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(57) Abstract: The invention relates to a device for microscopy, with at least one light source for providing illumination light, with a
detection unit for detecting light radiated back from a sample, with a microscopy optical unit for guiding illumination light onto the
sample and for guiding light radiated back from the sample in the direction of the detection unit and with, arranged in an
illumination beam path, an excitation mask (40) for providing structured illumination. The device is characterized in that the
excitation mask is a spatially structured filter, which is transparent to light with a first physical property and which impresses spatial
structure onto light with a second physical property that is different from the first physical property. The invention moreover relates

toa

method for microscopy.

(57) Zusammenfassung:

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Mikroskopie mit mindestens einer Lichtquelle zum Bereitstellen von
Beleuchtungslicht, mit einer Detektionseinheit zum Nachweis von von einer Probe zuriickgestrahltem Licht, mit einer
Mikroskopoptik zum Leiten von Beleuchtungslicht auf die Probe und zum Leiten von von der Probe zuriickgestrahltem Licht in
Richtung der Detektionseinheit und mit einer in einem Beleuchtungsstrahlengang angeordneten Anregungsmaske (40) zum
Bereitstellen einer strukturierten Beleuchtung. Die Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, dass die Anregungsmaske ein
rdumlich strukturierter Filter ist, der flir Licht mit einer ersten physikalischen Figenschaft, transparent ist und der Licht mit einer
von der ersten physikalischen Eigenschaft verschiedenen zweiten physikalischen Eigenschaft eine rdumliche Strukturierung
aufprigt. Die Erfindung betrifft aulerdem ein Verfahren zur Mikroskopie.
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Vorrichtung und Verfahren zur Mikroskopie

Die Erfindung betrifft in einem ersten Gesichtspunkt eine Vorrichtung zur Mikroskopie

nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1.

In einem zweiten Gesichtspunkt bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahfen zur Mik-

roskopie nach dem Oberbegriff des Anspruchs 20.

Eine gattungsgemafe Vorrichtung zur Mikroskopie weist folgende Komponenten auf:
mindestens eine Lichtquelle zum Bereitstellen von Beleuchtungslicht, eine Detektions-
einheit zum Nachweis von von einer Probe zuriickgestrahltem Licht, eine Mikroskop-
optik zum Leiten von Beleuchthngslicht auf die Probe und zum Leiten von von der
Probe zurlickgestrahltem Licht in Richtung der Detektionseinheit und eine in einem
Beleuchtungsstrahlengang angeordnete Anregungsmaske zum Bereitstellen einer

strukturierten Beleuchtung.

Bei einem gattungsgemalen Verfahren zur Mlkroskople wird eine Probe mit Be-
leuchtungslicht beleuchtet, von der Probe zuriickgestrahltes Licht wird nachgeWIesen

und das Beleuchtungsllcht wird mit einer Anregungsmaske raumlich strukturiert.

Eine gattungsgemaRe Vorrichtung und ein gattungsgeméRes Verfahren sind be-
schrieben in EP 0 882 247 B1.

Bei dem Verfahren der sogenannten korrelativen Apertur wird neben der konfokalen
Information zusétzlich die Weitfe'ldinformatioh mikroskopisch beschafft und verwen-
det. Die erhaltenen Datensétze werden miteinander verrechnet, um insgesamt einen
héheren Informationsgehalt aus der Probe zu erhalten. Dazu wird abwechselnd eln’
konfokales Bild und ein Weltfeldblld erzeugt. Hierzu wird in den meisten Fallen mit -

unterschiedlichen Beleuchtungen und einer getriggerten Datenerfassung gearbeitet.

BESTATIGUNGSKOPIE
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Dazu ist ein schnelles getriggertes Umschalten zwischen der Beleuchtung und der
Bildaufnahme notwendig. Fur die Erzeugung der Konfokalitat wird zumeist eine Git-
terstruktur verwendet. Die Gitterlécher funktionieren dabei als Pinholes. Die Ldcher
missen, um ein Ubersprechen zwischen den einzelnen’ Pi‘nholes zu vermeiden, von
ausreichend breiten Stegen umgeben sein. Weil bei diesen Gitterstrukturen das
Stegmaterial des Gitters einen grof3en Flé‘ch,enanteil aufweist, muss diese Fléche
nachtraglich geschwarzt werden, um ein Uberstrahlen der konfokalen Information zu
verhindern. Die Schwarzung ‘fUhrt dazu, dass das Gitter das Licht absorbiert, was
wiederum potenziell zu einer Uberhitzung des Gitters und damit zu schlechteren Ab-

bildungseigenschaften fuhren kann. AuBerdem wird trotz allem ein grof3erer Lichtan-

teil reflektiert. Dieser Streulichtanteil verschlechtert die Signalqualitét des konfokalen

Bilds.
Als eine A ufgab e der Erfindung kann angesehen werden, eine Vorrichtung und

ein Verfahren zur Mikroskopie anzugeben, bei denen die Generierung der konfokalen

Information und der Weitfeldinformation deutlich vereinfacht wird.

Diese Aufgabe wird durch die Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 1 und

durch das Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 20 gelst.

Bevorzugte Varianten des erfindungsgemafen Verfahrens und vorteilhafte Ausfih-
rungsbeispiele der erfindungsgemaRen Vorrichtung sind Gegenstand der abhangi-
gen Anspriiche und werden auBerdem in der folgenden Beschreibung, insbesondere

mit den beigefligten Figuren, beschrieben.

Die Vorrichtung der oben genannten Art ist erfindungsgeméaR dadurch weitergebildet,
dass die Anregungsmaske ein raumlich strukturierter Filter ist, der fur Licht mit einer
ersten physikalischen Eigenschaft transparent ist und der Licht mit einer von der ers-
ten physikalischen Eigenschaft verschiedenen zweiten physikalisché‘n Eigehschaft

eine rdumliche Strukturierung aufpragt.

Das Verfahren der oben genannten Art ist erfindungsgeméB dadurch weitergebildet,

dass der Filter fur Licht mit einer ersten physikalischen Eigenschaft transparent ist
und dass der Filter Licht mit einer von der ersten physikalischen Eigenschaft ver-
schiedenen zweiten physikalischen Eigenschaft eine raumliche Strukturierung auf-

pragt..
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Als Kerngedanke der Erfindung kann angesehen werden, abweichend vom und hi-
nausgehend Uber den Stand der Technik, eine Anregungsmaske zu verwenden, die
nur Licht mit einer bestimmten Elgenschaft eine rdumliche Struktunerung aufpragt
und andererseits Licht, welches diese Eigenschaft nicht aufweist, weitgehend unver-

andert transmittiert und in diesem Sinn fur dieses Licht transparent ist.

