinstellung schlechter. Ferner kann bei einer derartigen
Fokussierungseinrichtung nur mit relativ kleinen numerischen Aperturen
gearbeitete werden, da die Einstrahlung des Lichts in einem Winkel zur optischen
Achse erfolgt. Hierdurch wird der Anregungsfokus groBer, so dass die axiale

Auflésung geringer wird.

Bei einer - bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung wird eine
Fokussiereinrichtung mit Aperturblende verwendet. Mit Hilfe der Aperturblende
wird ein mdéglichst kleiner Punkt in der Probe beleuchtet. Das von diesem Punkt
reflektierte Licht gelangt durch dieselbe Aperturblende auf einen geeigneten
Detektor. Auf Grund der Konfokalitdt der Anordnung ist eine Fokussierung nur
dann erfolgt, wenn sich eine reflektierende Fliche in der der Apertur
entsprechenden Position in der Probe befindet. Erfolgt die Reflexion

beispielsweise an einem Glasboden des Probentrigers, in dem die Proben
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angeordnet sind, ist mit der erfindungsgeméBen Vorrichtung ein einfaches
Fokussieren auf den Glasboden mdglich. Da die Dicke des Glasbodens und der
optimale Abstand zwischen MeBpunkten in der Probe und dem Probenboden
bekannt sind, kann nach dem Fokussieren auf den Glasboden durch eine
entsprechende Relativverschiebung zwischen Probentrdger und Objektiv
sichergestellt werden, dass die Messung innerhalb der Probe in einem
vorgegebenen Abstand zum Probenboden erfolgt. Ferner ist es méglich, die
Ebene, in der sich die Aperturblende befindet, so zu wéahlen, dass im Falle eines
Reflexionssignals vom Glasboden durch die Apertur die anderen Detektoren
derart angeordnet sind, dass deren Fokus im interessierenden Probenbereich

liegt.

Die Erfindung betrifft somit ferner eine optische MeBvorrichtung mit einer
Beleuchtungseinheit und einer Optikeinheit wie vorstehend beschrieben. Ebenfalis
wie vorstehend beschrieben wird ein erster Teilbereich des Bildfeldes von einem
ersten Detektor erfasst. Anstelle oder zuséatzlich zu einem zweiten Detektor ist
eine Fokussiereinrichtung zur axiale Festlegung des in dem Bildfeld abgebildeten
Probenbereichs vorgesehen. Die Fokussiereinrichtung weist eine einen
Fokussierstrahl erzeugende Lichtquelle auf, wobei der Fokussierstrahl zumindest
teilweise innerhalb des das Bildfeld erzeugenden Strahlengangs verlduft.
Vorzugsweise ist ein Fokussierspiegel vorgesehen, der entsprechend dem
vorstehenden Spiegel in dem Bildfeldstrahlengang angeordnet ist. Die Anordnung
des Spiegels ist vorzugsweise wiederum derart, dass der Spiegel den von dem
ersten Detektor wahrgenommenen Teilbereich des Bildfeldes nicht {iberschneidet,

d.h. keinen Schatten auf den ersten Detektor wirft.

Vorzugsweise ist die Fokussiereinrichtung ggf. unter Verwendung eines
entsprechend angeordneten Fokussierspiegels derart angeordnet, dass die
Optikeinrichtung den Fokussierstrahl in Richtung der Probe lenkt. Vorzugsweise
wird der von der Probe oder einer Grenzflache eines Probentrédgers reflektierte

