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(57) Zusammenfassung: Eine SPIM(Selective/Single Pla-
ne lllumination Microscopy)-Anordnung mit einer Beleuch- /]6
tungseinrichtung (1) zur Erzeugung eines eine Probe (2) be- s —
leuchtenden Lichtblatts (3) und einer einen Detektor (4) auf- 15
weisenden Detektionseinrichtung (5) fiir von der Probe (2) 1=

ausgehendes Detektionslicht ist im Hinblick auf eine effizien-

te und schonende Probenuntersuchung mit konstruktiv ein- I T

fachen Mitteln derart ausgestaltet und weitergebildet, dass

die Detektionseinrichtung (5) eine Einrichtung (6) zur Zuord- /
nung verschiedener Fokusebenen des Lichtblatts (3) zu ver- 1 ,]3

schiedenen Regionen (7) des Detektors (4) aufweist.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine SPIM(Selective/
Single Plane lllumination Microscopy)-Anordnung mit
einer Beleuchtungseinrichtung zur Erzeugung eines
eine Probe beleuchtenden Lichtblatts und einer einen
Detektor aufweisenden Detektionseinrichtung fir von
der Probe ausgehendes Detektionslicht.

[0002] Eine optische Anordnung der eingangs
genannten Art ist Dbeispielsweise aus der
DE 10 2007 047 464 A1 bekannt. Die bekannte op-
tische Anordnung weist eine Beleuchtungseinrich-
tung zur Erzeugung eines eine Probe beleuchten-
den Lichtblatts und eine einen Detektor aufweisen-
de Detektionseinrichtung fir von der Probe ausge-
hendes Detektionslicht auf. Zur Erzeugung des fir
SPIM erforderlichen Lichtblatts weist die bekann-
te SPIM-Anordnung im Beleuchtungsstrahlengang
geeignete Linsen auf. Des Weiteren ist aus der
DE 20 2011 110 077 U1 eine SPIM-Anordnung be-
kannt, bei der ein Lichtblatt Gber eine Spiegelanord-
nung am Detektionsobjektiv erzeugt wird.

[0003] Ein bekanntes Einsatzgebiet der SPIM-Tech-
nologie ist der Bereich der Fluoreszenz-Mikroskopie,
wobei Fluorophore in der Probe mit Laserlicht ange-
regt werden. Bei der SPIM-Technologie findet hierbei
eine Anregung nur in der Ebene des Lichtblatts statt.
Eine Schadigung der Probe durch Beleuchtungslicht
in andere Ebenen ist hierdurch vermieden.

[0004] Bei einer SPIM-Anordnung wird zur Erzeu-
gung eines Lichtblatts entweder ein ausgedehnter
Fokus mit Hilfe einer Scaneinrichtung zur Beleuch-
tung einer Ebene verwendet oder man erzeugt ein
Lichtblatt durch eine Zylinderlinse. Da es ublicher-
weise gewlnscht ist, eine grol3e Flache von Objek-
ten oder grol3e Objekte zu beleuchten, muss die Be-
leuchtungsapertur NA mdéglichst gering sein. Dies hat
jedoch zur Folge, dass das Lichtblatt sehr dick ist.

[0005] Bei einem langen Lichtblatt — ca. 300 ym bei
einer Beleuchtung mit einem 2,5x-Objektiv mit einer
NA von 0,07 - ist die Lichtblattdicke meist gréfier
als die Tiefenscharfe des Detektionsobjektivs. Bildin-
formationen aus den oberhalb und unterhalb der ei-
gentlichen Tiefenscharfe liegenden beiden anderen
Ebenen des Lichtblatts — Unscharfebereiche ober-
halb und unterhalb der eigentlichen Tiefenscharfe —
kdénnen nicht genutzt werden. Dies ist sehr uneffektiv
und bringt den weiteren Nachteil mit sich, dass die
oberhalb und unterhalb der eigentlichen Tiefenschar-
fe liegenden Probenbereiche vollig nutzlos beleuch-
tet und dadurch mdglicherweise geschadigt werden.