Hierdurch wird als wesentlicher Vorteil der Erfindung erreicht, dass ein mikroskopi-

‘sches Bild sowohl mit dem Licht, welches raumlich strukturiert ist, also die zweite

physika!is'che Eigenschaft aufweist, und auch mit dem Licht, welches die erste physi-
kalische Eigenschaft aufweist, prinzipiell glelchzemg ein mikroskopisches Bild ge-

wonnen werden kann.

Hierdurch kénnen im Prinzip mechanische Komponenten entfallen, was zunachst bei

feinmechanischen Apparaturen immer wiinschenswert ist. AuBerdem kann ein er-

_heblicher Zeitvorteil erzielt werden, weil die_gewiinschte mikroskopische Information

schneller, namlich parallel oder gleichzeitig, gewonnen werden kann.

Im Hinblick auf die Anregungsmaske kofnmt es fir die vorliegende Erfindung wesent-
lich darauf an, dass sie dem Licht mit der zweiten physikalischén Eigenschaft eine
geeignetevréumliche Struktur anprégt. Eine raumliche Struktur des Lichts mit der
zweiten physikalischen Eigenschaft ist dann als geeignet anzusehen, wenn sie ganz

aligemein eine Aufldsungssteigerung flr das Mikroskopbild ermoglicht.

Prinzipiell kann die Anregungsmaske hierzu ein- oder zweidimensionale Strukturie-
rungen, belsple!swelse also Pinholes oder linien- oder streifenférmige schmale Blen-

den, aufweisen. Diese kénnen periodisch angeordnet ‘oder auch statistisch verteilt

angeordnet sein.

Das erfindungsgemafe Prinzip kann sodann prinzipiell fur Transmissionsgeometrien

ebenso verwirklicht werden wie fir Reflektionsgeometrien.

- Die An‘regungsmaske kann hierzu chromatisch einstellbare Fliissigkomponenten

aufweiéen, wodurch als wesentlicher Vorteil erreicht wird, dass die gesamte Vorrich-

tung im Prinzip ohne bewegliche Komponenten auskommt.

Fiir eine Reflexionsgeometrie kann dies auch verwirklicht werden, wenn die Anre-

gungsmaske einen digitélen Mikrospiegel aufweist.
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Bei. einer besonders bevorzugten Variante der erfindungsgeméafen Vorrichtung ist
die erste physikalische Eigenschaft eine erste Wellenlénge des Lichts und die zweite
physikalische Eigenschaft ist eine von der ersten Wellenldnge verschiedene zweité
Wellenlange dés Lichts. Prinzipiell ist auch madglich, dass die erste physikalische Ei-
genschaft ein erster Wellenlangenbereich des Lichts und die zweite physikalische
Eigenschaft ein von dem ersten Wellenlangenbereich verschiedener zweiter Wellen-

langenbereich des Lichts ist. Die Anregungsmaske ist dann ein raumlich strukturier-

ter Farbfilter.

Prinzipiell kommt es im Hinblick auf die erste physikalische Eigenschaft des Lichts
und die zweite physikalische Eigenschaft des Lichts nur darauf an, dass diese physi-

kalischen Eigenschaften eine adéquate Trennung des Lichts sowoh! auf der Anre-

' gungs- als auch auf der Nachweisseite erméglichen.

Grundsétzlich kann das Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft Lmd das Licht
mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aus separaten Lichtquellen bereitgestellt
werden. Besonders bevorzugt sind aber Ausfuhrungsvarianten, bei denen genau ei-
ne Lichtquelle vorhanden ist, die sowohl Licht mit der érsten physikalischen Eigen-

schaft als auch Licht mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aussendet.

" Die Konfokalitat wird bei dieser Erfindung durch fein strukturierte Farbfilter erzeugt.

Wie bei dem Verfahren der sogenannten korrelativen Apertur wird neben der konfo-

kalen Informatibn zusatzlich die Weitfeldinformation beschafft und verwendet. Im

‘Gegensatz zum Verfahren der korrelativen Apertur werden bei der vorliegenden Er-

findung die‘We'itfeldinformation und die konfokale Information insbesondere zeit-
gleich erzeugt. Je nach Auslegung des Gesamtsystems ist keine Triggerung notwen-
dig. Dadurch besteht aulerdem die Mdglichkeit, die Aufnahmegeschwihdigkeit ge-
geniber dem herkémmlichen Prinzip zu verdoppeln. Je nach gewdhiter Variante

~ kann auch der Warmeeintrag durch Lichtabsorption reduziert werden.

Bei einer weiteren besonders bevorzugten Ausgestaltung der erfindungsgemaRen
Vorrichtung ist die erste physikalische Eigenéchaft eine erste Polarisation des Lichts
und die zweite physikalische Eigenschaft eine von der ersten Polarisation verschie-
dene zweite Polarisation des Lichts. Beispielsweise kann es sich um linear oder zir-

kular polarisiertes Licht handein.
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- Die raumliche Strukturierung des Lichts mit der zweiten physikalischen Eigenschaft,

beispielsweise also von Licht mit einer bestimmten Wellenlénge oder einer bestimm-
ten Polarisation, wird zweckmaRigerweise so gewahlt, dass die Auflésung des mit
diesem Licht aufgenommenen mikroskopischen Bilds gesteigert wird. Die Mecha-

nismeh, die hierbei wirksam werden kénnen, sind im Prinzip bekannt.

Bei einer besonders“bevorzugten'Variante des erf_indungsgeméfseh Verfahrens wird
die dem Licht mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aufgeprégte raumliche
Strukturierung so gewabhit, dass die Extraktion eines konfokalen Bilds mdglich ist.

Weil die konfokale Aufldsung wesentlich von der Wéllenlénge abhangt, kann dabei
zweckmalig die Variante geW'ahlt werden, bei welcher eine Diskriminierung durch
verschiedene Wellenlangen erfolgt und die erste Wellenl'a"nge grofer ist als die zwei-
te Wellenlange. Das konfokale Bild wird also bevorzugt mit der kiirzeren Wellenlange

aufgenommen, mit welcher die bessere Auflésung méglich ist.