Fokussierstrahl ebenfalls von der Optikeinrichtung in Richtung der
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Fokussiereinrichtung bzw. in Richtung des Fokussierspiegels gelenkt. Die
Reflexion des Fokussierstrahls kann an unterschiedlichen Grenzflichen
stattfinden. Beispielsweise kann die Reflexion der &uBeren Oberfliche des
Probentrdgers, an der Bodenflaiche des Probentrdgers, d.h. der Innenseite des
Probentréagerbodens, an dem die Probenfliissigkeit anliegt, oder auch an der
Oberflache der Probe selbst, d.h. an der Grenzfliche zwischen Probe und
Umgebungsmedium, im allgemeinen der Luft, reflektiert werden. In Abh&ngigkeit
der Grenzflache, die zur Reflexion des Fokussierstrahls genutzt wird, muss eine
entsprechende Einstellung der Objektiveinrichtung erfolgen, so dass
sichergestellt ist, dass die Messung innerhalb der Probe in einem entsprechenden
Abstand zu den Grenzflachen erfolgt. Hierdurch ist ein optimales MeBergebnis

gewdhrleistet.

Selbstverstéandlich ist eine Kombination der beiden vorstehend beschriebenen
Vorrichtungen mdéglich, so dass mehrere Detektoren vorgesehen sind, die
unterschiedliche Teilbereiche des Bildfeldes detektieren, und zusétzlich eine
Fokussiereinrichtung vorgesehen ist, die vorzugsweise keinen der Teilbereiche
des Bildfeldes abdeckt, jedoch die Optikeinrichtung zum Leiten des

Fokussierstrahls nutzt.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur optischen Messung von
chemischen und/oder biologischen Proben, insbesondere mittels
Hochdurchsatzscreening-Anlagen. In dem erfindungsgeméBen Verfahren kann
die zu messende Probe beleuchtet werden. AnschlieBend wird mit Hilfe einer
Optikeinrichtung ein Probenbereich in einem Bildfeld abgebildet. Sowohl| bei dem"
Probenbereich wie bei dem Bildfeld handelt es sich jeweils um einen raumlich
begrenzten Bereich. In einem ersten Teilbereich des Bildfeldes wird mittels eines
ersten Detektors das in dem Teilbereich abgebildete Bild erfasst. Ferner wird ein
zweiter Teilbereich des Bildfeldes mittels eines zweiten Detektors erfasst. Dieses

Verfahren weist gegeniliber bekannten Verfahren dieselben Vorteile auf, die
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anhand der vorstehend beschriebenen erfindungsgeméaBen Vorrichtung erlautert

sind.

Vorzugsweise werden mit dem erfindungsgeméBem Verfahren nicht nur zwei,
sondern drei, vier, funf oder mehr Teilbereiche des Bildfeldes erfasst.

Vorzugsweise lberschneiden sich die einzeinen Teilbereiche nicht.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand bevorzugter Ausfithrungsformen unter

Bezugnahme auf die anliegenden Zeichnungen naher erldutert.

Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung eines Bildfeldes,

Fig. 2 eine schematische Darstellung einer bevorzugten
Ausfihrungsform der Erfindung mit drei Detektoren,

Fign. 3-5 schematische Darstellungen von Anordnungsmaéglichkeiten - des
zweiten Detektors,

Fign. 6-8 schematische Darstellungen von Ausgestaltungsmaéglichkeiten des
ersten Detektors zusammen mit einer Beleuchtungseinrichtung
und

Fig. 9 eine schematische Darstellung einer weiteren bevorzugten

Ausflhrungsform der Erfindung in Kombination mit einer

Fokussiereinrichtung.

In- Fig. 1 ist ein Bildfeld 10 dargestellt, das ({iblicherweise von einer in
Mikroskopen u.dgl. verwendeten Optikeinrichtung erzeugt wird. Es handelt sich

bei dem Bildfeld 10 Ublicherweise um einen kreisfdrmigen zweidimensionalen
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Bereich. Innerhalb des Bildfeldes 10 ist ein erster Teilbereich 12 vorgesehen. In
dem dargestellten Beispiel handelt es sich bei dem ersten Teilbereich 12 um
einen rechteckigen Teilbereich, beispielsweise um ein Kamerafeld einer CCD-
Kamera. Ein zweiter Teilbereich 14 ist ebenfalls innerhalb des Bildfeldes 10
angeordnet. In dem dargestellten Beispiel ist der zweite Teilbereich 14 als Kreis
dargestellt. Es handelt sich beispielsweise um einen Teilbereich, in dem eine
Punktmessung durchgefuhrt wird. Beispielsweise handelt es sich hierbei um einen
als optische Faser ausgebildeten Detektor, so dass in dem Teilbereich 14 ein

Faserende einer optischen Faser angeordnet ist.

