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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Mikrosko-
pe und Verfahren zum Erhalten von Bildern mit die-
sen. Genauer ausgedriickt, betrifft die vorliegende
Erfindung ein Verfahren zum Erhalten von Bildern mit
invertierten Dunkelfeldkontrast- (Inverted Darkfield
Contrast, IDC) Mikroskopen und ein neues IDC-Mi-
kroskop.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Viele Jahre lang sind Lichtmikroskope als
eine wollentwickelte Technik angesehen worden.
Wahrend viele bemerkenswerte Versuche unternom-
men wurden, die Fahigkeiten des Lichtmikroskops
auszuweiten, haben bis jetzt solche Versuche keine
wesentlichen Leistungssteigerungen erzielt und sind
allgemein zu bedeutend erhdhten Kosten erhalten
worden. Schwingungen in Mikroskopen sind als ein
Hauptfaktor bekannt gewesen, der zur Grenze der
Auflésungsleistung beitragt. Man hat friher verur-
sacht, Schwingungen im Mikroskoprahmen durch
Bauen sehr starrer oder schwerer Rahmen, oder
durch Konstruieren horizontaler Mikroskope auf mas-
siven Rahmen im optischen Bankstil zu bewaltigen.
Andere Versuche zum Verbessern der Schwingungs-
leistungen haben passive oder aktive Schwingungs-
dampfungstische, -FiRe oder -Plattformen verwen-
det.

[0003] Die Erzeugung von Bildkontrast in Mikrosko-
pen ist ein Bereich, wo in der Vergangenheit betracht-
liche Arbeit ausgefihrt wurde. Versuche, den Kon-
trast beobachteter biologischer Proben zu vergro-
Rern, haben zu vielen neuen Verfahren wie zum Bei-
spiel Phasenkontrast, Interferenzkontrast, Hoff-
mann-Modulationskontrast, Differenzinterferenzkon-
trast, Mikroskopie mit polarisiertem Licht, Dunkelfeld-
mikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie gefihrt.
Die Herausforderung, Bildkontrast an der duf3ersten
Auflésungsgrenze zu erzeugen, ergab solche Techni-
ken wie Hochleistungs-Immersionsdunkelfeld und ul-
tramikroskopische Beleuchtung. Phasen- und Inter-
ferenzkontrasttechniken fiihrten Artefakte ein, von
denen einige asymmetrisch waren, die es schwierig
machten, die Bilder in bezug zu der echten Struktur
der betrachteten Proben zu bringen. Dunkelfeld- und
Fluoreszenztechniken stellten Bildausbildung in einer
Form dar, die Sehfahigkeiten héchst unvertraut ist, in
sehr dhnlicher Weise, wie wir unfahig sind, Informati-
onen aus einem photographischen oder elektroni-
schen "Negativ-" Bild zu extrahieren. Zum Beispiel of-
fenbart US-A-4,896,967 einen Motilitatsscanner zum
Charakterisieren lebender Zellen, der ein LED-ge-
stutztes optisches System zum Erfassen eines Hell-
feldbilds einschlie3t, das anschlieBend elektronisch
invertiert wird, um ein Dunkelfeldbild zu erhalten, so
dass Zellen als helle Bilder auf einem relativ dunklen

Hintergrund erscheinen kdnnen. Systeme dieses
Typs vergrofiern jedoch weder bedeutend den Bild-
kontrast, noch ist das resultierende Bild besonders
fur menschliche Sehfahigkeiten geeignet.

[0004] Versuche, mehr Informationen Gber Zellen in
Echtzeit zu erhalten, haben konfokale Mikroskopie,
die Hochleistungs-Laserlichtquellen verwendet, wel-
che den Probenbereich abtasten, um ein Endbild der
Probe aufzubauen, und neuere maskierte konfokale
Techniken hervorgebracht, die Bilder lebender Pro-
ben mit héherer Geschwindigkeit aufbauen kénnen.
Allgemein ist die Vollbild/Halbbildrate der konfokalen
Systeme zu langsam zum Untersuchen von Bewe-
gung hoher Geschwindigkeit vieler Komponenten in
biologischen Systemen, da sie Bewegung hoher Ge-
schwindigkeit aufweisen.

[0005] Versuche, hohe Auflésung zu erzielen, ba-
sierten auf der Formel flr mikroskopische Auflésung,
die zuerst durch Ernst Abbe entwickelt wurde, Auflo-
sungsgrenze = Wellenlange von Licht /(k x numeri-
sche Apertur des Objektivs). Werte fiir k im Bereich
von 1,6 bis 2 sind Uber 50 Jahre lang akzeptiert wor-
den, aber die neuste Arbeit des Erfinders legt nahe,
dass der Wert von k gesenkt werden kann und aus-
fuhrlicher untersucht werden muss, wenn er auf ver-
besserte optische Systeme mit neuen Beleuchtungs-
verfahren und Abbildungsmitteln angewendet wird.
[0006] Da Mikroskopsysteme komplexer geworden
sind, haben mehr Glasoberflachen grofieren Licht-
verlust aufgrund von Ubertragungsverlusten in den
Glaselementen, Innenreflexion und Streulicht er-
zeugt. Das Streulicht trug zu schlechtem Kontrast
bei, und die Innenreflexionen und Ubertragungsver-
luste zusammen mit dem Streulicht bedeuteten, dass
fortschreitend starkere Lichtquellen zum Erzeugen
verwendbarer Bildhelligkeit bendtigt wurden. Diese
Hochenergiequellen miissen das Licht mit hohen In-
tensitaten durch den Probenraum weiterleiten, da die
meisten der verlustbehafteten Komponenten sich
zwischen der Probe und dem Abbildungsmittel befin-
den. Moderne binokulare und trinokulare Systeme
mit ihren zugehdrigen Prismen, Spiegeln und Linsen
sind besonders unwirksam und erfordern hoéhere
Lichtpegel.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, ein neues IDC-Mikroskop und ein neues Ver-
fahren zum Erhalten von Bildern mit einem IDC ge-
maf den Ansprichen 10, 11 und 1 zu schaffen.

[0008] Einem ersten Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung zufolge wird ein neues Verfahren zum Erzielen
von Kontrast flr mikroskopisches Abbilden von Pra-
parationen lebender Zellen und anderer Typen von
Objekten zusammen mit Verbesserungen an Mikros-
kopen beschrieben. Dieses Verfahren kombiniert die
traditionelle Dunkelfeldbeleuchtungstechnik mit elek-
tronischer Bildinvertierung (Konvertieren eines positi-
ven zu einem negativen Bild) und anderen Verbesse-
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rungen, um den Kontrast und die Auflésung des End-
bilds weiter zu verbessern. Das Verfahren wird hier
als Invertierter Dunkelfeldkontrast bezeichnet und
wird als besonders geeignet zum Betrachten leben-
der Zellen in Echtzeit ohne Verfarben oder Praparati-
on angesehen.

[0009] Die hier gezeigten Ausfiihrungsformen ba-
sieren primar auf einem Videomikroskop, in dem Bild-
auflésung, Kontrast und optische Effizienz optimiert
sind. In Mikroskopen in Ubereinstimmung mit der vor-
liegenden Erfindung ist gewdhnlich keine stérende
binokulare oder trinokulare Anordnung oder Okular
zwischen dem Objektiv und dem Abbildungssystem
vorhanden, welches ein jeglicher Typ von Abbil-
dungsmittel einschlieBlich Filmkameras, Analog-
oder Digitalvideokameras oder Bildverstarker sein
kann. Das Mikroskopsystem kann eine vorfokussier-
te und ausgerichtete Lampe und einen Reflektor ver-
wenden, um einen grofleren als den ublichen Teil des
Lichts von der Lampe in den Beleuchtungsstrahl zu
richten. Der Beleuchtungsstrahl wird durch einen
Strahlausweiter gerichtet, der den Durchmesser des
Beleuchtungsstrahls steuert, wahrend parallele Licht-
strahlen aufrechterhalten werden. Der Beleuchtungs-
strahl geht durch Aperturen hindurch, um Streulicht
zu steuern.

[0010] Sorgfaltige Beachtung wird der Steuerung
der Beleuchtungswellenlangen von Licht gewidmet,
um die Auflésung des Mikroskops zu verbessern. Ins-
besondere werden alle nicht sichtbaren Wellenlan-
gen in dem ultravioletten (UV) und infraroten (IR) Teil
des Spektrums vorzugsweise zum Verbessern von
Bildqualitat beseitigt. Die das Objektiv verlassenden
Lichtstrahlen werden auch durch Aperturen und eine
Ablenkréhre/Ablenkréhren  hindurchgefiihrt, um
Streulicht zu reduzieren und Kontrast zu verbessern.
Schwingungshemmende Mittel sind auch zum Steu-
ern der Bewegung des Objektivs in bezug zu der be-
trachteten Probe und der Stellung der Abbildungsein-
richtung in bezug zum Objektiv vorgesehen. Steue-
rung von Streulicht in dem Objektiv und in der Kopp-
lungseinrichtung zwischen dem Objektiv und der Ab-
bildungseinrichtung helfen weiter dabei, Kontrast und
Auflésung zu verbessern.

[0011] Das Signal von der Abbildungseinrichtung
wird invertiert, um das Negativ des normalen Bilds zu
bilden. Auf diese Weise erscheint das traditionelle
Dunkelfeldbild als ein Hellfeldbild mit hohem Kontrast
auf dem Endmonitor oder der Computeranzeige.
[0012] Die vorliegende Anmeldung weist eine Viel-
zahl mechanischer und optischer Verbesserungen an
einem Mikroskop auf, um Invertierten Dunkelfeldkon-
trast (IDC) zu erreichen. Genauer ausgedruckt, ist ein
Videomikroskop vorgesehen, der Verbesserungen
an dem Beleuchtungssystem, dem Kondensor, dem
Objekttrager, den Objektiven, der Réhre, dem Mikro-
skopstander und dem Bilderfassungssystem zum Er-
zeugen eines neuen IDC-Mikroskops einschlieRen
kann.