[0006] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die
Aufgabe zugrunde, eine SPIM-Anordnung der ein-
gangs genannten Art derart auszugestalten und wei-
terzubilden, dass eine effiziente und schonende Pro-
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benuntersuchung mit konstruktiv einfachen Mitteln
ermdglicht ist.

[0007] Erfindungsgemall wird die voranstehende
Aufgabe durch eine SPIM-Anordnung mit den Merk-
malen des Anspruchs 1 gelést. Danach ist die SPIM-
Anordnung derart ausgestaltet und weitergebildet,
dass die Detektionseinrichtung eine Einrichtung zur
Zuordnung verschiedener Fokusebenen des Licht-
blatts zu verschiedenen Regionen des Detektors auf-
weist.

[0008] In erfindungsgemalier Weise ist zunachst er-
kannt worden, dass auch bei Vorliegen eines dicken
Lichtblatts, dessen Dicke gréfRer ist als die Tiefen-
scharfe eines Detektionsobjektivs, eine Nutzung von
Bildinformationen aus den oberhalb und unterhalb
der eigentlichen Tiefenscharfe liegenden beleuchte-
ten Ebenen durch geschickte Ausgestaltung der De-
tektionseinrichtung moglich ist. In weiter erfindungs-
gemaler Weise ist dann erkannt worden, dass ei-
ne Einrichtung zur Zuordnung verschiedener Fokus-
ebenen des Lichtblatts zu verschiedenen Regionen
des Detektors die voranstehende Aufgabe auf Uber-
raschend einfache Weise 16st. Im Konkreten weist die
Detektionseinrichtung eine derartige Einrichtung auf,
mit der es mdglich ist, mehrere Fokusebenen gleich-
zeitig scharf abzubilden und diese Abbildungen zu
verschiedenen Regionen des Detektors zu leiten, um
dort eine weitere Verarbeitung zu ermdglichen. Bei-
spielsweise kénnen hierdurch schnelle biologische
Prozesse Uber ein vergrolRertes Volumen — Extended
Focus - verfolgt werden.

[0009] Mit der erfindungsgemalen SPIM-Anord-
nung kann nun die gesamte beleuchtete Region und
damit ein groRes Volumen und nicht nur der Tiefen-
scharfebereich des Detektionsobjektivs scharf abge-
bildet werden. Dabei ergibt sich ein deutlich héhe-
rer Kontrast und hieraus ein héheres Signal/Rausch-
Verhéltnis. Im Vergleich zu einem herkdmmlichen
SPIM-Verfahren wird die Lichtbelastung der Probe
deutlich geringer, da nun eine Abrasterung der Probe
mit groReren Z-Absténden als bisher mdglich ist.

[0010] Folglich ist mit der erfindungsgeméalen
SPIM-Anordnung eine SPIM-Anordnung angegeben,
mit der aufgrund der Nutzung auch von Bildinforma-
tionen aus oberhalb und unterhalb des Tiefenschar-
febereichs liegenden Ebenen eine effiziente Proben-
untersuchung mit konstruktiv einfachen Mitteln er-
moglicht ist. Da keine Bereiche der Probe beleuch-
tet werden, aus denen nicht auch Bildinformationen
gewonnen werden, ermoglicht die erfindungsgema-
Re SPIM-Anordnung auch eine schonende Proben-
untersuchung.

[0011] In besonders vorteilhafter Weise kann die
Einrichtung ein MFG (Multi Focus Grating) aufwei-
sen. Die Verwendung eines MFG erlaubt eine sichere
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Zuordnung verschiedener Fokusebenen zu verschie-
denen Regionen des Detektors. Die Verwendung ei-
nes derartigen MFG ist bislang lediglich im Bereich
der Widefield-Mikroskopie bekannt. Der erreichbare
Kontrast ist bei der Widefield-Mirkoskopie relativ ge-
ring und bei dickeren Proben noch geringer. Ein der-
artiges MFG erzeugt eine Fokusserie, mit seitlich zu-
einander versetzt angeordneten Fokus.