Der schematische Aufbau einer erfindungsgeméaBen optischen MeBvorrichtung
(Fig. 2) weist eine Beleuchtungseinrichtung 16 auf, die eine beispielsweise in
einer Titerplatte 18 angeordnete Probe 20 beleuchtet. Das von der Probe 20
abgegebene Licht bzw. die von der Probe 20 abgegebene Strahlung wird mit Hilfe
einer Optikeinrichtung 22, die ein Objektiv 24 und mindestens eine Tubuslinse 26
aufweist, in Richtung eines ersten Detektors 28 gelenkt. In einer auf Héhe des
Detektors 28 befindlichen Bildebene wird das Bildfeld 10 (Fig. 1) erzeugt. Das
Bildfeld wird durch einen gestrichelt dargesteliten Strahlengang 30 erzeugt. Der
erste Detektor 28 erfasst den ersten Teilbereich 12 (Fig. 1). Dieser wird von
einem ersten Strahlengang 32, der Teil des Bildfeldstrahlenganges 30 ist,

begrenzt.

Ein zweiter Detektor 34, der zur Erfassung des zweiten Teilbereichs 14 des
Bildfeldes 10 (Fig. 1) dient, ist in dem dargesteliten Ausfiihrungsbeispiel. um 90°
zu einer optischen Achse 36 gedreht. angeordnet. Um den relevanten Teil des
Bildfeldstrahlengangs 30 in Richtung des zweiten Detektors 34 zu lenken, ist ein
totalreflektierender Spiegel 38 vorgesehen. Der Spiegel 38 koppelt einen Teil 40
des Bildfeldstrahlengangs 30 aus und lenkt diesen auf den zweiten Detektor 34.

Gegenuber dem zweiten Detektor 34 kann ein weiterer, dritter Detektor 42

angeordnet sein. Dieser ist entsprechend dem zweiten Detektor 34 senkrecht zu
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der optischen Achse 36 angeordnet. Der auf dem dritten Detektor 42 abgebildete
dritte Teilbereich des Bildfeldes 10 wird durch einen Spiegel 44 aus dem
Bildfeldstrahlengang 30 ausgekoppelt. Selbstverstindlich kann der dritte
Detektor 42 zusammen mit dem Spiegel 44 auch in einer anderen Lage

angeordnet sein und einen anderen Teilbereich des Bildfeldes 10 erfassen.

Wesentlich bei der Erfindung ist, dass der auf dem ersten Detektor 28
abgebildete Teilbereich 12, der durch einen Strahlengang 46 .erzeugt wird, von
dem zweiten und dritten Detektor 34,42 nicht beeinfluBt wird. Wie aus Fig. 2
ersichtlich ist, verlduft der Strahlengang 46 zwischen den beiden Spiegeln 38,44,
so dass keiner der beiden Spiegel 38,44 in den Strahlengang 46 hineinragt und
hierdurch den auf den ersten Detektor 28 abgebildeten Teil der Probe 20

beeintrachtigen wiirde.