[0013] Die vorliegende Erfindung schafft ein Verfah-

ren zum Erhalten von Bildern mit hohem Kontrast le-
bender biologischer Proben, wie zum Beispiel Zellen
in Echtzeit, ohne dass Verfarbung oder Fluorchemie
bendtigt wird. Das Verfahren ist auf die Abbildung ei-
ner Vielzahl von Materialien, Substanzen und Struk-
turen anwendbar, einschliellich Zellen, interner Zell-
strukturen, Bakterien, Viren, Pilze und Pflanzenmate-
rialien. Die vorliegende Erfindung umfasst auch Ver-
besserungen an Mikroskoptechnik einschlief3lich
Verbesserungen am Standerdesign, an Beleuchtern,
Kondensoren, Objektiven, Abbildungssystemen und
an Videoverarbeitung.

[0014] Wahrend das Konzept von Dunkelfeldabbil-
dung nicht neu ist und die Verwendung von Videoin-
version von positiv zu negativ im Gebiet von Spezial-
effekten bei Fernsehrundfunk bekannt ist, ist die vor-
liegende Erfindung die erste Anwendung dieser nicht
in Verbindung stehenden Techniken zum Erhalten
von Bildern mit hohem Kontrast von Proben wie zum
Beispiel lebendem biologischem Material. Die vorlie-
gende Erfindung liefert besondere Vorteile, da sie Bil-
der schaffen kann, die wie verfarbtes biologisches
Material aussehen, so dass Biologen einfach die In-
formationen, die die Bilder darstellen, interpretieren
und akzeptieren kdnnen, ohne die Verfarbung der ab-
gebildeten Proben zu erfordern. Die vorliegende Er-
findung kann den Kontrast, die Auflésung und die Er-
fassungsgeschwindigkeit des Bilds verbessern, ohne
bedeutend die Kosten oder Komplexitat des Mikros-
kops zu erhéhen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0015] Vorzugsweise sollen Ausfihrungsformen der
vorliegenden Erfindung nun, nur beispielhaft, unter
Bezugnahme auf die beigefiigten Figuren beschrie-
ben werden, in denen:

[0016] Fig. 1 eine Ausfuhrungsform eines IDC-Mi-
kroskops in Ubereinstimmung mit der vorliegenden
Erfindung zeigt;

[0017] Fig. 2 eine Ausflihrungsform der Anordnung
des Videosystems des IDC-Mikroskops zeigt;

[0018] Fig. 3 eine Ausflhrungsform einer piezoe-
lektrisch betatigten Abstitzung zeigt; und

[0019] Fig. 4 einen Querschnitt eines typischen Ob-
jektivs zeigt, das in einem IDC-Mikroskop in Uberein-
stimmung mit der vorliegenden Erfindung verwendet
wird; und

[0020] Fig. 4a das Detail des bei A in Fig. 4 identifi-
zierten Bereichs zeigt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

[0021] Die vorliegende Erfindung bildet ein Dunkel-
feldbild mit einem optischen System einer hohen nu-
merischen Apertur (NA) und interviert das digitalisier-
te Dunkelfeldbild, um ein Negativbild des Dunkelfeld-
bilds zu erzeugen. Das Negativbild ist ein sichtbares
Hellfeldbild mit sehr hohem Kontrast und sehr hoher
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Auflésung.

[0022] Wahrend es mdglich ist, das Verfahren der
vorliegenden Erfindung unter Verwendung von Stan-
dardmikroskopbeleuchtern zu realisieren, ist es mo-
mentan bevorzugt, dass die mit der vorliegenden Er-
findung verwendete Lichtquelle auf der Grundlage ei-
nes "Photonenetats" erwogen wird, bei dem der be-
absichtige Bestimmung jedes Photons von der Licht-
quelle aufgezeichnet und in der Auslegung des
IDC-Mikroskops berticksichtigt wird. Um dieses Ziel
zu erreichen, wird die Lichtquelle in einer momentan
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wie
folgt ausgewahlt und aufgebaut.

[0023] In konventionellen Mikroskopen werden
Wolfram-, Wolframhalogen-, Quarzhalogen- oder
Lichtbogen-Lichtquellen verwendet. Diese Lichtquel-
len sind nicht gut hinsichtlich der Stellung der lichte-
mittierenden Oberflache der Quelle gesteuert, und
folglich ist gewdhnlich ein Mittel zum Zentrieren der
lichtemittierenden Oberflache in der X-, Y- und
Z-Richtung in Bezug zum Strahlengang des Mikros-
kops vorhanden.

[0024] Im Gegensatz dazu kann in der derzeit be-
vorzugten Ausfihrungsform der Erfindung, die in
Fig. 1 dargestelltist, das allgemein bei 10 angezeigte
Mikroskop eine Lichtquelle 14 verwenden, in der die
genaue Position der lichtemittierenden Komponente
genau durch den Kérper der Lichtquelle 14 und/oder
die Fassung gesteuert wird, in der sie angebracht ist.
Dies beseitigt die Notwendigkeit eines Zentrierme-
chanismus fur die Lichtquelle 14 und stellt sicher,
dass im wesentlichen die héchstmogliche Intensitat
und geometrische Steuerung des Strahls und Wie-
derholbarkeit erreicht wird. Geeignete Beispiele sol-
cher Lichtquellen sind die Welch Allen-Lampen fir
medizinische Anwendungen, die ILC-Lichtbogenlam-
pen, die vorfokussierten GE- und Sylvania- Lampen
und andere, ahnliche Lichtquellen. Soweit es dem
vorliegenden Erfinder bekannt ist, sind diese Licht-
quellen bis jetzt nicht mit Lichtmikroskopen verwen-
det worden.

[0025] In dem Mikroskop 10 wird die Lichtquelle 14,
der die bendtigte Energie von einer geeigneten
Stromversorgung 16 zugeflihrt wird, so angebracht,
dass so viel Licht wie méglich aus der/den lichtemit-
tierenden Oberflache oder Oberflachen durch ein ge-
eignetes Beleuchtungsfokussiermittel, wie zum Bei-
spiel einen Spiegel 18 hinter der Lichtquelle 14
und/oder eine Linse 22 vor der Lichtquelle 14, fokus-
siert wird. Das Licht von der Rickseite der Lichtquelle
14 wird auf oder angrenzend an die emittierende(n)
Oberflache(n) der Lichtquelle 14 durch den Spiegel
18 zurick fokussiert. Das Licht von der Vorderseite
der Lichtquelle 14 und das durch den Spiegel 18 zu-
riickgefihrte wird durch die Linse 22 oder einen Satz
von Linsen vor der Lichtquelle 22 zu einem gebundel-
ten Strahl fokussiert. Geeignete Aperturen 26, Ab-
lenkplatten 30 oder Réhrenstrukturen (nicht gezeigt)
werden verwendet, um sicherzustellen, dass das
Licht von der Linse 22 im wesentlichen vollstéandig

geblindelt wird. Es ist erwiinscht, das Licht von der
Linse 22 so zu biindeln, dass wenig oder kein von der
Achse abweichendes Licht in das im folgenden be-
schriebene Kondensorsystem des Mikroskops 10
eintritt. Solches von der Achse abweichendes Licht
wiurde im optischen Abbildungssystem zu "Streulicht"
werden und wirde den Kontrast des Endbilds ver-
schlechtern.

[0026] Da die meisten Lichtquellen Licht emittieren,
das sich auf3erhalb des Bereichs menschlichen Seh-
vermoégens und dem Korrigierten Bereich von Mikro-
skopoptik befindet, ist ein Filtermittel 34 in dem Weg
des Beleuchtungsstrahls vorgesehen, um das Licht
zu filtern, damit es so nahe wie moglich dem Bereich
von Wellenldngen entspricht, fir den die Optik des
Mikroskops 10 ausgelegt ist. Das Filtermittel 34 kann
irgendwo in dem Beleuchtungsstrahlengang zwi-
schen der Lichtquelle 14 und der Endoptik des Kon-
densors 38 eingeschlossen sein, und das Filtermittel
34 kann aus einem oder mehreren Warmefiltern wie
zum Beispiel Schott KG1- oder KG5-Glas bestehen,
und kann zusatzliche Interferenzfilter zum Dampfen
des roten oder blauen Endes des Lichtspektrums ent-
halten, und kann den ultravioletten Anteil des Spek-
trums mit Filtern zum Beispiel der Schott WG- oder
GG-Baureihe ausschlieRen. Durch Beseitigung des
Infrarotanteils des Spektrums wird Erhitzung der Pro-
be mit seiner damit verknlpften Auswirkung auf le-
bende Proben umfassend reduziert. Beseitigung des
ultravioletten Lichts hoher Energie aus dem die Pro-
be erreichenden Licht bedeutet, dass die Proben
nicht so viel DNA-, Zell- und Entfarbungsbeschadi-
gung ausgesetzt werden. Dies bedeutet, dass Pro-
ben wahrend kontinuierlicher Untersuchung fir lan-
gere Zeitspannen auf dem Mikroskop gehalten wer-
den kénnen. Es bedeutet auch, dass die untersuch-
ten Proben nicht den unnormalen Pegeln von Infra-
rotlicht und Ultraviolettlicht von den gewohnlichen, in
Mikroskopen verwendeten Quellen ausgesetzt wer-
den, die allgemein Glih-, Metallhalogen- oder Xe-
non- oder Quecksilberlichtbogenquellen sind, vergli-
chen mit dem Verhaltnis von infrarotem zu sichtba-
rem zu ultraviolettem in dem von der Sonne kommen-
den Licht. Es ist ein wichtiges Merkmal dieses Mikro-
skops, dass lebende Proben nur Verhaltnissen von
infrarotem zu sichtbarem Licht und ultraviolettem zu
sichtbarem Licht bei oder weniger als den Verhaltnis-
sen ausgesetzt werden, denen die Proben in der Na-
tur ausgesetzt werden wirden. Dieses Merkmal be-
deutet, dass Proben sich in einer Weise verhalten,
die starker analog zu ihrem Verhalten in ihrer naturli-
chen Umgebung ist.