Grundsatzlich kann die Erfindung aber auch verwirklicht werden, wenn das konfokale
Bild mit der-gréReren Wéllenlénge und das Weitfeldbild mit der kleineren Wellenlén-

ge aufgenommen wird.

Prinzipiell kann das Licht mit der ersten physikalischen Eigenséhaft und mit der zwei-
ten physikalischen Eigenschaft 'von ein und derselben Lichtquelle bereitgestellt wer-
den, so dass im Grundsatz eine einzige Lichtquelle zur Verwirklichung der Erfindung
ausreichend sein kann. Die Vorteile der Erfindung werden in besonderer Weise er-
reicht, wenn Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft und Licht mit der zwei-
ten physikalischen Eigenschaft gleichzeitig eingestrahlt werden kann, weil dann das
Weitfeldbild und das mit strukturierter Beleuchtung aufgenommene Bild, wobei es

sich insbesondere um ein konfokales Bild handeln kann, gleichzeitig aufgenommen

werden kénnen.

Prinzipiell ist auch méglich, Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft und Licht
mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aus separaten Lichtquellen bereitzustel-
len. Das kommt insbesondere in Betracht, wenn eine Diskriminierung tber die Wel-
lenlidnge erfolgt. Bei dieser Variante kann es bevorzugt sein, wenn mindestens eine
der Lichtquellen durchstimmbar ist. Insbesondere ist es zweckméBig, die Lichtquelle,
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. welche zum Gewinnen des Weitfeldbilds dient, durchstimmbar auszubilden, weil

dann auch eine Farbinformation der Probe gewonnen werden kann.

 Prinzipiell ist es auch méglich, eine breitbandige Lichtquelle zu verwenden, die so-

wohl Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft' als auch Licht mit der zweiten

physikalischen Eigenschaft aussendet.

Gfundsétzlich kann es sich bei der ersten physikalischen Eigenschaft und der zwei-
ten physikalischen Eigenschaft auch um gréRere Wellenlangenbereiche handeln. Bei

einer besonders einfachen und bevorzugten Variante des erfindungsgeméafen Ver-

- fahrens wird beispielsweise als Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft Weil-

licht vérwendet, wobei aus diesem Licht das Licht mit der zweiten physikalischen Ei-
genschaft herausgefiltert ist. Dieses Herausfiltern des Lichts mit der zweiten physika-
lischen Eigenschaft, also des Lichts, welches der rdumlichen Strukturieruhg unter-

worfen wird, erfolgt dabei besonders bevorzugt mit der erfindungsgeman vorhande-

nen Anregungsmaske.

Wenn Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft. und der zweiten physikali-
schen Eigenschaft gleichzeitig auf die Anregungsmaske gestrahlt wird und deshalb
das Weitfeldbild und das Bild mit strukturierter Beleuchtung gleichzeitig gewonnen
werden, milssen zum Auftrennen der jeweiligen Lichtanteile vor dem Detektor geeig-

nete MafRnahmen getroffen werden.

ZweckmaéRig ist deshalb vor der Detektionseinheit ein Strahlteiler zum Auftrennen
von Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft und der zweiten physikalischen
Eigenschaft vorhanden. Je nach Eigenschaft, welche zur Unterscheidung dienen soll,
kann es sich dabei um Farbstrahlteilef oder Polarisationsstrahlteiler handeln. Als De-

tektionseinheit kann grundsétzlich jede Art von zweidimensionalem Bilddetektor oder

Sensor-Array eingesetzt werden.

Prinzipiell kénnen auch beispielsweise zwei oder mehrere Sensor-Arrays vorhanden
sein, welche zum Nachweis der unterschiedlichen Lichtanteile des von der Probe
kommenden Lichts dienen kénnen. Beispielsweise kann mit einem ersten Sensor-
Array das Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft und mit einem zweiten
Sensor-Array das Licht mit der zweiten physikalischen Eigenschaft nachgewiesen

werden. Hier miissen wieder geeignete Mittel zum Auftrennen der Lichtanteile vor-
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“handen sein. Grundséatzlich ist es aber ausreichend, wenn ein einziges Sensor-Array

vorhanden ist, mit dem sowohl Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft als
auch Licht mit der zweiten physikalischen Eigenschaft nachgewieseh werden kann.
Wenn'das vqh der Probe kommende Licht gleichzeitig beide Lichtanteile enthalt,
muissen vor dem Sensor-Array geeignete Mittel zum Herausfiltern des jeweils ge-

winschten Lichts vorhanden sein.

" Besonders vorteilhaft ist'es deshalb, wenn vor der Detektoreinheit und/oder nach

mindestens einer der Lichtquellen eine Filterwechseleinrichtung, insbesondere ein
Filterrad oder ein Filterschiéber, mit einer Mehrzahl von verschiedenen Filtern vor-
handen ist. Bei diesem Filter oder gegebenenfalls bei einer Mehrzahl von Filtern

handelt-es sich zweckmaRigerweise um Farbfilter oder Polarisationsfilter.

Alternativ zum Einsatz von mehreren Sensor-Arrays kann auch ein einziges Sensor-
Array unterteilt werden und ein erster Bereich des Sensor-Arrays zum Nachweis von
Licht mit der ersten physikalischen Eigenschaft und ein zweiter Bereich des Sensor-

Arrays zum Nachweis von Licht mit der zweiten physikalischen Eigenschaft verwen-

det werden.

Falls fiur bestimmte Untersuchungen auch eine Farbinformation des Weitfeldbilds
gewdlinscht ist, kann die Detektionseinheit zweckmafig auch ein mehrkanaliges Sen-
sor-Array, also ein Sensor-Array, mit dem die Detektion verschiedener.Farben még-

lich ist, umfassen.