Die Beleuchtungseinrichtung 16 weist eine Lichtquelle 50 und eine
Linsenanordnung 52 auf. Durch die Linsenanordnung 52 wird das von der
Lichtquelle 50 abgegebene Licht auf die Probe gebiindelt, so dass eine
Konzentration des Lichts in der Probe 20 erfolgt. In dem dargesteliten
Ausflhrungsbeispiel ist die Beleuchtungseinrichtung 16 gegeniiber der
Objektiveinrichtung 22 angeordnet, so dass die Probe von der der
Objektiveinrichtung 22 gegentberliegenden Seite beleuchtet wird. Es handelt sich
hierbei um die sog. Transmissionsbeleuchtung. Es ist ferner auch moglich, die
Probe 20 durch eine Auflichtbeleuchtung zu beleuchten. Hierzu wird ein von einer
Lichtquelle abgegebenes Licht {ber eine entsprechende Linsen- und
Spiegelanordnung in das Objektiv 24 eingekoppelt und von diesem in die Probe

gelenkt.

Bei dem ersten Detektor 28 handelt es sich beispielsweise um eine CCD- oder
CMOS-Kamera. In Kombination mit einer geeigneten Zeilenbeleuchtung kann es
sich bei dem ersten Detektor 28 auch um eine Zeilenkamera handeln. Ebenso

kann als Detektor ein Spektrograph eingesetzt werden.
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Als zweiter Detektor kann ein dem erste Detektor entsprechender Detektor oder
eine Kombination der vorstehend genannten Detektoren vorgesehen werden. Es
besteht ferner die Moglichkeit, einen oder mehrere der Detektoren 28,34,42
beispielsweise als Fluoreszenz-Emissionsspektroskop, ggf. in Kombination mit
geeigneten Filtern, vorzusehen. Ebenso kénnen die Detektoren auch als FCS-

oder FIDA-Detektoren ausgelegt werden.

In den Fign. 3-5 sind unterschiedliche Anordnungsmdglichkeiten des zweiten
Detektors 34 dargestellt. Die Beleuchtungseinrichtung 16 ist in diesen Figuren

jeweils nicht dargestelit.

In Fig. 3 ist der Spiegel 38 vor einer Bildebene 54, in der sich das Bildfeld 10
befindet, angeordnet. Die Ablenkung eines Strahlenbiindels 40 erfolgt wie
vorstehend anhand Fig. 2 beschrieben. Der zweite Detektor 34 ist in einer
Bildebene 56 angeordnet, bei der es sich um einen Teil der Bildebene 54 handelt,

der durch den Spiegel 38 umgelenkt wurde.

Es ist auch mdglich, den Spiegel 38 in einer Zwischenbildebene 58 (Fig. 4)
anzuordnen. Um den Detektor 34 wiederum in der Bildebene 56 anzuordnen, ist
zwischen dem Spiegel 38 und dem Detektor 34 eine Linse 60 vorgesehen.
Entsprechend ist zwischen der Zwischenbildebene 58 und der Bildebene 54 eine
weitere Linse 62 vorgesehen, durch die der erste Teilbereich 10 auf den Detektor
28 abgebildet wird. Wenn die Detektoren 28,34 keine Abbildung der Probe
erfordern (z.B. Punkt-Intensitdtsmessungen oder direktes Einkoppeln in einen

Spektrographen) kann auch auf die Linsen 60,62 verzichtet werden.

Wie in Fig. 5 dargestellt, ist es auch mdglich, den Spiegel 38 auf den
Strahlengang bezogen hinter der Zwischenbildebene 58 anzuordnen.

Entsprechend Fig. 4 ist wiederum zwischen dem Spiegel 38 und der Bildebene 56
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des Detektors 34 die Linse 60 angeordnet. Ebenso ist die Linse 62 zwischen der

Zwischenbildebene 58 und der Bildebene 54 des Detektors 28 vorgesehen.

In den Fign. 6-8 ist die Beleuchtungseinrichtung 16 jeweils zwischen der
Zwischenbildebene 58 und der Bildebene 54 angeordnet. Die
Beleuchtungseinrichtung weist eine Linse oder Linsenanordnung 52 auf. Das von
der Lichtquelle 50, bei der es sich auch um eine Zeilenbeleuchtung 64 (Fign. 7
und 8) handeln kann, abgegebene Licht wird Uber einen teildurchldssigen oder
dichromatischen Spiegel 66 in den zwischen dem Objektiv 24 und der ersten
Detektoreinheit 28 verlaufenden Strahlengang eingekoppelt. Der zweite Detektor
34 ist zusammen mit dem Spiegel 38 in den in den Fign. 6-8 dargesteliten

Ausfuhrungsbeispielen jeweils vor der Zwischenbildebene 58 angeordnet.