[0027] Durch Begrenzen der Wellenlangen von in
dem Beleuchtungsstrahl vorhandenem Licht ist es
moglich, das Objektiv 40 des Mikroskops 10 mit Licht
zu bedienen, das ein Bild hdherer Auflésung des Ob-
jekts aufgrund der Anpassung des Lichts an die Aus-
legungsspezifikationen des Objektivs 40 des Mikros-
kops 10 bildet. Auf diese Weise kann das durch die
Proben hindurchgehende Licht darauf begrenzt wer-
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den, an die besten sphéarischen und chromatischen
Aberrationskorrekturpunkte des Objektivs angepasst
zu werden. Typischerweise wirde das Licht auf zwei
Wellenlangenbereiche fur ein achromatisches Objek-
tiv oder drei Wellenlangenbereiche flir ein apochro-
matisches Objektiv begrenzt sein. Diese Begrenzung
der Wellenlange des Lichts reduziert weiter Probe-
nerhitzung und nicht mit Warme verknupfte Effekte.
[0028] Es wird erwogen, daf nichtebene Optik die
besten Bilder bei Verwendung in dieser Erfindung er-
geben wird. Dies liegt darin begrindet, dass keine
Kompromisse fur Feldebenheit vorhanden sind und
das IDC-System nur einen kleinen Teil des Innenbe-
reichs des Gesamtbilds verwendet. Dementspre-
chend ist Feldebenheit nicht so ein grofes Problem,
wie es in anderen Mikroskopsystemen der Fall ware,
die das vollstandige Sichtfeld des Objektivs verwen-
den.

[0029] Wenn es erwiinscht ist, Fluoreszenzvermé-
gen fir den Mikroskop 10 einzuschlief3en, kann eine
Stellung in dem Filtermittel 34 fir einen Beleuch-
tungsfilter vorgesehen werden, der die Beleuch-
tungsstrahl-Wellenlangen nur auf diejenigen Wellen-
langen begrenzt, die zum Erregen der mit der Probe
verwendeten Fluorophore wichtig sind. In diesem Fall
sollte das Substrat dieses Filters so dinn wie mdglich
gehalten werden, so dass der Strahlengang des Be-
leuchtungsstrahls so wenig wie maoglich unterbro-
chen wird. Da das Beleuchtungsverfahren in der vor-
liegenden Erfindung Dunkelfeld ist, kann Fluores-
zenzabbildung auf dieses Verfahren mit beinahe der
gleichen Ergebnisqualitdt wie bei reflektierter Licht-
mikroskopie angewendet werden, obwohl das Bild
von dem IDC-Mikroskop eine durch "Hellfeld" Gber-
tragene Lichttechnik zu sein scheint und nominell
darstellt. Um den Beleuchtungsstrahl an Charakteris-
tiken des verwendeten Kondensors 38 anzupassen,
werden zusatzliche optische Systeme verwendet.
Genau ausgedrickt, geht der gebindelte Beleuch-
tungsstrahl von der Lichtquelle 14 durch einen oder
beide der beiden Typen optischer Systeme hindurch.
Der erste optische Systemtyp ist bedienbar, um die
Beleuchtungsstrahlabmessung abzuwandeln, um zu
den optischen Anforderungen des Kondensors 38 zu
passen. Dieses System kann ein System aus fixier-
ten Linsen 42 und 46 oder eine Zoomlinseneinrich-
tung (nicht gezeigt) darstellen, die beide arbeiten, um
im wesentlichen die héchstmdgliche Lichtmenge von
der Beleuchtungsquelle 14 zu dem Kondensor 38 in
einer Strahlgeometrie zu liefern, die so gewahlt ist,
um die Charakteristiken des Kondensors 38 vollstan-
dig auszunutzen.

[0030] Wenn ein Dunkelfeldkondensor verwendet
wird, kann ein paralleler Lichtstrahl am vorteilhaftes-
ten sein, wahrend in einem konventionellen Hellfeld-
kondensor ein konvergierender Lichtstrahl erwiinscht
ist, wobei der konvergierende Strahl das Bild des
Gluhfadens der Lampe auf der hinteren Brennebene
des Kondensors zum Erreichen von Kohler-Beleuch-
tung prasentiert. Bei Bedarf kann der Beleuchtungs-

strahl durch ein zweites optisches System (nicht ge-
zeigt) hindurchgehen, um den Beleuchtungsstrahl
zum Erreichen von Kohler-Beleuchtung umzuformen,
wie es im technischen Gebiet gut bekannt ist.

[0031] Der Kondensor 38 kann ein Dunkelfeldkon-
densor mit hoher numerischer Apertur eines jegli-
chen Typs sein, wie den Fachleuten in diesem Gebiet
bekannt ist. Die Auslegung des Kondensors 38 sollte
einen inneren und auleren Beleuchtungskegel mit
einer numerischen Apertur erzeugen, die an die opti-
schen Charakteristiken des verwendeten Objektivs
40 angepasst ist oder diese Ubersteigt. Die momen-
tan bevorzugten numerischen Aperturen fir Konden-
soren 38 sind 1,27 fir den inneren Kegel und 1,33 flr
den aueren Kegel fiir die meisten biologischen An-
wendungen, obwohl flr Objektive kleinerer Leistung
mit niedrigen numerischen Aperturen ein Dunkelfeld-
kondensor einer niedrigen NA verwendet werden
kann. Dies ist durch Verwendung eines x63 Objektivs
mit einer NA von 0,7 und einem Kondensor mit einer
NA des inneren Kegels von 0,71 und NA des aulReren
Kegels von 0,75 dargestellt.

[0032] Wie oben erwahnt ist, ist momentan fiir viele
biologische Anwendungen eine numerische Apertur
von 1,27 fiir den inneren Kegel bevorzugt, so dass
Objektive einer numerischen Apertur von 1,25 ver-
wendet werden kénnen, ohne zusatzliche Blenden
oder Irisblenden zum Steuern ihrer numerischen
Apertur und des Kontrastes des Dunkelfeldeffekts zu
bendtigen. Eine numerische Apertur von 1,33 ist in
ahnlicher Weise fir den duleren Kegel bevorzugt,
um zu dem Brechungsindex wassriger Medien zu
passen. Wie den Fachleuten in diesem Gebiet klar
sein wird, kann es fir Medien mit héherem Index und
zum Hervorheben von Materialien mit hohem Index,
die direkt in Kontakt mit dem Objekttrager sind, dann
bevorzugt sein, in dem Kondensor 38 eine Apertur
von 1,4 oder grofder fur den aufleren Kegel zu ver-
wenden. Fir "extreme" Anwendungen, und wenn die
Charakteristiken des die Probe umgebenden Medi-
um und die Probe selbst es zulassen, ist es momen-
tan bevorzugt, einen Kondensor 38 mit einer numeri-
schen Apertur von 1,42 fir den inneren Kegel und
von 1,47 oder héher fur den aulleren Kegel zu ver-
wenden. Dies ermdglicht, dass nur Objekte mit einem
Brechungsindex grofer als 1,4, die in engem Kontakt
mit dem Mikroskopobjekttrager sind, gegentber ei-
nem sehr schwarzen Hintergrund hervorgehoben
werden, da das einzige Licht, das in die Probe gelan-
gen kann, wenn sie in einem wassrigen Medium an-
gebracht ist, das Licht ist, das in die Probe an dem
Bereich von Kontakt mit dem Objekttrager flief3t. Die
Probenobjekte erscheinen daher leuchtend gegenu-
ber einem vollstdndig dunklen Hintergrund. Diese
Betriebsart ermdglicht die Verwendung von Objekti-
ven einer NA von 1,4 fir die héchstmogliche Auflo-
sung. Die Nachteile dieses Verfahrens sind, dass jeg-
liche Objekte, die entweder in Fixierungsmedien
schwimmen oder nicht optisch mit dem Teil der Probe
verbunden werden, die optisch mit dem Objekttrager
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verbunden ist, verschwinden werden, was ein fal-
sches Bild der vollstandigen Umgebung der Probe er-
geben wird und mdglicherweise einen Teil des Fein-
details der Probe selbst verlieren wird; und diese Ob-
jekte konnen scheinbar vollstdndig spurlos ver-
schwinden, wenn sie plétzlich Kontakt mit dem Ob-
jekttrager verlieren.

[0033] Einerder Griinde zum Reduzieren der nume-
rischen Apertur des anderen Beleuchtungskegels in
wassrigen Anwendungen besteht darin, das Streu-
licht zu begrenzen, das ansonsten resultieren wirde,
wenn ein Teil des Beleuchtungskegels von dem Kon-
densor 38 durch vollstandige Innenreflexion an der
Beruhrungsflache von Wasser und Glas der Probe
zurlick in den Kondensor 38 reflektiert wird, wo es zu
Streulicht wird. Alternativ kann zurlickgefiihrtes
Streulicht eingefangen und in Lichtfallen oder Ablas-
sen absorbiert werden, die durch geeignet abgelenk-
te oder ausgelegte Oberflachengeometrien erzeugt
werden.

[0034] Die momentan bevorzugten Konstruktionsty-
pen fir Kondensoren 38 umfassen den Zeiss-Ultra-
dunkelfeldkondensor, den Leitz-Dunkelfeldkonden-
sor alteren Designs fir Olimmersionsverwendung,
oder jetzt produzierte LOMO-Dunkelfeldkondensoren
mit hoher numerischer Apertur mit einer inneren NA
von wenigstens 1,2.

[0035] Es ist derzeit bevorzugt, dass der Kondensor
38 den Kegeldunkelfeldbeleuchter, oder den koaxia-
len Dunkelfeld/Hellfeldbeleuchter verwendet, die bei-
de nach der Arbeit von J. E. Barnard etwa 1933 bzw.
1925 entworfen sind und die in verschiedenen Arti-
keln und Verdéffentlichungen beschrieben sind. Ge-
nau ausgedrickt, geht bei dem in Fig. 1 dargestellte
Kegelkondensor der Beleuchtungsstrahl durch ein
konisches Prisma 50 hindurch, das einen abgewin-
kelten, aber weiterhin gebindelten Lichtring bildet.
Dieser Ring wird von der Oberflache eines kreisformi-
gen Spielrings 54 weg reflektiert, welcher das Licht
zu einem hohlen Kegel der gewlinschten Geometrie
fokussiert. Die Elemente des Kondensors 38 sind in
einem geeigneten Gehause 58 enthalten.

[0036] Der den Kondensor 38 verlassende Beleuch-
tungsstrahl geht durch eine spharische Linse 62 in
solcher Weise hindurch, dass die Strahlen von der
Oberflache des Spiegelrings 54 durch die Oberflache
der Linse 62 in rechten Winkeln hindurchgehen und
nicht abgelenkt werden. Ein Kondensor 38 ist achro-
matisch, er kann gleichermalfien gut fir Abbildungs-
anwendungen von infrarotem, sichtbarem oder ultra-
violettem Licht verwendet werden.