[0012] Bei Verwendung der SPIM-Anordnung im
Bereich der Fluoreszenz-Mikroskopie wird Ublicher-
weise nicht monochromatisches Fluoreszenzlicht er-
zeugt. Da beispielsweise ein MFG nur flr eine Wel-
lenlange optimal arbeitet, kann die Einrichtung in wei-
ter vorteilhafter Weise ein Mittel zur Kompensation ei-
ner Wellenlangendispersion aufweisen.

[0013] In konstruktiv einfacher und effizienter Weise
kann das Mittel ein CCG (Chromatic Correction Gra-
ting) und/oder ein Prisma aufweisen, um eine Wellen-
l&ngendispersion sicher zu kompensieren. Beispiels-
weise ist durch die Kombination eines MFG mit einem
CCG und einem Prisma eine besonders sichere Zu-
ordnung verschiedener Fokusebenen des Lichtblatts
zu verschiedenen Regionen des Detektors bei einfa-
cher und sicherer Kompensation einer Wellenlangen-
dispersion mit konstruktiv einfachen Mitteln erreich-
bar.

[0014] In weiter konstruktiv einfacher Weise kann
der Detektor einen flachigen Detektionsbereich auf-
weisen, der die fir die Zuordnung verschiedener Fo-
kusebenen erforderlichen verschiedenen Regionen
aufweist. Dabei kann der Detektor in weiter konstruk-
tiv einfacher Weise ein CCD, cMOS oder sCMOS
aufweisen. Derartige Bauteile gewahrleisten einen si-
cheren und zuverlassigen Betrieb einer SPIM-Anord-
nung.

[0015] In besonders vorteilhafter Weise kann die
Einrichtung in der Pupillenebene eines Detektionsob-
jektivs angeordnet sein. Hierdurch ist es méglich, den
Aufbau der SPIM-Anordnung durch Verzicht auf wei-
tere Linsen und/oder weitere optische Bauteile un-
ter Beibehalt der Funktionalitdt besonders einfach zu
gestalten. In besonders vorteilhafter Weise kann aus
der Einrichtung austretendes Detektionslicht mittels
einer weiteren Linse — ohne ein CCG und/oder Pris-
ma — direkt auf den Detektor geleitet oder abgebildet
werden. Hierdurch wird der Aufbau besonders ein-
fach und es ergeben sich neue Mdglichkeiten im Hin-
blick auf die spektrale Detektion.

[0016] Im Hinblick auf eine besonders vielseitige
Anwendung der erfindungsgemaflen SPIM-Anord-
nung kann die SPIM-Anordnung auf unterschiedli-
che Weise an verschiedene Untersuchungsmetho-
den angepasst sein. Dabei kann die SPIM-Anord-
nung zur Durchflihrung gleichzeitiger dreidimensio-
naler FCS(3D Fluorescence Correlation Spectrosco-
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py)-Messungen ausgebildet sein. Alternativ hierzu
kann die SPIM-Anordnung zur Durchfihrung von
3D-FLIM(Fluorescence Life Time Microscopy)-Mes-
sungen ausgebildet sein. Auch eine Ausbildung der
SPIM-Anordnung zur Durchfiihrung von Messungen
auf der Basis von Multiphoton-Anregungen hat sich
als sehr vorteilhaft gezeigt. Eine derartige Multipho-
ton-Anregung ist im Bereich der Widefield-Mikrosko-
pie fur dicke Proben nicht mdglich. Allerdings kann
die erfindungsgeméafe SPIM-Anordnung in vorteil-
hafter Weise auch fir andere Anwendungen ausge-
bildet sein.