Bei der in Fig. 6 dargestellten herkémmlichen Lichtquelle 50 ist diese mit einer
CCD- oder CMOS-Kamera als erster Detektor 28 kombiniert. In Fig. 7 ist eine
Zeilenbeleuchtung 64 vorgesehen, die mit einem Zeilendetektor als erster
Detektor 28 kombiniert ist. Zur Erzielung eines vollstindigen Bildes einer
Probenebene muss die Zeile relativ zur Probe 20 bewegt werden. Dies erfolgt
entweder durch Bewegen der Probe oder durch Bewegen des in die Probe
einfallenden Lichtstrahls, z.B. Uber einen oszillierenden Spiegel. Anstelle einer
Zeilenkamera kann als erster Detektor 28 auch ein abbildender Spektrograph
verwendet werden (Fig. 8). Dieser weist neben einer Bildaufnahmeeinrichtung 68
eine Spiegelanordnung aus zwei planaren Spiegeln 69 sowie einem Hohlspiegel

71 auf. Die planaren Spiegel 69 kdnnen gegeneinander verkippt werden.

In dem in Fig. 9 dargesteliten Ausfihrungsbeispiel ist anstelle des zweiten
Detektors 34 eine Fokussiereinrichtung 70 angeordnet. Selbstverstindlich kann
zusatzlich zu der Fokussiereinrichtung 70 einer oder mehrere Detektoren 34,42
angeordnet sein. Der Spiegel 38 ist, wie vorstehend beschrieben und
insbesondere wie aus Fig. 2 ersichtlich, angeordnet. Durch eine Lichtquelle 72

wird Licht Ober eine Linse 74 auf einen teildurchldssigen Spiegel 76 geleitet. Von
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diesem wird das Licht in Richtung einer Aperturblende 78 umgelenkt. Die
Aperturblende befindet sich in oder in der Ndhe einer Bildebene. Hierdurch wird
ein Punkt in der Probe beleuchtet. Das von diesem Punkt in der Probe reflektierte
Licht gelangt ebenfalls (ber den Spiegel 38 wieder in Richtung der Aperturblende
78. Nach dem Passieren der Aperturblende 78 wird das von der Probe 20
zurickkommende Licht von dem teildurchldssigen Spiegel 76 hindurchgelassen
und Gber eine Linse 80 auf einen Detektor 82 gelenkt. Mit Hilfe der dargestellten
Fokussiereinrichtung ist eine Fokussierung auf eine reflektierende Fliche der
Probe, beispielsweise eine Grenzflache der Titerplatte oder eine Oberfliche der
Probe, mdglich. Bei entsprechender Fokussierung gelangt ein Maximum an von
der Probe reflektiertem Licht durch die Aperturblende zu dem Detektor 82. Wenn
bekannt ist, dass beispielsweise auf den Glasboden eines Probentrigers 18
fokussiert wurde, kann anschlieBend die Optikeinheit um einen bestimmten
Betrag verschoben werden, so dass in dem Bildfeld 10 ein innerhalb der Probe
liegender Bereich abgebildet wird. Es kann die Aperturblende 78 auch so weit aus
der Bildebene 56 verschoben werden, dass ein Signal am Detektor 82 mit einer
Fokussierung des interessierenden Probenbereichs auf dem Detektor 28

einhergeht.

Es sind auch andere Fokussierungseinrichtungen moglich, bei denen die
Fokussierung beispielsweise Uber den Kontrast oder iiber eine in der Probe

erzeugte Fluoreszenzlinie erfolgt.