[0037] Der Beleuchtungsstrahl von dem Kondensor
38 geht durch den Objekttisch 66 des Mikroskops 10
und den Objekttrager 70 hindurch, der die abzubil-
dende Probe/das abzubildende Objekt 74 halt. Unter
den meisten Umstanden wird die Probe 74 mit einem
Deckglas 78 bedeckt sein. Aufgrund der verwende-
ten hohen numerischen Aperturen wird der Konden-
sor 38 vorzugsweise mit dem Objekttrager 70 durch
einen Film aus Immersionsél verbunden, wie es den

Fachleuten in diesem Gebiet gut bekannt ist.

[0038] Mikroskope sind historisch mit C-férmigen
Rahmen mit dem Objektiv und dem Okular an einem
oberen Ende des Rahmens und der Lichtquelle und
dem Objekttisch an dem unteren Ende des Rahmens
aufgebaut worden. Der vorliegende Erfinder hat fest-
gestellt, dass wahrend konventionelle C-formige
Rahmen bequem zu verwenden und herzustellen
sind, sie unter Nachteilen darin leiden, dass diese
Rahmen anfallig fir unerwiinschte Schwingungen
sind und tatsachlich sehr ahnlich wie Stimmgabeln
geformt sind und Uberraschenderweise wie diese wir-
ken. Es ist festgestellt worden, dass auRere Schwin-
gungen von einer jeglichen Quelle und praktisch je-
der Frequenz die Neigung haben, die Stimmgabel-
form des konventionellen C-férmigen Rahmens zu
erregen, um bei seiner eigenen Resonanzfrequenz
und verknlpften harmonischen Schwingungen zu
schwingen, und dies kann das durch den Mikroskop
aufgeltste Bild verzerren. Diese Nachteile sind be-
sonders verschlimmert bei der vorliegenden Erfin-
dung, die ansonsten dem Mikroskop 10 erlauben
kann, Objekte kleiner als 250 Nanometer oder weni-
ger aufzulésen, und Objekte so klein wie 50 Nanome-
ter zu detektieren. Dementsprechend ist es bevor-
zugt, Schwingung des Mikroskoprahmens zu damp-
fen, so dass unerwiinschte Bewegung des Objektivs
40 in bezug zu der abzubildenden Probe 74 gehemmt
wird.

[0039] Der vorliegende Erfinder hat zwei Ansatze
zum Dampfen oder Beseitigen dieser unerwiinschten
Schwingung bestimmt. Der momentan bevorzugte
erste Ansatz besteht darin, Abstitzungen 78 einzu-
schlie®en oder hinzuzufiigen, die den Kopf des Mi-
kroskops 82 mit dem Boden 86 des Mikroskops 10
verbinden. Die Abstiitzungen 78 werden an dem Mi-
kroskop 10 entlang der vertikalen optischen Achse
und auf beiden Seiten des Objekttischs 66 des Mikro-
skops 10 befestigt. Die Abstiitzungen 78 kdnnen her-
gestellt, bearbeitet oder gegossen werden und beste-
hen vorzugsweise aus einem Material oder Materia-
lien, wie zum Beispiel Flugzeugaluminiumlegierun-
gen oder Stahllegierungen, die eine relativ niedrige
Elastizitat und Schwingungstendenz aufweisen. In ei-
nigen Fallen kann es erwinscht sein, die Abstitzun-
gen als Verbundstoff oder Sandwichschichten aus
verschiedenen Materialien aufzubauen, um die Ab-
stitzung weiter zu versteifen und die Schwingungs-
tendenz zu senken. Vorzugsweise sind die Abstut-
zungen 78 ausgelegt, um so wenig Resonanzschwin-
gung wie moglich aufzuweisen, und von der Schwin-
gung, die nicht beseitigt werden kann, sind die Ab-
stlitzungen 78 so ausgelegt, dass ihre Resonanzfre-
quenz keine harmonische Schwingung oder subhar-
monische Schwingung der Grundfrequenz der
Schwingung des C-férmigen Mikroskoprahmens dar-
stellt. Auf diese Weise hat die Schwingung sowohl
des Rahmens als auch der Abstitzungen 78 die Ten-
denz, die Schwingungen des anderen zu dampfen.
[0040] Das Verfahren zum Entwerfen der Abstiit-
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zungen besteht darin, zuerst die Schwingungsarten
des C-Rahmens so vollstandig wie mdglich zu cha-
rakterisieren, mit dem vollstandigen Bereich von Zu-
behdrteilen, die mit in dem Mikroskop verwendet wer-
den kénnen (da die Schwingung mit den verwende-
ten Zubehdrteilen variieren kann). Wenn die Schwin-
gungsarten verstanden wurden, dann werden die Ab-
stitzungen zum Reduzieren der Schwingungen ent-
worfen und zum Versuchen, welche Schwingungen
auch immer zurtckbleiben, zu "Normalmodus" zu
machen, so dass alle Komponenten des Mikroskops
in Phase schwingen, so dass in typischer Verwen-
dung geringe oder keine "Netto-" Schwingung von
dem Punkt des Abbildungsmittels in bezug zu dem
Objekt vorliegt.

[0041] Ein anderer Ansatz zum Beseitigen der
Schwingung in einem Lichtmikroskop besteht in der
Verwendung eines Réhrendesigns fiur den Rahmen
des Mikroskops 10, wobei die Réhre den Objekttisch
6 des Mikroskops 10 in sehr ahnlicher Weise wie das
Design von Probenkammern und S&ulen konventio-
neller Raster- und Transmissionselektronenmikros-
kope umschlieft. Ein solches Roéhrendesign kann
praktisch die Z-Achsen-Schwingungen des Objektivs
40 in bezug zur Probe 74 beseitigen. Wahrend das
Roéhrendesign Zugang zu dem Probenbereich streng
begrenzt, ist der Anstieg in Schwingungsleistung be-
trachtlich und kann durchaus in Fallen die Unbe-
quemlichkeit wert sein, in denen die bestmogliche
Auflésung erwiinscht ist.

[0042] Das Objektiv 40 des Mikroskops 10 kann als
ein Objektiv feststehender Brennweite ausgelegt
werden, um ein vollstandig korrigiertes Bild an einer
ersten Bildebene des Objektivs 40 zu erzeugen. Au-
Rerdem ist das Objektiv 40 vorzugsweise derart aus-
gelegt, dass jegliches Streulicht von der Probe 74,
das nicht einen scharfen Teil des Endbilds bilden soll,
durch Blenden, Irisblenden oder geometrische Licht-
einfangmittel gedampft wird. Wie hier verwendet, sol-
len die Ausdriicke "geometrisches Lichteinfangen"
und "mit geometrischer Oberflache" eine jegliche
Oberflache mit niedrigem Reflexionsvermdgen in den
Wellenlangenbereichen von Interesse darstellen und
die Oberflachen aufweisen, die geometrisch ange-
ordnet sind, um eine auf sie auftreffende Lichtmenge,
wie klein sie auch sein mag, in Richtung auf andere
geometrische Lichteinfangflachen oder "sichere" Be-
reiche zu lenken, wo das Licht nicht den Betrieb oder
die Kontrastausbildung des optischen Gerats ver-
schlechtern wird. Daher wird das meiste oder alles
des eingefangenen oder gedampften Lichts wahrend
Reflexionen von aufeinanderfolgenden Oberflachen
der geometrischen Oberflache absorbiert. In einigen
Fallen sind nur ein oder wenige Spriinge erforderlich,
um das Licht ausreichend zu dampfen, wahrend in
anderen Fallen eine grofie Anzahl von Spriingen er-
forderlich ist, um den gewlinschten Dampfungsgrad
zu erhalten. Diese geometrischen Oberflachen sind
in der Theorie ahnlich den absorbierenden Oberfla-
chen einer akustischen echofreien Kammer oder der

Antiradaroberflachen eines schwer erkennbaren
Flugzeugs.

[0043] Die Verwendung einer Apertur 90 oder einer
einstellbaren Irisblende (nicht gezeigt) an der glei-
chen Stelle ist erwlinscht, um den Beleuchtungs-
strahl genau an die numerische Apertur des Objek-
tivs 40 zur Sicherstellung anzupassen, dass das
bestmdgliche Dunkelfeldbild erhalten wird.

[0044] Esist momentan bevorzugt, eine einstellbare
anstelle einer feststehenden Irisblende im Mikrosko-
pobjektiv 40 zu verwenden, da die Offnung einer sol-
chen einstellbaren Irisblende auf ihre vollstandige NA
in einem Hochleistungsobjektiv mit einem NA gréRer
als 1,25, bei Verwendung mit einem Dunkelfeldkon-
densor mit einem inneren Kegel einer NA von 1,25,
dem Objektiv 40 erlauben soll, bei einer groReren
Apertur als dem inneren Beleuchtungskegel des
Kondensors 38 zu arbeiten. In diesem Aufbau kann
das Mikroskop 10 in einer ungewdhnlichen Hellfeld-
betriebsart verwendet werden, die die Oberflachento-
pographie der Probe 74 hervorhebt, wahrend im we-
sentlichen ein hoher Kontrast und eine hohe Aufl6-
sung des erhaltenen Bilds aufrechterhalten wird. Bei
Invertierung scheint dieses Bild einem konventionel-
len SEM-Bild auf einer Oberflache zu ahneln. Ferner
kann eine geringflugige Verbesserung der Auflo-
sungsstarke des Objektivs 40 aufgrund der Vergro-
Rerung in der numerischen Apertur erhalten werden.
Diese Hellfeldbetriebsart kann eine neue Bilderschei-
nung liefern, um Bildinformationen zu liefern, die vor-
hergehend nicht erhaltlich waren.

[0045] Wenn das Objektiv 40 ein fir unendlich kor-
rigiertes Objektiv ist, dann wird eine geeignete pas-
sende Roéhrenlinse (nicht gezeigt) verwendet, um das
Unendlichlicht zu Licht fester Brennweite zu konver-
tieren. Es ist vorteilhaft, eine Rohrenlinse mit einer
kirzestmdglichen Brennweite zu verwenden, um die
Lange einer Kopplungsrohre zwischen der Réhren-
linse und dem Abbildungsmittel auf einem Minimum
zu halten. Diese kurze Kopplerlange hilft bei der Re-
duzierung von Gewicht und Schwingung des Abbil-
dungsmittels in bezug zu dem Objekt und/oder der
Réhrenlinse.