Bei weiteren bevorzugten Varianten des erfindungsgemafien Verfahrens werden die
mikroskopischen Aufnahmen kontinuierlich wahrend eines z-Scans aufgenommen.
Das bedeutet, dass der Abstand der Probe zur Mikroskopoptik kontinuierlich oder
schrittweise zeitlich verandert wird. Weil die dabei generierten konfokaleh Mikro-
skopdaten deutlich empfindlicher von der 2’-Po_$ition_ abhangen, als die Weitfelddaten,
ist es von Vorteil, die konfokale Bildinformation méglichst mit hoher Frequenz auszu-
lesen. Wenn beispielsweise auferdem noch eine spektrale Information fir die Weit-
feldaufnahmen aufgenommen werden soll und hierzu verschiedene Farbfilter vor der
Detektionseinheit vorhanden sind, ist es zweckmaRig, die verschiedenen Farbfilter

so, beispielsweise auf einem Filterrad anzuordnen, dass nach jedem zweiten Bild die

konfokale Information ausgelesen wird.
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ZweckmaRig kénnen zum Unterdriicken von Streulicht Polarisationsfilter vorhanden

sein.

Weitere Vorteile und Merkmale der vorliegenden Erfindung werden im Folgenden mit

Bezug auf die beigefugten Figuren beschrieben.

Hierin zeigt:’

Fig. 1: ein erstes Ausfiihrungsbeispiel einer erfindungsgemaien Vorrichtung und
Fig. 2: ein zweit_es‘AusﬁJhrungsbeispieI einer erfindungsgemafen Vorrichtung.

Gleiche und glefch wirkende Kompo'nenten sind in den Figuren in der Regel mit den-

selben Bezugszeichen gekennzeichnet.

In Fig. 1 ist ein erstes Ausfiihrungsbeispiel einer erfindungsgemafen Vorrichtung zur
Mikroskopie gezeigt, welche als wesentliche Komponenten eine erste'Li¢htqueIIe 10,
eine zweite Lichtquelle 20, eine Mikroskopoptik 30, eine Anregungsmaske 40 und |

eine Detektionseinheit 50 aufweist.

Im gezeigten Ausfiihrungsbeispiel weist das Licht 14 der ersten Lichtquelle 10 eine
erste Wellenlange als erste physikalische Eigenschaft auf und das Licht der zweiten
Lichtquelle 20 weist eine von der ersten Wellenlédnge verschiedene zweite Wellen-
lange als zweite physikalische Eigenschaft auf. Das Licht 14 der ersten Lichtquelle
10 wird Uber optische Mittel 12 und einen Strahlteile 26 in den Anregungsstrahlen-
gang eingekoppelt und Uber dle Mikroskopoptik 30 als Beleuchtungsllcht auf eine
Probe 32 geleitet. Mithilfe des Lichts 14 der ersten Lichtquelle 10 wnrd eine Weitfeld-
messung durchgefithrt. Von der Probe 32 zuriickgestrahltes Licht 14 tritt im Wesent-
lichen ungehindert durch die Anregungsmaske 40 und auch durch einen Strahlteiler-
16 hindurch und wird Uber einen-Spiegel 70 in Richtung der Detektionseinheit 50

umgelenkt.

Vor der Detektionseinheit 50 ist ein Filterrad 60 mit vérschiedenen Farbfiltérn 62, 64
angeordnet. Im gezeigten Beispiel soll der Farbfilter 64 fur Licht 14 der ersten Licht-
quelle 10 transparent sein, so dass in der in Fig. 1 gezeigten Situation das Licht 14
der ersten Lichtquelle 10 ungehindert durch den Farbfilter 64 hindurchtritt und in der

Detektionseinheit 50 nachgewiesen werden kann.
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' Die Lichtquelle 20 liefert Licht 24 mit einer zweiten Wellenldnge, die bevorzugt kiirzer

ist als die Wellenlange des Lichts der ersten Lichtquelle 10. Das Licht 24 der zweiten
Lichtquelle 20 wird ber optische Mittel 22 und einen Strahlteiler 16 in den Anre-
gung‘sstrahlengang eingekoppelt. Im Unterschied zum Licht 14 der ersten Lichtquelle
10 wird dem Licht 24 aber dann gemaR dem wesentlichen Gesichtspunkt der Erfin-

- dung durch die Anregungsmaske 40 eine raumliche Struktur aufgeprégt, weiche bei-

spielsweise geeignet ist, von der Probe 32 ein konfokales Bild zu erhalten. Hierzu
wird die Anregungsmaske 40 in geeigneter Weise relativ zur optischen Achse des
Systems bewegt. Dies kann einerseits erfolgen durch Rotation um eine Achse 42,
wie durch den Pfeil 44 angedeutet. Prinzipiell ist aber auch eine Linearbewegung,

angedeutet durch einen Doppelpfeil 46, moglich.

Das Licht 24, dem durch die Anregungsmaske 40 eine rdumliche Struktur aufgepragt
wurde, gelangt iiber den Strahiteiler 2‘6 und die Mikroskopoptik 30 auf die Probe 32.
Von dort zuriickreflektiertes Licht 24 nimmt im Wesentlichen denselben Weg Ulber die
Mikroskopoptik, den Strahiteiler 26 und die Anregungsmaske 40 zurlck und wird so-
dann wenigstens teilweise durch den Strahlteiler 16 transmittiert und wiederum tber
den Spiegel 70 in Richtung der Detektionseinheit 50 umgelenkt. Wenn der Farbfilter
62 des Filterrads 60 im Strahlteiler positioniert ist, tritt das Licht 24 der zweiten Licht-
quelle durch diesen Farbfilter hindurch und kann in der Detektionseinheit nachgewie-
sen werden. Die Detektionseinheit 50 besteht im gezeigten Ausfiihrungsbeispiel be-

vorzugt aus einem CCD-Sensor-Array.
Eine Drehbewegung des Filterrads ist in Fig. 1 durch den Pfeil 68 angedeutet.

Ein besonders einfaches Ausflihrungsbeispiel einer erfindungsgemafen Vorrichtung
100 ist in Fig. 2 gezeigt. Im Unterschied zu der in Fig. 1 dargestellten Variante kommt
dieses Ausfuhrungsbeispiel mit nur einer Lichtquelle 10 aus. Diese Lichtquelle 10
liefert Liéht sowoh! mit der ersten als auch mit der zweiten Wellenlange, wobei prin-
zipiell hierzu eine breitbandige Lichtquelle 10 verwendet werden kann. Die brige

Funktion entspricht derjenigen, die mit Bezug auf Fig. 1 beschrieben wurde.