[0017] Mit der erfindungsgemalen SPIM-Anord-
nung ergeben sich im Vergleich mit der konfokalen
Mikroskopie weitere Vorteile bei der Abtastung aus-
gedehnter Proben, die grof3er als 100um sind. Wird
eine dicke Probe mit hoher Numerischer Apertur NA
punktférmig beleuchtet, so kommt es zu Aberratio-
nen, da die Randstrahlen eine andere Wegstrecke
durchlaufen und nicht an dem gleichen Ort innerhalb
des Beleuchtungsfokus auftreffen. Dies fihrt zu ei-
ner Verschmierung des Beleuchtungsfokus und da-
mit zu einer geringen Auflosung. Bei einer SPIM-An-
wendung wird jedoch mit einer deutlich geringeren
NA beleuchtet, typischerweise 0,07 bis 0,2 NA, so
dass der Unterschied der optischen Weglange bei
den Randstrahlen deutlich geringer ist als bei héhe-
rer NA.

[0018] Es gibt nun verschiedene Méglichkeiten, die
Lehre der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Wei-
se auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist ei-
nerseits auf die nachgeordneten Anspriiche und an-
dererseits auf die nachfolgende Erlduterung eines
bevorzugten Ausfiihrungsbeispiels der Erfindung an-
hand der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung
mit der Erlauterung des bevorzugten Ausfiihrungs-
beispiels der Erfindung anhand der Zeichnung wer-
den auch im Allgemeinen bevorzugte Ausgestaltun-
gen und Weiterbildungen der Lehre erldutert. In der
Zeichnung zeigen

[0019] Fig. 1 in einer schematischen Seitenan-
sicht ein Ausfiihrungsbeispiel der erfindungsgema-
Ren SPIM-Anordnung,

[0020] Fig. 2 jeweils in einer schematischen Seiten-
ansicht und schematischen Draufsicht den Detekti-
onsbereich des Ausfiihrungsbeispiels aus Fig. 1, wo-
bei der Einfachheit halber die Spiegelelemente 18
weggelassen sind,

[0021] Fig. 3 in einer schematischen Seitenan-
sicht ein Ausflhrungsbeispiel der erfindungsgema-
Ren SPIM-Anordnung, wobei ein MFG direkt in der
Pupillenebene eines Detektionsobjektivs angeordnet
ist,
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[0022] Fig. 4 in einer schematischen Seitenansicht
ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der erfindungsge-
maRen SPIM-Anordnung, wobei im Vergleich zu dem
in Fig. 3 gezeigten Ausflihrungsbeispiel noch weiter-
hin ein CCG und ein Prisma weggelassen sind, wo-
zu der rechte Bereich der Fig. 4 im Wesentlichen
den Gesamtaufbau der SPIM-Anordnung und der lin-
ke Bereich der Fig. 4 den Aufbau nach dem Detekti-
onsobijektiv in vergrdRerter Darstellung zeigt,

[0023] Fig. 5 in einer schematischen Darstellung ei-
ne spektrale Aufspaltung bei dem Ausfiihrungsbei-
spiel ohne CCG und ohne Prisma in drei Z-Ebenen
und

[0024] Fig. 6 in einer schematischen Seitenansicht
eine herkdmmliche SPIM-Anordnung.

[0025] Fig. 1 zeigt in einer schematischen Seitenan-
sicht ein Ausfiihrungsbeispiel einer erfindungsgema-
Ren SPIM-Anordnung mit einer Beleuchtungseinrich-
tung 1 zur Erzeugung eines eine Probe 2 beleuchten-
den Lichtblatts 3 und einer einen Detektor 4 aufwei-
senden Detektionsrichtung 5 fiir von der Probe 2 aus-
gehendes Detektionslicht. Im Hinblick auf eine effi-
ziente und schonende Probenuntersuchung mit kon-
struktiv einfachen Mitteln weist die Detektionseinrich-
tung 5 eine Einrichtung 6 zur Zuordnung verschiede-
ner Fokusebenen des Lichtblatts 3 zu verschiedenen
Regionen 7 des Detektors 4 auf. Im Konkreten weist
die Einrichtung 6 ein MFG 8 auf, das in einer Fourier-
Ebene angeordnet ist.