[0046] Normalerweise erzeugt das Objektiv 40 oder
die Roéhrenlinse in einem fiir unendlich korrigierten
System ein priméares Bild mit einem Kreisdurchmes-
ser von ungefahr 20 bis 25 mm. Da das IDC-Mikros-
kop ein Abbildungsmittel allgemein in der ersten Bil-
debene des Objektivs oder der Réhrenlinse aufweist,
ist es oft der Fall, dass das Abbildungsmittel eine ak-
tive Flache von nur 8 bis 12 mm auf einer Seite in ei-
nem quadratischen oder rechteckigen Format auf-
weist. In diesem Fall muss der das Bild tragende
Strahlengang mit geometrischen Lichtblendenfla-
chen abgeblendet oder gedampft werden, um das
Licht auBerhalb der aktiven Bildflache zu beseitigen,
so dass das aullerhalb der aktiven-Bildflache fallen-
de Bild kein Streulicht in dem System wird.

[0047] Wenn eine Fluoreszenzfahigkeit fur das Mi-
kroskop 10 vorgesehen ist und ein fur unendlich kor-
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rigiertes Objektiv 40 und eine passende Rohrenlinse
in dem Mikroskop 10 verwendet werden, kénnen ein
Emissionsfilter (nicht gezeigt) oder Filter (wie zum
Beispiel ein konventioneller Filterwurfelsatz mit Emis-
sions-, Erregungs- und Strahlteilelementen wie sie
gewohnlich in Reflexionslichtmikroskopen verwendet
werden und die hier auch mit einem Standardsystem
aus Lichtquelle und Optik fir Reflexionsfluores-
zenz-Lichtmikroskopie verwendet werden kdnnen)
zwischen dem Objektiv 40 und der Réhrenlinse in
dem Unendlichraum vorgesehen werden. Wenn ein
Objektiv 40 mit fester Brennweite verwendet wird,
dann kann/kénnen der Emissionsfilter oder die Emis-
sionsfilter fir Fluoreszenzmikroskopie im Kopf 82
des Mikroskops 10 eingeschlossen werden.

[0048] Wenn dieser Emissionsfilter (oder die Filter)
mit Objektiven fester Breitweite verwendet werden,
ist es bevorzugt, den Emissionsfilter auf das dinn-
moglichste Filtersubstrat zu schichten, so dass die
Abweichungen des Bilds aufgrund des Brechungsin-
dex der Filterbeschichtungen und des Substrats so
klein wie moglich sein werden. Der oder die Filter
kénnen sich auf einem Objekttrager befinden oder
kénnen auf einer Revolverkopf- oder Filterradanord-
nung sein, wie den Fachleuten in diesem Gebiet klar
sein wird. Wenn diese Filter zum Erzeugen kinstli-
cher Farbe verwendet werden, bei Verwendung einer
monochromen Digitalkamera, oder wenn sie fur
Mehrfluoreszenztechniken verwendet werden oder
wenn numerisch verarbeitete computergesteuerte
Pseudofarbabbildung verwendet wird, dann kénnen
der Filterrevolverkopf oder das Rad digital gesteuert
und elektrisch angetrieben sein.

[0049] Es kann erwartet werden, dass ein Objektiv
fester Brennweite ein helleres (photonwirksameres)
und ein starker korrigiertes Bild in der ersten Bildebe-
ne als bei einem auf unendlich korrigierten System
aufgrund der kleineren Anzahl von Oberflachen und
Komponenten in bezug zu einem auf unendlich fo-
kussierten Objektiv erzeugt. Wenn Objektive mit fes-
ter Brennweite verwendet werden, kann es er-
wiinscht sein, die Objektive mit einem viel kirzeren
Brennpunktabstand von der Linsenrickseite auszu-
legen, um die Gesamthéhe des Mikroskops wesent-
lich zu reduzieren, wie oben fiir auf unendlich korri-
gierte Réhrenlinsen zu Abbildungsmittelkopplung be-
schrieben wurde.

[0050] Das Mikroskop 10 kann ein einzelnes Objek-
tiv 40 einschlielen oder kann zwei oder mehr Objek-
tive 40 einschliefen, die wie gewilnscht zum Ge-
brauch ausgewahlt werden kénnen. In diesem letzte-
ren Fall kdnnen die Objektive 40 an einem jeglichen
geeigneten Halterungsmittel angebracht sein, wie
zum Beispiel dem in vielen Mikroskopdesigns ver-
wendeten konventionellen Objektivwechselrevolver.
[0051] Das das Objektiv 40 verlassende Licht geht
durch eine erste Apertur 94 hindurch und dann, wenn
es den Kopf 82 des Mikroskops 10 verlasst, durch
eine sorgfaltig gesteuerte zweite Apertur 96, die jeg-
liche Lichtstrahlen blockiert, die nicht in dem ge-

wlinschten Bildausbildungsstrahl enthalten sind. Die
Wande des Kopfs 82 und einer Kopplungseinrichtung
98 haben einen relativ groRen Innendurchmesser,
um weiter das Streulicht zu reduzieren und Bildkon-
trast zu verbessern. Die Innenflachen des Kopfes 82
und der Kopplungseinrichtung 98 kénnen auch mit
geometrischen Oberflachen hergestellt werden, zum
Steuern von und zum wesentlichen Verhindern, dass
Lichtreflexionen das Abbildungsmittel erreichen, wie
im folgenden erortert ist.

[0052] Die Innenflachen des Objektivs 40, des Kop-
fes 82 und der Kopplungseinrichtung 98 werden vor-
zugsweise mit einer flachen schwarzen oder anderen
geeigneten Beschichtung Uberzogen, um den
niedrigstmdglichen Reflexionsquotienten fur Licht der
Wellenlangen zu erhalten, die zum Bilden des End-
bilds verwendet werden. Allgemein werden dieses
flache schwarze oder eloxierte schwarze Uberziige
sein.

[0053] Bevor das die Bildinformationen enthaltende
Licht das Abbildungsmittel erreicht, geht es durch
eine andere Apertur oder Blende 102 hindurch, die
geformt ist, um Streulicht weiter zu begrenzen. Diese
Apertur kann eine quadratisch oder anders geformte
Apertur sein, um zur Geometrie des Abbildungsmit-
tels zu passen.

[0054] Fir die vorliegende Erfindung ist es zum Ver-
wenden von Objektiven neuster Herstellung er-
wiulinscht, den Objektiven Streulichtsteuermittel hinzu-
zufigen. Diese Streulichtsteuermittel umfassen
Nachbearbeiten der Kanten der Linse zu einer Feinli-
nienoberflache (fiir plankonvexe und doppeltkonvexe
Linsenelemente), Schwarzen der dulReren Umfangs-
oberflachen der Linsen und/oder Nachbearbeiten der
Umfangsflachen auf geometrische Konfigurationen
zum Steuern des Streulichtabpralls, Hinzufigen von
Aperturen oder Blenden, Vorsehen von Oberflachen
ultraniedriger Reflexion oder geometrisch bearbeite-
ten Oberflachen auf Innendurchmessern von Linsen-
halterungen und Hiulsen, und sorgfaltiges Steuern
der Antireflexionsbeschichtungen zum Verhindern,
dass Streulicht in Richtung auf das Abbildungsmittel
wandert.

[0055] Objektive zum Gebrauch in IDC-Mikrosko-
pen in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfin-
dung sollten auch streng geprift werden, zur Bestim-
mung, wie dicht sie ihre theoretischen Grenzen fir
ein Objektiv ihres Designs und flr die physikalische
Grenze entsprechend der Physik fir ein solches Ob-
jektivdesign erreichen. Komponenten des Objektivs
sollten dann angepasst werden, um die hdchstmdgli-
che Ubereinstimmung mit theoretischen Leistungs-
moglichkeiten zu erreichen. Die Verwendung eines
geeigneten Testobjekttragers, wie zum Beispiel dem,
der unter dem Namen "Richardson Test Slide" durch
Bio-Microtech. Inc., P. O. Box 23, Bolton, Ontario,
L7E 5T1 verkauft, und in Richardson T. (1998), Test
Slides: Diatoms to Divisions- What are you looking
at? [Testobjekttrager: Diatome bis Division — Was be-
trachten Sie?] beschrieben ist, ist sehr nitzlich beim
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Bestatigen der Leistung jedes Aspekts des IDC-Sys-
tems einschlieB3lich der Beleuchtungs-, Objektiv- und
Abbildungskomponenten und aller der Verbindungs-
komponenten in oder angrenzend an den Strahlen-
gang.

[0056] Traditionelle Okulare, egal ob Teil eines mo-
nokularen, binokularen oder trinokularen Designs,
sind in diesem Design beseitigt worden, um die Pho-
toneffizienz des Systems zu verbessern und die Not-
wendigkeit zu entfernen, die Optik in dem Okularsys-
tem auf die gleichen hohen Standards wie das Ubrige
optische System zu korrigieren. Entfernung des Oku-
larsystems reduziert weiter die Materialkosten, liefert
ein leichteres, kompakteres Design und bietet der
Bedienungsperson  eine  benutzerfreundlichere
Schnittstelle mit weniger Ermidungserscheinungen
und praktisch unendlicher ergonomischer Flexibilitat,
da das Endbild auf einem Video- oder Digitalmonitor
betrachtet wird, der praktisch Gberall positioniert wer-
den kann, um zu der Ergonomie der Situation zu pas-
sen.

[0057] In der in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungsform
ist das Abbildungsmittel 106 eine CCD-Kamera mit
drei Detektoren wie zum Beispiel ein Model
GU-US532, das durch Panasonic hergestellt wird,
mit einem internen Prisma 110 und drei ladungsge-
koppelten Arraydetektoren 114, 118 und 122, das an
der primaren Bildebene des Objektivs (oder der Ob-
jektiv-Réhrenlinsen-Kombination im Fall von fir un-
endlich korrigierten Systemen) vorgesehen wird. Das
Vorsehen des Abbildungsmittels 106 in der ersten
Fokalebene des Obijektivs wird derzeit als vorteilhaft
angesehen, da es die Bildhelligkeit verbessert, da an-
sonsten das Vorliegen jeglicher stérender Optik
Lichtverluste einfuhren wiirde, und da es die héchst-
mogliche Bildaufldésung und den hdchstmoglichen
Kontrast aufrecht erhalt, der ansonsten durch jegli-
che andere stérende Optik verschlechtert werden
wirde.