Wesentlich fiir die Erfindung ist demgemaR eine Anregungsmaske, die auch als Git-
terplatte bezeichnet werden kann, auf der die jeweiligen Filter mit einer geniigend

kleinen StrukturgréRe aufgebracht werden. Insbesondere handelt es sich dabei um
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Farbfilter und demgemaRl um eine Farbfilterscheibe mit Farbgittern. Diese Farbfilter
missen, damit die mikroskopiéche Information im Weiteren geeignet und hinreichend
gut getrennt werden kénnen, auflerdem eine hinreichend hohe Unterdriickung der
jeweils anderen Lichtkomponente aufweisen. Beispielsweise missen in dem Fall,

dass die Wellenlange zur Diskriminierung verwendet wird, die Filter eine geniigend |

hohe Farbunterdriickung aufweisen.

Anstelle eines Gitters werden fein strukturierte Farbfilter zur Erzeugung der Konfoka-
litat verwendet. Dadurch kann die getriggerte Erzeugung und Detektion von konfoka-

ler und Weitfeldinformation entfallen.

Je nach Variante kann zusétzlich sehr einfach die Farbinformation ausgelesen wer-

den.

Durch einen geringen zusatzlichen konstruktiven Aufwand ist es aufRerdem mdglich,
die konfokale Information und die Weitfeldinformation zeitgleich auszulesen. Dadurch

kann die Aufnahmegeschwindigkeit im Prinzip verdoppelt werden.

Das kurzwellige Licht wird auf die Anregungsmaske 40, die auch als Gitterplatte be-
zeichnet wird, gelenkt. Sinnvdllerweisé wird fiir die konfokale Beleuchtung die kirze-
re Wellenlange gewahlt, weil die konfokale Auflésung empfindlich von der Wellenl&n-
ge abhangt und mit kirzeren Wellenlangen besser wird. Die Gitterplatte besteht aus
fein strukturierten Farbfiltern, deren Iatérale Ausdehnung den Anforderungen der
Konfokalitat entspricht. Die Farbfilter sind wechselseitig fur die kiirzere Wellenléange
durchlassig »und undurchlassig. Die durchlassigen Bereiche sind Kurzpass_filter, die

den entsprechenden Spektralbereich durchlassen. Die nicht durchléssigen Bereiche

~ sind entsprechend Langpasse, welche diesen Wellenlangenbereich blockieren.

Das kurzwellige Licht trifft nach der Gitterplatte durch die weiteren abbildenden Opti-
ken 30 auf die Probe 32 und wird von dort zuriick zur Anregungsmaske 40 oder Git-
terplatte reflektiert. GemaR dem konfokalen Prinzip geht nur der Teil des Lichts durch_
die KurzpasSfiltér, bei dem sich die Oberflache der P»robe 32 genau im Brennpunkt

befindet.
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Das langwellige Licht fallt Gber die Abbildungsoptiken 30 direkt auf die Probe, wird

 dort reflektiert und tritt auf dem Rickweg ungehindert durch die Anregungsmaske 40

wieder hindurch.

Das kurzwellige konfokale Licht und das langwellige Weitfeldlicht werden von der

- Anregungsmaske 40 aus zur Detektionseinheit 50 geleitet und dort detektiert. Im ge-
zeigtén Beispiel beinhaltet die Detektionseinheit 50 ein zweidimensionales Sensor-

Array. In der Basisvariante befinden sich hier auf einem Filterrad 60 zwei Farbfilter
62, 64. Das Filterrad 60 lasst sich um eine mit dem Bezugszeichen 66 gekennzeich-
nete Achse drehen und lasst je nach Filterradstellung den konfokalen Anteil oder den
Weitfeldanteil des Lichts hindurch. Das wird durch den Kerngedanken der Erfindung
ermdglicht, dass die beiden mikroskopischen Informationen getrennt, namlich. durch

die erste physikalische Eigenschaft und die davon verschiedene zweite physikaliéche

Eigenschaft, insbesondere, wie im hier gezeigten Beispiel, chromatisch getrennt, vor-

liegen.
Durch eine Synchronisierung von getriggertem Farbfilter und Bildaufnahme ist es

mdglich, nacheinander die Weitfeldinformation und die konfokale Information mit ei-

nem Sensor-Array zu detektieren.

Das laterale Scannen oder Rastern (iber die Probe erfolgt durch Verfahren der Git-
terplatte, also der Anregungsmaske 40, senkrecht zur optischen Achse, ahnlich wie

bei einem herkdmmlichen Spinning-Disc-System mit Nipkow-Scheibe.

Gitterplatte und getriggerter Farbfilter sind in diesem Beispiel als rotierende Scheiben

ausgefiihrt. Es ist aber auch méglich, die Farbfilter linear in einer Richtung zu bewe-

gen.

Ein Aufbau ganz ohne bewegliche Teile kann mit Flussigkristall Arrays erreicht wer-

den.

Besonders vorteilhaft ist auch, wenn die Lichtquelle, welche zur strukturierten Be-
leuchtung verwendet wird, insbesondere also zur Generierung eines mikroskopi-
schen Bilds eingesetzt wird, eine moglichst kurze Wellenlange aufweisen, die in der

Regel nicht kiirzer sein sollte, als die Weitfeldwellenlange.
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Zweckmalig sind éuBerdem zusatzliche Farbfilter nach den Beleuchtungskoérpern,

um sauber getrennte Farbspektren der einzelnen Anregungswellenlangen zu ermog-

lichen.

- Méoglich sind aulerdem folgende Varianten:

Variante 1: Konfokale Anregung mit kurzwelligem monochromatischem schmalban-
digem Licht. Je nach Auslegung der Optik gegeniiber chromatischen Aberrationen
sollte das langwelligere Licht ebenfalls schmalbandig sein und nur eine gerinnggig_
ht‘)heré Wellenlange haben oder es kann deutlich langwelliger und breitbandiger séin.
Der Nachweis erfolgt mit einem einkanaligen Sensor-Array, beispielsweise einer

CCD- oder CMOS-Kamera.

Vor dem Detektor kann sich ein Farbfilter befinden, der je nach Stellung den kurzwel-

ligen Anteil oder den langwelligen Anteil hindurchlassen kann.

Variante 2: Bei einer Abwandlung der Variante 1 erfolgf die Detektion tber einen
Farbteiler, der das Licht auf zwei Sensor-Arrays lenkt. Hier ist vorteilhafterweise kei-

ne Triggerung notwendig.