[0026] Da bei der SPIM-Anordnung die Beleuchtung
Uber ein zusatzliches Beleuchtungsobjektiv 17 er-
folgt, kann man gemaR Fig. 3 direkt die Pupillenebe-
ne eines Detektionsobjektivs 19 als Ort fiir die Ein-
bringung des MFG 8 verwenden. Damit verringert
sich die Komplexitat des optischen Aufbaus und ver-
ringern sich entsprechend auch die Kosten fiir den
Aufbau. Des Weiteren ist durch den sehr kurzen
Strahlengang auch eine hohere Stabilitdt zu erwar-
ten.

[0027] Das MFG 8 kann als Einschub in unmittel-
barer Nahe des Detektionsobjektivs 19 angeordnet
sein. Typischerweise liegt die Eintrittspupille in der
Né&he eines Einschraubgewindes des Detektionsob-
jektivs 19. Denkbar ist auch, das MFG 8 in das Detek-
tionsobjektiv 19 mit einzubauen oder auf einer Linse
aufzubringen, die in der Nahe der Eintrittspupille liegt.

[0028] Zur Kompensation einer Wellenlangendisper-
sion bei nicht monochromatischem Detektionslicht
weist die Einrichtung 6 ein geeignetes Mittel 9 mit ei-
nem CCG 10 und einem Prisma 11 auf. Das Detekti-
onslicht aus verschiedenen Fokusebenen trifft nach
Durchlaufen der Einrichtung 6 auf einen flachigen De-
tektionsbereich 12 des Detektors 4.
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[0029] Das Ausfiihrungsbeispiel aus Fig. 1 weist be-
leuchtungsseitig nach der Beleuchtungseinrichtung
1, die Ublicherweise als Laser ausgebildet ist, einen
Strahlteiler 13 auf, der das Beleuchtungslicht auf eine
Scaneinrichtung 14 in Form eines X-Y-Scanners re-
flektiert. AnschlieBend durchlauft das Beleuchtungs-
licht eine Scanlinse 15 und eine Tubuslinse 16 und
gelangt in das Beleuchtungsobjektiv 17. Zur Erzeu-
gung des Lichtblatts 3 sind zwei Spiegelelemente 18
an dem Detektionsobjektiv 19 angeordnet, die zu-
sammen mit der Scaneinrichtung 14 das Lichtblatt 3
erzeugen. Die Spiegelelemente 18 sind dabei derart
angeordnet, dass ein von der Beleuchtungseinrich-
tung 1 erzeugter Beleuchtungsstrahl Gber die Scan-
einrichtung 14 und durch das Beleuchtungsobjektiv
17 auf die Spiegelelemente 18 fihrbar ist, um durch
Reflexion an den Spiegelelementen 18 einen im We-
sentlichen horizontalen Beleuchtungsstrahl zur seitli-
chen Beleuchtung der Probe 2 — das Lichtblatt 3 — zu
erzeugen.

[0030] Mit Hilfe der Scaneinrichtung 14 kann da-
bei der Beleuchtungsstrahl an den Rand des durch
die Scaneinrichtung 14 gebildeten Scanfelds gefiihrt
werden, wobei der Beleuchtungsstrahl Uber das Be-
leuchtungsobjektiv 17 auf die Spiegelelemente 18 ge-
fuhrt wird. Durch ein Bewegen des Beleuchtungs-
strahls mittels der Scaneinrichtung 14 entlang einer
Linie wird sequenziell das Lichtblatt 3 aufgebaut. Wird
der Beleuchtungsstrahl mittels der Scaneinrichtung
14 auf die andere Seite des Scanfelds bewegt, so
kann der Beleuchtungsstrahl auf das andere Spiege-
lelement 18 treffen, das ein Lichtblatt nunmehr von
dieser Seite aus aufbaut. Folglich ist eine Lichtblatt-
Beleuchtung der Probe 2 von mehreren Seiten aus —
in Abhéngigkeit von der individuellen Anordnung der
Spiegelelemente 18 — ermdglicht.