[0058] Eine Videokamera mit Fernsehrundfunkqua-
litdt mit geringem Licht, wie zum Beispiel ein Modell
WV-E590 hergestellt durch Panasonic, kann auch als
das Abbildungsmittel verwendet werden. Dieser Ka-
meratyp ist besonders flr Arbeit bei geringem Licht
geeignet, wo Photonbeschadigung der Probe auf ei-
nem Minimum gehalten werden muss. Er ist weiter
fur Fluoreszenzarbeit geeignet, wo das Bild geringe
Lichtstarken aufweist und wo Erregungsenergie auf
einem Minimum gehalten werden muss, um Photon-
beschadigung und Entfarben der Probe und der Flu-
orophore zu reduzieren.

[0059] Das durch die Abbildungsmittel 106 erfasste
elektronische Bild wird einer Steuereinheit 128 zuge-
fuhrt, die automatische Verstarkungssteuerungen,
Weillabgleichs-, Schwarzabgleichs- und Autoiris-
blendenfunktionen enthalten kann, die alle durch die
Bedienungsperson des Systems fiir maximale Abbil-
dungssteuerung und Flexibilitdt gesteuert oder be-
grenzt werden kdnnen.

[0060] Ein besonderer Vorteil dieses Systems ist die

Verwendung einer Videokamera mit der Fahigkeit,
Halbbilder von Bildern gegeniber Vollbildern anzu-
zeigen. Wenn nur die ungeraden oder geraden Halb-
bilder angezeigt werden und die Verknupfungsfunkti-
on von den angrenzenden Halbbildern interpoliert
wird, dann kdnnen wirksame Vollbildgeschwindigkei-
ten gleich der Halbbildrate erzielt werden. Dies ist
wichtig, wenn es erwtlinscht ist, Bewegung sehr ho-
her Geschwindigkeit mit einem Minimum von Bewe-
gung wahrend der Bilderfassungszeit zu untersu-
chen. Es ist weiter nitzlich, um elektronisches Ver-
schliefen zum Begrenzen der Bewegung wahrend
einer Halbbilddauer zu verwenden.

[0061] Das elektronische Signal von dem Abbil-
dungsmittel 106 und der Steuereinheit 128 wird dann
einem Bildinvertierungsmittel 132 zugefiihrt, das es
elektrisch konvertiert, um ein Negativbild entweder
mit Luminanz, Chrominanz oder Luminanz und Chro-
minanz des diesem von der Steuereinheit 128 zuge-
fuhrten Bilds zu erhalten. Ein triviales Beispiel der
Funktion des Bildinvertierungssystems 132 wirde
sein, dass ein Bild eines schwarzen Punkts auf einem
weillen Hintergrund zu einem weil3en Punkt auf ei-
nem schwarzen Hintergrund konvertiert wird, wenn
sowohl Luminanz als auch Chrominanz invertiert
werden. Sowohl die Steuereinheit 128 als auch das
Bildinvertierungssystem 132 kénnen als interne oder
integrale Komponenten der Abbildungsmittel 106 ein-
geschlossen werden.

[0062] Alternativ kann interne oder schaltbare Pro-
grammierung der Steuereinheit 128 zum Erzielen
von Bildinvertierung verwendet werden. Dies ist be-
sonders nitzlich, wenn erwlnscht ist, dass das Mi-
kroskop jederzeit in der invertierten Betriebsart arbei-
tet, wobei eine oder beide der Luminanz- oder Chro-
minanzinformationen invertiert werden.

[0063] Abhéangig davon, wie die Chrominanzinfor-
mation durch das Bildinvertierungssystem 132 zu
verarbeiten ist, kann dann die resultierende Farbe in
dem Endbild, das das Bildinvertierungssystem 132
verlasst, entweder ein farbkorrektes Bild oder ein
farbnegatives Bild des dem System 128 gelieferten
Bilds darstellen. Weiter kann es abhangig davon,
welcher Typ von Bildern von der Probe 74 erhalten
wird, erwlinscht sein, das Bild ohne Durchfihrung der
invertierenden Konversion zu betrachten. Dement-
sprechend kann das Bildinvertierungssystem 132 so-
wohl das invertierte Bild als auch das nichtinvertierte
Bild weiterleiten. Auf diese Weise liefert das Bildin-
vertierungssystem 132 so viele wie vier Arten von
Ausgabebildern. Die erste Art ist das normale positi-
ve Bild, die zweite Art ist das negative Bild mit Farbe
in dem Negativ (wenn Luminanz und Chrominanz in-
vertiert sind), die dritte Art ist, wenn Farbe nicht in
dem Negativ enthalten ist, aber die Helligkeit negativ
ist (wenn nur Luminanz invertiert ist, was besonders
nitzlich sein kann, wenn das System zum Betrachen
von Proben mit Verfarbungen verwendet wird, wie
zum Beispiel Vitalfarbungen, oder bekannter Farbe)
und die vierte Art ist, wenn Farbe negativ ist, Hellig-
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keit jedoch nicht negativ ist (was fur Untersuchung
von Farbunterschieden verwendbar ist, die bei Inver-
tierung derselben hervorgehoben werden, aufgrund
der Charakteristiken des menschlichen Auges oder
der Kamera oder des Videomonitors).

[0064] In der Ausfihrungsform von Fig. 1 macht
das Bildinvertierungssystem 132 nichts, um die Auf-
I6sung oder den Kontrast des Bilds zu andern. Die
Auflésung und die Kontrastinformation wird lediglich
von den verwendeten optischen Verfahren abgelei-
tet, die Dunkelfeldbeleuchtung, optimale Korrektur
der Optik zum Liefern hervorragender Bildqualitat
und Photoneffizienz, Schwingungssteuerung und
Dampfung, und sorgféltige Beachtung von Photo-
nenetats, um im wesentlichen alle die die Lichtquelle
14 verlassenden Photonen zu beriicksichtigen, zur
Sicherstellung, dass sie zu dem scharfen Endbild bei-
tragen. Steuerung von Streulicht im Mikroskop 10 ist
ein wichtiger Faktor beim Schalten des Endbilds mit
hohem Kontrast.

[0065] Das menschliche Sehsystem ist viel besser
fur Verarbeitung von Information ausgelegt und an
diese gewohnt, wenn Bildinformationen als Schwarz
oder Farbe auf einem im wesentlichen weiflen Hinter-
grund dargeboten werden, so wie Text normalerwei-
se auf Papier angezeigt wird. Das Dunkelfeldbild ist
dem normalen Betrachter visuell nicht vertraut und
daher hat das Gehirn Schwierigkeiten, die meisten
Informationen aus dem Bild zu extrahieren. Ein gutes
Beispiel ist die Schwierigkeit, die wir beim Versuch
haben, Bildinformationen beim Betrachten eines pho-
tographischen Negativs entweder einer Farb- oder
Schwarz- und Weildszene zu interpretieren oder zu
verstehen. Wenn wir ein positives Bild des selben
Negativs betrachten, kdnnen wir einfach die Informa-
tionen "korrekt" interpretieren, obwohl sowohl das po-
sitive als auch das negative Bild die gleichen Informa-
tionen enthalten und das eine nur die Luminanz- und
Chrominanzumkehrung des anderen darstellt. Es ist
festgestellt worden, dass das von dem IDC-System
erzeugte Bild allgemein nicht durch digitale Bildverar-
beitungstechniken verbessert werden muss, da es in
dem Bereich von Informationen angeordnet zu sein
scheint, der am besten durch das menschliche Ge-
hirn interpretiert wird. Die einzigen Anpassungen, die
sich oft als hilfreich herausgestellt haben, sind An-
passungen des Schwarz- und Weillpegelversatzes
auf dem analogen oder digitalen Steuersystem, um
mehr Informationen Gber schwache Merkmale zu lie-
fern.

[0066] In normalem Gebrauch wird die Beleuch-
tungssteuerung, die lineare Anpassung des Lichtpe-
gels von null bis zum Maximum der Fahigkeit der
Lichtquelle 14 liefert, in Verbindung mit den elektroni-
schen Verstarkungssteuerungen der Abbildungsmit-
tel 106 verwendet, um das beste Bild fir die ge-
winschten Informationen zu liefern. Um die feinen
Details in einer Probe zu untersuchen, werden hohe
Beleuchtungspegel verwendet, und niedrige elektro-
nische Verstarkung wird verwendet, so dass elektro-

nisches Rauschen minimiert und Feinauflésung ma-
ximiert wird. Fir langfristige Untersuchungen bei
niedrigerer Auflosung wird der Lichtpegel auf dem
niedrigstmdglichen Pegel gehalten, und die elektroni-
sche Verstarkung wird auf die hdchstmdgliche Ein-
stellung umgeschaltet, so dass ein verwendbares
Bild aus der Sichtweise der Probe betrachtet bei ei-
nem niedrigen Lichtpegel geliefert wird. Fur hoch-
empfindliche Detektion kleiner Partikeln, von Hinter-
grundorganismen oder Strukturen werden sowohl
der Lichtpegel als auch die Verstarkung auf ihr Maxi-
mum gesetzt, was starken Kontrast in feinen Struktu-
ren und hohe optische Verstarkung erzeugt, so dass
diese kleinen Strukturen eine Erscheinung mit ho-
hem Kontrast und eine elektronisch stark rauschende
und daher einfach unterscheidbare Erscheinung an-
nehmen.

[0067] Alternativ kann das Bildinvertierungssystem
132 in einem computergestitzten Bildverarbeitungs-
system (nicht gezeigt) realisiert werden, wobei das
Abbildungsmittel eine Analogkamera ist und der
Computer eine Bildeinfangkarte zum Konvertieren
des analogen Bilds in ein digitales Bild enthalt, oder
wo das Abbildungsmittel eine Digitalkamera darstellt
und der Computer die digitalen Daten direkt verarbei-
tet. Der Vorteil der Verwendung des computerge-
stutzten Bildverarbeitungssystems dieses Typs von
Mikroskopie besteht darin, dass Farbe auf dem er-
fassten Bild in einer definierten Weise abgebildet
werden kann, um am besten zur Anwendung zu pas-
sen. Kontrasterweiterungs- und Pseudofarbtechni-
ken zusammen mit anderen bekannten Bildverarbei-
tungstechniken wie zum Beispiel Kantenvergrolie-
rung, kénnen nitzlich zum Extrahieren weiterer Infor-
mationen aus den erhaltenen Bildern sein.