Beispielsweise kénnen als Fokussier-Sensoren 2x2-Phasenkoppler eingesetzt
werden. Hierbei dann die Faser selbst als die den autofokalen MeBort
bestimmende Apertur verwendet werden. Ebenso ist es méglich, eine zusétzliche
Aperturblende einzusetzen. Beispielsweise kann bei rasternden Systemen, wie
Zeilendetektoren, der MeBpunkt fir den Autofokus auch in Scanrichtung vor der
Zeile liegen. In diesem Fall besteht die Méglichkeit, die Hohenregelung ohne
Phasenversatz in der Regelschleife durchzufiihren, da der MeBpunkt den MeBwert

in einer Position aufnimmt, die der eigentliche Detektor erst spéter erreicht. Da
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der AutofokusmeBpunkt neben dem mit dem Bilddetektor erfassten Bereich liegt,
ist die Verwendung einer Korrektur der Hohe entsprechend der Schieflage der
Probe sinnvoll. Eine derartige Korrektur ist immer dann sinnvoll, wenn ein

lateraler Versatz von MeBpunkten auftritt.

Ein wesentliches Merkmal der erfindungsgeméBen Vorrichtung besteht, wie
insbesondere- aus den Figuren ersichtlich ist, darin, dass der auskoppelnde
Spiegel bzw. die Detektoren, d.h. die Faser oder andere Punktdetektoren, vor, in
oder hinter der Bildebene angeordnet sind. Insbesondere sind die Detektoren

nahe der Bildebene angeordnet.
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PATENTANSPRUCHE

Optische MeBvorrichtung zur Messung chemischer und/oder biologischer

Proben, insbesondere fiir Hochdurchsatzscreening-Anlagen, mit

einer Optikeinrichtung (22) zur Abbildung eines Probenbereichs in einem
Bildfeld (10),

einem einen ersten Teilbereich (12) des Bildfeldes (10) erfassenden ersten
Detektor (28) und

einem einen zweiten Teilbereich (14) des Bildfeldes (10) erfassenden
zweiten Detektor (34).

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch eine
Beleuchtungseinrichtung (16) zur Beleuchtung der zu messenden Probe
(20).

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass der erste Detektor (28) auf der optischen Achse (36) eines Objektivs
(24) der Optikeinheit (22) angeordnet ist.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriche 1-3, dadurch
gekennzeichnet, dass in dem das Bildfeld (10) erzeugenden Strahlengang
(30) ein den zweiten Teilbereich (14) auskoppelnder Spiegel (38)

angeordnet ist.

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass

der Spiegel (38) totalreflektierend ist.
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Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriche 1-5, gekennzeichnet
durch weitere Detektoren (42) zur Erfassung weiterer Teilbereiche des
Bildfeldes (10).

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch

gekennzeichnet, dass sich die Teilbereiche (12,14) nicht Gberschneiden.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriche 1-7, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens ein Detektor (34) ein Punktdetektor ist.

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass

der Punktdetektor eine offenes Faserende einer optischen Faser .ist.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 1-9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Optikeinrichtung (22) nur ein Objektiv (24)
aufweist.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch
gekennzeichnet, dass einer der Detektoren (28,34,42) als
Fokussiereinrichtung (70) zur axialen Festlegung des in dem Bildfeld (10)

abgebildeten Probenbereichs ausgebildet ist.

Optische MeBvorrichtung zur Messung chemischer und/oder biologischer
Proben (20), insbesondere flur Hochdurchsatzscreening-Anlagen, mit

einer Optikeinrichtung (22) zur Abbildung eines rdumlich begrenzten

Probenbereichs in einem raumlich begrenzten Bildfeld (10),

einem einen ersten Teilbereich (12) des Bildfeldes (10) erfassenden ersten
Detektor (28) und
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einer Fokussiereinrichtung (70) zur axialen Festlegung des im Bildfeld (10)
abgebildeten Probenbereichs, mit einer einen Fokussierstrahl erzeugenden
Lichtquelle (72), wobei der Fokussierstrahl zumindest teilweise innerhalb
des das Bildfeld (10) erzeugenden Strahlengangs (30) verlauft.