Variante 3: Anstelle von zwei separaten Sensor-Arrays wird ein und dasselbe Sen-
sor-Array in zwei verschiedene Bereiche unterteilt und der Farbteiler lenkt das Licht
auf den ersten beziehungsweise den zweiten Teil. Diese kostengiinstige Lésung er-

méglicht nur ein kleineres Bildfeld und deshalb eine kleinere Auflésung.
Prinzipiell kann die Weitfeldbeleuchtung mit Weiflicht durchgefiihrt werden.

Weitere Variatibnsméglichkeiten erhalt man durch'»Kombinatio‘n der jeweils vorge-

schlagenen Beleuchtungen..

Variante 4: Anstelle des Farbfilters mit zwei Farbbereichen im Detektionsstrahlen-
gang kénnen weitere zusétzliche Bereiche mit Bandpéssen verwendet werden, um

eine chromatische Aufteilung des Weitfeldspektrums zu erlauben. Fir ein komplettes

" Bjld miissen dann nicht nur zwei Einzelbilder erzeugt werden, sondern filr jeden

Farbkanal ein Bild. Hierbei wird vorteilhafterweise die zusétzliche Erfassung der

Farbinformation der Probe erméglicht.
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Der Farbfilter kann prinzipiell auch so strukturiert sein, dass bei jedem zweiten Ein-
zelbild die konfokaie Information ausgelesen wird. Das Auslesen der Farbinformation
erfolgt dabei Gber mehrere z-Schnitte hinweg. Weil die Weitfeldinformation im Ver-
gleich zur konfokalen Information unempfmdhcher gegenuber Anderungen des
Brennpunkts ist, ist das ohne Qualitatseinbullen méglich und die mlkroskoplsche In-

formation kann bei dleser Variante sehr effektiv bereitgestellt werden.

Alternativ oder zusétzlich kann auch ein Farbfilter mit méhréren unterschiedlichen
Farbfeldern vor das Sensor-Array fiir die Weitfelddetektion positioniert werden. Die
komplette Farbdetektion erfolgt dann fur jéden‘ z-Schnitt einzeln. Eine hdhere Auf-
nahmegeschwindigkeit kann auRerdem erzielt werden, wenn als Sensor-Array ein
mehrkanaliges Sensor-Array, insbesondere ein dreikanaliges Sensor-Array mit den -
Farben gelb, rot und blau verwendet wird. Als Vorteil wird hier eine kostengulnstige
Detektion der Farben ohne Geschwindigkeitsverlust erreicht. Allerdings ist die Auflo-

sung verringert, weil nur ein Bruchteil der Lichtsensoren im kurzwelligen konfokalen

Bereich empfindlich ist.

Dies kann prinzipiell vermieden werden, wenn fiir die konfokale mikroskopische In-

formation eine separate Kamera verwendet wird.

Anstelle der Weitfeldbeleuchtung kann insbesondere'auch eine durchstimmbare -
Lichtquelle oder ein nach der Liéhtquelle angeordneter Farbverlaufsfilter, welcher im
Prinzip der zuvor erwdhnten FlltenNechselexnrlchtung entsprlcht zur Bestimmung der

Farbinformation verwendet werden.

Sodann kann anstelle von zwei Lichtquellen auch eine breitbandige Lichtquelle ver-

wendet werden. Dies ist eine besonders einfache Variante der vorliegenden Erfin-

dung. Diese breitbandige Lichtquelle wird anstelle der kurzwelligen Lichtquelle zur
Erzeugung des konfokalen Bilds verwendet. Die Weitfeldbeleuchtung erfolgt dann

ebenfalls mit dieser Lichtquelle und die zweite Lichtquelle kann dann entfallen. Wei-
Re LEDs mit einem Peak im Spektrum im blauen oder violetten Bereich und einem
breiten langwelligen Spektrum konnen beispielsweise hierzu verwendet werden.
ZweckmaRigerweise ist bei dieser Variante auf eine gute Trennung der Farbinforma-

tion im Detektionsstrahlengang zu achten.
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Anstelle von Anregungsmasken, die im Wesentlichen strukturierte Farbfilter sind und

- die zum Generieren der mikroskopiséhen Information mit strukturierter Beleuchtung

Uber den Strahlengang, insbesondere im Bereich eines Zwischenbilds, hinwegbe-
wegt werden, kénnen auch Durchlicht-LCDs, also Flussigkristallkomponenten, ver-
wendet werden. Diese Kompohenten sind prinzipiell auch chromatisch' einstellbar
erhaltlich. Als wesentlicher Vorteil dieser Varianten ist énzusehen, dass ein System -
véllig ohne bewegliche Teile aufgebaut werden kann. Diese Flissigkristallkomponen-
ten kénnen insbesondere auch so angesteuert werden, dass die Strukturierung, be-

stehend aus ein- und/oder zweidimensionalen Elementen, statistisch verteilt ist.

Das erfindungsgemaéfRe Prinzip kann auch mithilfe von polarisiertem Licht und Polfil-
tern verwirklicht werden. Das ist insbesondere mit schnell schaltbaren Flissigkristall-
komponenten méglich. Polarisiertes Licht bietet auBerdem die Méglichkeit, Streulicht

mithilfe von weiteren Polfiltern zu unterdrUckéh. Zu beriicksichtigen ist dabei, dass
eine Mikrostruktur der zu untersuchenden Probe ebenfalls die Polarisation des Lichts

beeinflussen kann.

. AuBerdem ist es grundsatzlich moglich, das hier beschriebene Prinzip auch in Refle-

20

xion statt in Transmission umzusetzen. Das gilt insbesondere fur die Variante mit
einem DLP-Projektionssystem (Digital Light Processing = DLP). Mit diesen Kompo-
nenten kann eine sehr genaue und schnelle Erzeugung und ein rascher Wechsel der

Anregungsmaske bewerkstelligt werden.



10

15

20

WO 2013/149731

Bezugszeichenlist'e

10

12

14
20
22
24
30
32
40
42
44
46
50
60
62

64

66

68

70

100

erste Lichtquelle

~erste optische Mittel

Licht der ersten Lichtquelle
zweite Lichtquelle_

zweite optische Mittel

Licht der zweiten Lichtquelle
Mikroskopopti_k .