[0068] Das erfasste und verarbeitete Endbild wird
der Bedienungsperson auf einem Monitor 136 ange-
zeigt, der ein Analogmonitor oder ein Computermoni-
tor sein kann. Es kann erwlinscht sein, Schalter wie
zum Beispiel 140 und 144 zum Auswahlen des be-
trachteten Videomodus vorzusehen. In der Ausflih-
rungsform von Fig. 1 wahlt ein Schalter 140 das po-
sitive Videobild aus, das Uber einen Anschluss 148
geliefert wird, und der Schalter 144 wahlt das negati-
ve Videobild Gber den Anschluss 152 aus.

[0069] Das Endbild kann unter Verwendung von
analogen Mitteln wie zum Beispiel auf Videoband
oder digital als digitale Video- oder digitale Bilddatei-
en entweder als Einzelvideobild (wie zum Beispiel
TIFF- oder JPEG-Dateien) oder Bewegungsvideobild
(wie zum Beispiel MPEG-, MPEG2- oder AVI-Datei-
en) aufgezeichnet werden. Aktuelle IDC-Systeme
verwenden Recorder mit S-VHS-Format, oder pro-
fessionelle RGB-Videorecorder. Es ist geplant, dass
DVD oder ein RAID-Array oder dhnliche digitale Auf-
zeichnungsstrategien als die Aufzeichnungsmittel
angeboten werden, wie diese im Handel erhaltlich
und kostenwirksamer werden. Zeitraffer-Videorecor-
der vom "Casino-" Typ werden auch seit kurzem mit
dem IDC verwendet, um Untersuchungen von Pro-
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ben Uber lange Zeitspannen von Stunden bis zu Ta-
gen zu ermoglichen.

[0070] Wie in Fig. 2 gezeigt ist, erfolgt digitales Ein-
fangen von dem Abbildungsmittel 106, dessen S-Vi-
deosignal 300 dem Bildinvertierungssystem 132 zu-
gefihrt wird, welches Luminanzinverter 301 und
Chrominanzinverter 302 und einen Luminanzinvertie-
rungs-/Nichtinvertierungsschalter 303 und Chromi-
nanzinvertierungs-/Nichtinvertierungsschalter 304
enthalt. Das Signal von dem Bildinvertierungssystem
132 wird einem S-Videorecorder 305 zugefihrt und
das Signal wird zu einem Zeitrafferrecorder 306, Mo-
nitor 136 und einem in den Computer 307 eingebau-
ten Bildeinfangsystem durchgefiihrt. Die momentan
mit IDC-Systemen gelieferten Bildeinfangsysteme
enthalten IOMEGA Buzz-Bildeinfangsysteme oder
ein MATROX Genesis — Bildeinfangsystem in Verbin-
dung mit einem geeigneten PC-Computersystem.
Das Buzz bietet ein kostenglinstiges Verfahren fur
universales Einfangen von Bildern. Das Genesis ist
ein Bildeinfangsystem professioneller Qualitat, das
Sammlung von mehr Details ermoglicht.

[0071] Dieses Verfahren von Mikroskopie kann mit
Hochleistungsobjektiven hoher numerischer Apertur
oder mit Objektiven niedriger Leistung verwendet
werden. Der Hauptbegrenzungsfaktor ist die numeri-
sche Apertur des Objektivs, so dass die Objektiva-
pertur kleiner als der innere Beleuchtungskegel des
Beleuchtungssystems ist. Dies gestaltet Mikroskope
in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung
ideal zum Untersuchen von Zellen, wie zum Beispiel
Biopsie beim Menschen oder Pflanzenzellen, zuerst
bei kleinen VergréRerungen und dann spaterer Um-
schaltung auf héhere VergréRerungen fir detaillierte-
re Analyse.

[0072] Wie den Fachleuten in diesem Gebiet klar
sein wird, ist es mdglich, auf Elektrochemie, Elektro-
lumineszenz, Fluoreszenz, Flussigkristall oder Bild-
verstarker basierende Schemata zu verwenden, um
die Konversion von positiv zu negativ in diesem Ver-
fahren zu liefern. Wenn solche Mittel verwendet wer-
den, dann koénnen konventionelle Binokulare oder
Trinokulare verwendet werden, um das Bild des Ob-
jekts zu betrachten, aber ein gewisser Teil des Kon-
trastes und der Auflésung wird verloren gehen.
[0073] Es ist weiter erwogen, dass ultrafeine Fokus-
sierung des Mikroskops durch gesteuerte Verzerrung
der Schwingungssteuerabstiitzungen 78 des Mikros-
kops 10 erreicht werden kann. Wenn zum Beispiel
ein Hydraulikzylinder (nicht gezeigt) verwendet wird,
um die Abstitzungen 78 aneinander zu koppeln,
dann wird das Hinzufiigen von Fluid zu dem Hydrau-
likzylinder die Abstitzungen 78 auseinander driicken
und das Objektiv 40 sehr gering in Richtung auf die
Probe 74 ablenken, wodurch eine sehr feine Fokus-
steuerung geliefert wird. Wenn eine sehr feine
Schraube (nicht gezeigt) verwendet wird, um einen
Kolben (nicht gezeigt) mit sehr kleiner Bohrung in ei-
nen Zylinder (nicht gezeigt) zu treiben, der mit Hy-
draulikoél gefllt ist und das resultierende Druckél dem

die Abstutzungen 78 verbindenden Hydraulikzylinder
zugefihrt wird, dann kann ein sehr ultrafeiner Fokus
realisiert werden. Eine solche Einstellschraube kann
unter Computer- oder externer elektrischer Steue-
rung sein. Der gleiche Funktionstyp kann mit einem
Schraubenmechanismus entweder in Spannung
oder Kompression zwischen den Abstitzungen 78
erreicht werden, so dass Anpassung des Schrauben-
mechanismus den feinen Fokus erzielt.

[0074] Esistferner erwogen, dass der Mikroskop 10
eine oder mehrere piezoelektrische Streben 78 (nicht
gezeigt) zwischen den Abstlitzungen 78 verwenden
kann, um die ultrafeine Fokussierung des Mikroskops
zu erreichen. Variationen der Spannung der piezoe-
lektrischen Streben werden den Fokus des Mikros-
kops leicht verschieben. Alternativ kdnnen die Stre-
ben in zwei Einheiten hergestellt werden und kénnen
eine piezoelektrische Schicht sandwichartig einge-
fugt zwischen den oberen und unteren Halften der
Abstutzungen einschlielen, so dass das piezoelekt-
rische Element seine Dicke variieren und hierdurch
die Lange der Abstiitzungen andern kann.

[0075] Fig. 3 zeigt eine solche Konfiguration von
zwei Abstutzungen, die piezoelektrische Elemente
fur aktive Z-Positionssteuerung einschlieRen. Der
obere Teil des Korpers des Mikroskops 82 wird mit
den oberen Halften jeder Abstltzung 202 verbunden.
Die untere Oberflache der Abstitzung 202 wird an
eine isolierende und leitfahige obere Elektrode 203
geklebt, die den Anschluss des Piezoelements an
eine Spannungsquelle ermoglicht. Die Elektrode 203
ist an das piezoelektrische Element 204 angeschlos-
sen, das an die untere Elektrode 205 geklebt ist. Die
Elektrode 205 wird an die untere Halfte der Abstut-
zung 201 geklebt. Eine zwischen den Elektroden 203
und 205 angelegte Spannung verursacht eine Ande-
rung in der Abmessung des Piezoelements 204 und
bewegt das Abbildungsmittel und verkntpfte Optik in
bezug zu dem Probenobjekt 74. Eine weitere Anwen-
dung dieses piezoelektrischen Systems besteht in
der Bewegung der Mikroskop-Z-Einstellung synchron
mit einer schwingenden Probe 74, um Bilder von Pro-
ben zu erhalten, die feststehende Frequenzschwin-
gungen durchmachen oder zeigen, welche offenbar
die Bewegung der Probe angehalten haben, zumin-
dest in der Z-Ebene. Alternativ kann eine dreiachsige
Piezohalterung verwendet werden, um das Objektiv
an dem Mikroskopkérper zu befestigen. Durch An-
treiben dieser Halterung in synchronisierten dreidi-
mensionalen Mustern kann es mdglich sein, die Be-
wegung eines Probenobjekts in schneller Oszillation
durch Anpassen der Bewegung des Objektivs an die
Bewegung des Objekts einzufrieren.

[0076] Es ist mdglich, dass Reflexionen von der
Oberflache der CCD-Kamera oder einem anderen
Abbildungsmittel in dem Raum zwischen der
CCD-Kamera und der Rucklinse des Objektivs 40
oder der Roéhrenlinse hin- und herspringen kénnen.
Es ist geplant, dass ein Vorteil durch Einfihren eines
Photonenventils erhalten werden kann, wie zum Bei-

1117



DE 699 11 030 T2 2004.07.15

spiel eines Einwegespiegels (nicht gezeigt), um von
dem Abbildungsmittel zu der Objektivlinse zuriick-
kehrendes Licht zu beseitigen und dadurch eine
mogliche Quelle von Streulicht zu beseitigen und den
Kontrast zu verbessern.

[0077] Die Gesamtgrofie des Mikroskops 10 kann
wesentlich durch Einbau der Lichtquelle 14 in das in-
terne Gehause des Kondensors 38 reduziert werden.
Ein solches Verfahren wurde durch Zeiss in dem
Dunkelfeld-Kondensor von 1930 vorgeschlagen.
Wenn ein Hellfeld- und Dunkelfeldkombinationskon-
densor wie zum Beispiel der oben beschriebene koa-
xiale von Barnard verwendet wird, dann kann die
Grole sehr klein gehalten werden, wahrend sowohl
Hellfeld- als auch IDC-Betriebsarten aufrechterhalten
werden.