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 12, gekennzeichnet durch eine
Beleuchtungseinrichtung (16) zur Beleuchtung der zu messenden Probe
(20).

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, gekennzeichnet durch
einen im Bildfeld-Strahlengang (30) angeordneten Fokusspiegel (38) zur
Ein- und/oder Auskopplung des Fokusstrahls.

Optische MeBvorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass
der Fokusspiegel (38) auBerhalb eines auf den ersten Detektor (28)

treffenden ersten Strahlengangs angeordnet ist.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 12-15, dadurch
gekennzeichnet, dass die Optikeinrichtung (22) den Fokussierstrahl in
Richtung der Probe (20) lenkt.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 12-16, dadurch
gekennzeichnet, dass die Optikeinrichtung (22) den von der Probe (20) oder
einer Grenzflache eines Probentrdgers (18) reflektierten Fokussierstrah! in
Richtung der Fokussiereinrichtung (70) bzw. in Richtung des
Fokussierspiegels (38) lenkt.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 12-17, dadurch
gekennzeichnet, dass die Fokussiereinrichtung eine Aperturblende (78)
aufweist, durch die sowohl der auf die Probe (20) gerichtete Fokussierstrahl
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als auch das von der Probe (20) oder einer Grenzfliche reflektierte Licht

verlauft.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 12-18, dadurch
gekennzeichnet, dass die Beleuchtungseinrichtung (16) den Fokussierstrah!

erzeugt.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 12-19, dadurch
gekennzeichnet, dass die Fokussiereinrichtung eine Glasfaser aufweist,
durch die sowohl der auf die Probe (20) gerichtete Fokussierstrahl als auch

das von der Probe (20) oder einer Grenzflache reflektierte Licht verlauft.

Optische MeBvorrichtung nach einem der Anspriiche 1-11, gekennzeichnet

durch eine Fokussiereinrichtung (70) nach einem der Anspriiche 12-20.
Verfahren zur optischen Messung von chemischen und/oder biologischen
Proben (20), insbesondere mittels Hochdurchsatzscreening-Anlagen, mit
den Schritten:

- Abbilden eines Probenbereichs in einem Bildfeld (10),

- Erfassen eines ersten Teilbereichs (12) des Bildfeldes (10) mittels eines
ersten Detektors (28) und

- Erfassen eines zweiten Teilbereichs (14) des Bildfeldes (10) mittels

eines zweiten Detektors (34).

Verfahren nach Anspruch 22, bei welchem die Probe (20) beleuchtet wird.

Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, bei welchem weitere Teilbereiche
(12,14) des Bildfeldes (10) erfasst werden.
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Verfahren nach einem der Anspriche 22-24, bei welchem der abzubildende
Probenbereich in dem Bildfeld (10) fokussiert wird.

Verfahren nach Anspruch 25, bei welchem ein Fokussierstrahl erzeugt wird,
der zumindest teilweise innerhalb eines das Bildfeld (10) erzeugenden

Strahlengangs (30) verlauft.



WO 02/088819 PCT/EP02/04623

-1/8 -

12

10

14

Fig.1



PCT/EP02/04623

WO 02/088819

- 2/8 -

0

G

(A

rAJE!




PCT/EP02/04623

WO 02/088819

- 3/8 -

8l

¢4




PCT/EP02/04623

WO 02/088819

- 4/8 -

614

8l




PCT/EP02/04623

WO 02/088819

- 5/8 -

G614




WO 02/088819 PCT/EP02/04623

28 54

n

Fig.6

66

[_] 64 Fig.7



PCT/EP02/04623

WO 02/088819

-7/8 -

8614




PCT/EP02/04623

WO 02/088819

- 8/8 -

0¢

6614




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