Probe

Anregungsmaske

Drehachse dér Anregungsmaske

Drehpfeil

Doppelpfeil

Detektionseinheif
Filterrad

erster Farbfilter
zweiter Farbfilter

optische Achse

, Rotatibnspfeil

Spiegel

Vorrichtung
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PATENTANSPRUCHE

1.

Vorrichtung zur Mikroskopie,

" mit mindestens einer Llchtquelle (10, 20) zum Bereitstellen von Beleuchtungs-

licht, _
mit einer Detektionseinheit (50) zum Nachweis von von einer Probe (32) zu-

‘riickgestrahitem Licht,.
" mit einer MIkFOSkOpOptIk (30) zum Lelten von Beleuchtungslicht auf die Pro-

be (32) und zum Leiten von von der Probe (32) zuriickgestrahltem Licht in

Richtung der Detektionseinheit (50) und

“mit einer in einem Beleuchtungéstrahlengang angeordneten Anregungsmas-

ke (40) zum Bereitstellen einer strukturierten Beleuchtung, -

dadurch gekennzeichnet,
dass die Anregungsmaske (40) ein rdumlich strukturierter Filter ist,
der fur Licht (14) mit einer ersten physikalischen Eigenschaft transparent ist

und

- der Licht (24) mit einer von der ersten physikalischen Elgenschaft verschiede-

nen zweiten physikalischen Eigenschaft eine rdumliche Strukturlerung auf-

pragt.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,
dass die Anregungsmaske (40) ein- oder zweidimensionale Strukturlerungen, "

aufweist.
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Vorrichtung nach Anspruch 1-oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Anregungsmaske (40) chromatisch einstellbare Flissigkristallkompo-

nenten aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch g.ekennzeichnet,
dass die Anregungsmaske (40) ein Reflexions- oder ein Transmissionsfilter

- jst.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 4,

dadurch gekenhzeichnet,

dass die Anregungsmaske (40). einen digitalen Mikrospiegel aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass gen‘au eine Lichtquelle vorhanden ist, die sowoh! Licht (14) mit der ers-

ten physikalischen Eigenschaft als auch
Licht (24) mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aussendet.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet,
dass die erste physikalische Eig‘enschaft eine erste Wellenlange oder ein ers-

ter Wellenldngenbereich des Lichts und
dass die zweite physikalische Eigenschaft eine von der ersten Wellenlange

verschiedene zweite Wellenlange des Lichts oder ein von dem ersten Wellen-

- langenbereich verschiedener zweiter Wellenlangenbereich deé Lichts ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7

dadurch gekennzeichnet,
dass die erste physikalische Eigenschaft eine erste Polarisation des Lichts

und die zweite physikalische Eigenschaft eine von der ersten Polarisation ver-

~ schiedene zweite Polarisation des Lichts ist.
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10.

11,

12,

13.

14.

18.

18

Vorrichtung nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet,
dass die erste Weue'nlénge‘ groker ist als die zweite Wellenlange.

~ Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8,

‘dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens eine der'Lichtcjuellen (20) durchstimmbar isf.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens eine der Lichtquellen (20) breitbandig ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,

dadurch geken.n.z"eichn'et,

dass vor der‘Detektionseinhéit (50) und/oder nach mindestens einer der Licht-
quellen eine FiltenNechseleinrfchtung; insbesondere ein Filterrad (60), mit ei-

ner Mehrzahl von verschiedenen Filtern (62, 64) vorhanden ist.

Vorrichtung nach Anspruch 12,
dadurch geken nzeich_net,
dass die Filter Farbfilter sind.

Vorrichtung nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Filter Polarisationsfilter sind.

Vorrichtung nach Anspruch 13,

dadurch gekennzeichnet,

dass die verschiedenen Farbfilter (62, 64) so an der F|Iterwechsele|nr|chtung

| angeordnet sind, dass nach jedem zweiten Bild eine konfokale Information

ausgelesen werden kann.
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16.

17.

18,

19.

20. -

.A A

i

19

Vorrichtung nach einem der An>spr'uChe 1 bis 15,

‘dadurch gekennzeichnet,

dass vor der Detektionseinheit (50) ein Strahlteiler zum Auftrennen von Licht
(14)' mit der ersten physikalischen Eigenschaft und Licht (24) mit der zweiten

physikalischen Eigenschaft vorhanden ist.

Vorrichtung nach Anspruch 16,
dadurch gekennzeichnet, _
dass der Strahlteiler ein Farbstrahlteiler oder ein Polarisationsstrahiteiler ist.

- Vorrichtung nach einem der Ansprﬁche 1 bis 17,

dadurch gekennzeichnet,
dass die Detektionseinheit (50) mindestens ein Sensorarray, insbesondere ei-

ne CCD- oder eine CMOS-Kamera, aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18,
dadurchg.ekennzeichnet;
dass die Detektionseinheit (50) mindestens ein mehrkanaliges Sensorarray

aufweist.

Verfahren zur Mikroskopie,
bei dem eine Probe (32) mit Beleuchtungslicht beleuchtet wird,
bei dem von der Probe (32) zuriickgestrahites. Licht nachgewiesen wird,

" bei dem daé Beleuchtungslicht mit einer Anregungsmaske (40) raumlich struk-

turiert wird und |
bei dem als Anregungsmaske (40) ein raumlich strukturierter Filter verwendet
wird, - -

dadurch gekennzeichnet, _ ‘
dass der Filter fir Licht (14) mit einer ersten physikalischen Eigenschaft trans-
pareht ist und |
dass der Filter Licht (24) mit einer von der ersten physikalischen Eigenschaft

verschiedenen zweiten physikalischen Eigenschaft eine raumliche Strukturie-

rung aufpragt.
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Verfahren nach Anspruch 20,

‘dadurch gekennzeichnet,

dass die dem Licht (24) mit der zweiten physikalischen Eigenschaft aufgeprag-

te raumliche Strukturierung die Extraktion eines konfokalen Bilds erméglicht. .

Verfahren nach Anspruch 20 oder 21,

dadurch gekennzeichnet,
dass mit dem LICht (14) mit der ersten physikalischen Elgenschaft ein Welt-'

feldbild aufgenommen wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22,
dadurch gekennzelchnet
dass em Scanning in z-Richtung durchgefuhrt wird.