[0078] Um ein extrem robustes und kompaktes
IDC-Mikroskop niedriger Leistung fur Feldgebrauch
in rauen Umgebungen zu schaffen, kbnnen eine oder
mehrere lichtemittierende Dioden (nicht gezeigt) als
die Lichtquelle verwendet werden, und ein konischer
Kondensor vom Prismatyp kann verwendet werden,
um diesen Beleuchtungstyp am besten zu nutzen.
[0079] Wo Farbkorrektur ein wichtiger Faktor ist,
kann eine Gruppe von lichtemittierenden Dioden ver-
schiedener Wellenlangen mit einem LED-Steuermit-
tel verwendet werden, um die relative Helligkeit von
jeder der LED zu variieren. Auf diese Weise kann ein
farbangepasstes Beleuchtungssystem erhalten wer-
den. Abhangig davon, wie die LED angeordnet sind,
kann die Farbe und die Position und der Stil von Be-
leuchtung variiert werden, um die Anforderungen der
Anwendung zu erfillen.

[0080] Fig. 4 zeigt einen Ausschnitt des Innenauf-
baus eines Objektivs fir ein IDC-Mikroskop. Licht tritt
in das Objektiv 40 durch die erste Linse 400 ein, die
hier als eine Olimmersionslinse gezeigt ist, Streulicht
oder Licht hoher numerischer Apertur, das, wie durch
Verwendung von Photonenetattechniken bestimmt,
keinen Teil in dem scharfen Bild bilden soll, fallt auf
die untere Oberflache einer Halterung 408 fur die Lin-
se 405 ein. Scharf eingestelltes Licht geht durch die
Linse 405 hindurch. Die geometrischen Lichteinfang-
merkmale der Halterung 408 sind auf der oberen 416
und unteren 412 Oberflache der Halterung 408 ange-
ordnet. Das Detail 460 zeigt, dass die Merkmale 412
und 416 nicht symmetrisch sind, sondern stattdessen
Oberflachen 444 und 448 auf der unteren Oberflache
aufweisen, die ausgelegt sind, um ankommendes
Licht 480 als reflektiertes Licht 470 von der optischen
Achse weg und in die geometrische Oberflache 404
auf der Innenseite der Objektivhalterung oder des
Objektivgehauses zu reflektieren. Wenn die Aul3en-
kante einer Linse 405 flach ist, da kann die AulRen-
kante flach schwarz gestrichen werden, um Reflexio-
nen und Streulicht zu reduzieren. Wenn die Kante der
Linse es wie bei der doppelten konvexen Linse 424
und der plankonvexen Linse 432 zulasst, wird die Au-
Renkante zu einer feinen Spitze oder einer feinen
Oberflache poliert, so dass interne Reflexionen oder

Diffusionen minimiert werden. Streulicht im oberen
Abschnitt des Objektivs wird durch geometrische
Lichteinfangflachen 416 auf den Linsenhalterungen
408 gesteuert. Die oberen Linsen werden in der Kom-
ponente 412 mit den Linsen 424 und 432 und den ge-
ometrischen Lichteinfangflachen 420, 422, 428 ange-
bracht. Streulicht wird durch eine Aperturblende 440
und ihre innere geometrische Lichtsteuerflache 436,
die in Verbindung mit der Oberflache 347 wirken, am
Verlassen des Objektivs gehindert. Reflexionen von
der Roéhrenlinse oder dem Abbildungsmittel werden
weiter durch eine geometrische Lichteinfangflache
436 gesteuert.

[0081] Die oben beschriebenen Ausfiihrungsformen
der Erfindung sollen Beispiele der vorliegenden Erfin-
dung sein und Anderungen und Abwandlungen kén-
nen daran durch die Fachleute vorgenommen wer-
den, ohne vom Umfang der Erfindung abzuweichen,
die lediglich durch die hierzu anliegenden Anspriiche
definiert ist.

Patentanspriiche

1. Mikroskopierverfahren, bei dem ein Dunkel-
feldbild einer Probe unter Verwendung eines Mikros-
kops (10) erhalten wird, das ein Dunkelfeldbeleuch-
tungssystem (38) hat, gekennzeichnet durch die
Schritte:
elektronisch das Dunkelfeldbild zu invertieren (132),
um entweder ein Bild mit invertierter Luminanz oder
ein Bild mit invertierter Chrominanz oder ein Bild mit
invertierter Chrominanz und Luminanz zu erhalten;
und
das invertierte Bild dem Benutzer als ein beobachtba-
res Bild (136) darzubieten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Dunkelfeldbild vielfarbig ist und
sowohl die Luminanz- als auch die Chrominanzkom-
ponente des Dunkelfeldbildes invertiert werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch die Schritte, Chrominanz- und Luminanzkom-
ponenten des Dunkelfeldbildes zu erhalten und die
Chrominanzkomponente aber nicht die Luminanz-
komponente zu invertieren, wodurch ein modifizier-
tes farbnegatives Bild des Dunkelfeldbildes erhalten
wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch die Schritte, Chrominanz- und Luminanzkom-
ponenten des Dunkelfeldbildes zu erhalten, die Lumi-
nanzkomponente, aber die nicht die Chrominanz-
komponente zu invertieren, wodurch ein modifizier-
tes farbrichtiges Bild des Dunkelfeldbildes erhalten
wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
gekennzeichnet durch den Schritt, Farbe vom Dun-
kelfeldbild in das invertierte Bild in vorbestimmter
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Weise abzubilden.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass das Dunkelfeldbe-
leuchtungssystem eine Apertur fir einen aufleren
Beleuchtungskegel hat, die groRer ist als 1,33 NA.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
gekennzeichnet durch den Schritt, wenigstens eines
der folgenden Lichtbereiche beim Beleuchten der
Probe abzuschwachen (34):

a) rotes Ende des sichtbaren Lichtspektrums;

b) blaues Ende des sichtbaren Lichtspektrums;

¢) Infrarotlicht;

d) Ultraviolettlicht;

e) Licht, das nicht erforderlich ist, Fluorophore anzu-
regen, die mit der Probe verwendet werden;

f) Licht, das nicht an die beste optische Wirkungswei-
se einer Objektivlinse angepaldt ist, die mit dem Mi-
kroskop verwendet wird;

g) Licht, das nicht den besten sphéarischen und chro-
matischen Aberrationspunkten einer Objektivlinse
entspricht, die mit dem Mikroskop verwendet wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
gekennzeichnet durch den Schritt, die Probe nur den
Verhaltnissen von infrarotem zu sichtbarem und von
ultraviolettem zu sichtbaren Licht bei den Verhaltnis-
sen oder weniger als den Verhaltnissen auszusetzen,
denen die Probe natlrlicherweise ausgesetzt worden
ware.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
gekennzeichnet durch den Schritt, das Mikroskop
entlang seiner vertikalen optischen Achse zusatzlich
zu der Abstitzung abzustiitzen (78), die durch den
C-férmigen Rahmen bewirkt wird.

10. Mikroskop (10), das ein Dunkelfeldbeleuch-
tungssystem (38) und Abbildungsmittel (106) auf-
weist, um ein Signal (300) zu liefern, das ein Dunkel-
feldbild einer Probe darstellt, gekennzeichnet durch
Bildinversionsmittel (132), die mit den Abbildungsmit-
teln (106) verbunden sind, um elektronisch eine
Chrominanzkomponente (302) des Dunkelfeldbildes,
aber nicht eine Luminanzkomponente (301) dessel-
ben zu invertieren, wodurch ein abgewandeltes farb-
negatives Bild des Dunkelfeldbildes fiir Darbietung
zu einem Beobachter zu erhalten.

11. Mikroskop (10), mit einem Dunkelfeldbe-
leuchtungssystem (38) und Abbildungsmitteln (106)
zum Liefern eines Signals (300), das ein Dunkelfeld-
bild einer Probe darstellt, gekennzeichnet durch Bil-
dinvertierungsmittel (132), die mit den Abbildungs-
mitteln (106) verbunden sind, um elektronisch eine
Luminanzkomponente (301) des Dunkelfeldbildes
aber nicht eine Chrominanzkomponente (302) des-
selben zu invertieren, wodurch ein abgewandeltes
farb-richtiges Bild des Dunkelfeldbildes fir Darbie-

tung zu einem Beobachter erhalten wird.

12. Mikroskop nach Anspruch 10 oder 11, ge-
kennzeichnet durch Mittel zum Abbilden von Farbe
vom Dunkelfeldbild in ein abgewandeltes Bild in defi-
nierter Weise.

13. Mikroskop nach einem der Anspriche 10 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass das Dunkelfeldbe-
leuchtungssystem eine Apertur fir einen dulReren
Beleuchtungskegel aufweist, die grofier ist als 1,33
NA.

14. Mikroskop nach einem der Anspriche 10 bis
13, gekennzeichnet durch Filtermittel (34) zum
Dampfen wenigstens einer der folgenden Lichtberei-
che bei der Beleuchtung der Probe:

a) rotes Ende des sichtbaren Lichtspektrums;

b) blaues Ende des sichtbaren Lichtspektrums;

c) Infrarotlicht;

d) Ultraviolettlicht;

e) Licht, das nicht erforderlich ist, Fluorophore anzu-
regen, die mit der Probe verwendet werden;

f) Licht, das nicht an die beste optische Wirkungswei-
se einer Objektivlinse angepaldt ist, die mit dem Mi-
kroskop verwendet wird;

g) Licht, das nicht den besten sphéarischen und chro-
matischen Aberrationspunkten einer Objektivlinse
entspricht, die mit dem Mikroskop verwendet wird.

15. Mikroskop nach einem der Anspriiche 10 bis
14, gekennzeichnet durch Filtermittel (34), um die
Probe im wesentlichen nur Verhaltnissen von infraro-
ten zu sichtbaren und ultraviolettem zu sichtbaren
Licht auszusetzen, die den Verhaltnissen entspre-
chen oder geringer sind als die Verhaltnisse, denen
die Probe natiirlicherweise ausgesetzt worden wére.

16. Mikroskop nach einem der Anspriiche 10 bis
15, gekennzeichnet durch Stitzmittel (78) aulderhalb
eines C-férmigen Rahmens, um das Mikroskop ent-
lang seiner vertikalen optischen Achse abzustitzen.

17. Mikroskop nach einem der Anspriche 10 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass die Abbildungs-
mittel eine monochrome oder Schwarz-wei3-Kamera
einschlielen, die benutzt wird, um das Dunkelfeldbild
zu erhalten.

18. Mikroskop nach Anspruch 17, gekennzeich-
net durch Mittel zum Erzeugen eines Farbbildes von
dem monochromen oder schwarz-weifl3 Dunkelfeld-
bild.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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