Verfahren nach einem der Ansprlche 20 bis 23,

dadurch gekennzeich.net,
dass ein erster Bereich eines Sensorarrays zum Nachweis von Licht (14) mit

der ersten physikalischen Eigenschaft verwendet wird und
dass ein zweiter Bereich des Sensorarrays zum Nachweis von Licht (24) mlt,

der zweiten physikalischen Eigenschaft verwendet wird.



WO 2013/149731 PCT/EP2013/001014
1/2

100
12

Fig. 1
2
{
)




WO 2013/149731 PCT/EP2013/001014
2/2

50

14
10

12

o
o
—

Fig. 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2013/001014

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. GO2B21/00 GO2B21/36
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

GOZ2B

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X WO 20107128307 Al (KING S COLLEGE LONDON 1,2,4,6,
[GB]; HEINTZMANN RAINER [GB]; WICKER KAI 8,12,14,
[GB]) 11 November 2010 (2010-11-11) 16-20,24
abstract
figures

X US 6 002 509 A (WIJNAENDTS VAN RESANDT 1,2,4,6,
ROELOF [DE] ET AL) 7,9-13,
14 December 1999 (1999-12-14) 15,

18-21,23

the whole document

X DE 10 2008 054317 Al (ZEISS CARL 1-5,
MICROIMAGING GMBH [DE]) 10-14,
6 May 2010 (2010-05-06) 20-22
the whole document

_/ -

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

12 July 2013

Date of mailing of the international search report

19/07/2013

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Windecker, Robert

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

OPTICAL SECTIONING BY COLOR STRUCTURED
ILLUMINATION MICROSCOPY",

OPTICS LETTERS, OSA, OPTICAL SOCIETY OF
AMERICA, WASHINGTON, DC, US,

vol. 31, no. 4,

15 February 2006 (2006-02-15), pages
477-479, XP001239067,

ISSN: 0146-9592, DOI: 10.1364/0L.31.000477
the whole document

PCT/EP2013/001014
C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X DE 10 2007 018048 Al (SCHWERTNER MICHAEL 1
[DE]) 16 October 2008 (2008-10-16)
the whole document
A WO 2004/113988 Al (MAX PLANCK GESELLSCHAFT 1-24
[DE]; OESTERHELT FILIPP [DE]; SEIDEL CLAUS
[DE) 29 December 2004 (2004-12-29)
abstract; figures
A KRZEWINA L G ET AL: "SINGLE-EXPOSURE 1-24

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2013/001014
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 2010128307 Al 11-11-2010  EP 2427793 Al 14-03-2012
US 2012133937 Al 31-05-2012
WO 2010128307 Al 11-11-2010
US 6002509 A 14-12-1999  NONE
DE 102008054317 Al 06-05-2010 DE 102008054317 Al 06-05-2010
EP 2350726 Al 03-08-2011
JP 2012507756 A 29-03-2012
US 2011284767 Al 24-11-2011
WO 2010060515 Al 03-06-2010
DE 102007018048 Al 16-10-2008  CN 101680749 A 24-03-2010
DE 102007018048 Al 16-10-2008
EP 2137488 A2 30-12-2009
US 2010108873 Al 06-05-2010
WO 2008125605 A2 23-10-2008
WO 2004113988 Al 29-12-2004 DE 10327987 Al 20-01-2005
WO 2004113988 Al 29-12-2004

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2013/001014

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. GO2B21/00 GO2B21/36
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

GOZ2B

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

WO 2010/128307 Al (KING S COLLEGE LONDON
[GB]; HEINTZMANN RAINER [GB]; WICKER KAI

Zusammenfassung
Abbildungen

ROELOF [DE] ET AL)
14. Dezember 1999 (1999-12-14)

das ganze Dokument

MICROIMAGING GMBH [DE])
6. Mai 2010 (2010-05-06)
das ganze Dokument

[GB]) 11. November 2010 (2010-11-11)

X US 6 002 509 A (WIJNAENDTS VAN RESANDT

X DE 10 2008 054317 Al (ZEISS CARL

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" fruhere Anmeldung oder Patent, die bzw. das jedoch erst am oder nach
dem internationalen Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefuhrt)

"O" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

12. Juli 2013

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

19/07/2013

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

Windecker, Robert

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2013/001014

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X

DE 10 2007 018048 Al (SCHWERTNER MICHAEL
[DE]) 16. Oktober 2008 (2008-10-16)

das ganze Dokument

WO 20047113988 Al (MAX PLANCK GESELLSCHAFT
[DE]; OESTERHELT FILIPP [DE]; SEIDEL CLAUS
[DE) 29. Dezember 2004 (2004-12-29)
Zusammenfassung; Abbildungen

KRZEWINA L G ET AL: "SINGLE-EXPOSURE
OPTICAL SECTIONING BY COLOR STRUCTURED
ILLUMINATION MICROSCOPY",

OPTICS LETTERS, OSA, OPTICAL SOCIETY OF
AMERICA, WASHINGTON, DC, US,

Bd. 31, Nr. 4,

15. Februar 2006 (2006-02-15), Seiten
477-479, XP001239067,

ISSN: 0146-9592, DOI: 10.1364/0L.31.000477
das ganze Dokument

1

1-24

1-24

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)

Seite 2 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2013/001014
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
WO 2010128307 Al 11-11-2010 EP 2427793 Al 14-03-2012
US 2012133937 Al 31-05-2012
WO 2010128307 Al 11-11-2010
US 6002509 A 14-12-1999  KEINE
DE 102008054317 Al 06-05-2010 DE 102008054317 Al 06-05-2010
EP 2350726 Al 03-08-2011
JP 2012507756 A 29-03-2012
US 2011284767 Al 24-11-2011
WO 2010060515 Al 03-06-2010
DE 102007018048 Al 16-10-2008 CN 101680749 A 24-03-2010
DE 102007018048 Al 16-10-2008
EP 2137488 A2 30-12-2009
US 2010108873 Al 06-05-2010
WO 2008125605 A2 23-10-2008
WO 2004113988 Al 29-12-2004 DE 10327987 Al 20-01-2005
WO 2004113988 Al 29-12-2004

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - claims
	Page 19 - claims
	Page 20 - claims
	Page 21 - claims
	Page 22 - claims
	Page 23 - drawings
	Page 24 - drawings
	Page 25 - wo-search-report
	Page 26 - wo-search-report
	Page 27 - wo-search-report
	Page 28 - wo-search-report
	Page 29 - wo-search-report
	Page 30 - wo-search-report