[0031] Das von der Probe 2 ausgehende Detektions-
licht gelangt durch das Detektionsobjektiv 19 zu einer
Tubuslinse 20 und einer weiteren Linse 21, um die
Fourier-Ebene zu erzeugen, in der das MFG 8 posi-
tioniert ist. Nach Durchlaufen des CCG 10 und des
Prismas 11 durchlauft das Detektionslicht eine weite-
re Linse 22, um das Detektionslicht zu den Regionen
7 auf dem flachigen Detektionsbereich 12 zu fokus-
sieren.

[0032] Die Erzeugung des Lichtblatts 3 kann Uber
Beleuchtungsobjektive erfolgen, die im Winkel von 90
Grad zu einer optischen Achse angeordnet sind. Al-
ternativ hierzu kann das Lichtblatt 3 tiber die Spiege-
lelemente 18 erzeugt werden, die von dem Beleuch-
tungsobjektiv 17 bedient werden, wobei der Beleuch-
tungsstrahlengang parallel zum Detektionsstrahlen-
gang angeordnet ist. Die Erzeugung des Lichtblatts
3 kann weiterhin Uber die Scaneinrichtung 14 oder
Uber eine Zylinderlinsenanordnung erfolgen. Erzeugt
man das Lichtblatt 3 Gber die Scaneinrichtung 14,
kann man die Farbdispersion vorteilhaft ausnutzen.
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Erzeugt man das Lichtblatt 3 Uber eine Zylinderlin-
senanordnung, muss man die Farbdispersion durch
eine Farbkorrekturvorrichtung wie beispielsweise das
CCG 10 kompensieren.

[0033] Bei einer Beleuchtung Uber die Scaneinrich-
tung 14 ergibt sich die folgende Situation:

Der Beleuchtungsfokus erstreckt sich tber eine ge-
wisse Lange und Breite und bildet das Anregungsvo-
lumen. Hiervon wird im Detektionsobjektiv 19 in X-
Richtung ein Betrag AX und in Y-Richtung ein Betrag
AY abgebildet. Je nach Ausdehnung des Beleuch-
tungsfokus in Z-Richtung kann das Volumen mehrere
Abbildungstiefen des Detektionsobjektivs 19 umfas-
sen. Im Folgenden werden drei Ebenen Z1, Z0 und
Z-1 angenommen. Diese Situation ist in Fig. 2 darge-
stellt, wobei der obere Teil der Fig. 2 eine Seitenan-
sicht und der untere Teil der Fig. 2 eine Draufsicht
bei Blickrichtung durch das Detektionsobjektiv 19 auf
die Probe 1 ist.

[0034] Wird das Lichtblatt 3 Uber die Scaneinrich-
tung 14 erzeugt, wird nur ein schmaler Bereich inner-
halb der Probe 2 zum Zeitpunkt tO beleuchtet. Nimmt
eine Kamera bzw. der Detektor 4 zum Zeitpunkt t0
ein Bild auf, so ist auf dem Kamerachip oder dem De-
tektor 4 nur ein schmaler Bereich — wenige Zeilen —
belichtet. Versetzt man nun die unterschiedlichen Fo-
kusebenen seitlich auf dem Kamerachip, so sind zu
dem Zeitpunkt t0 je nach Anzahl der Aufspaltungen
n entsprechend viele schmale Bereiche n gleichzei-
tig abgebildet. In dem Ausfiihrungsbeispiel sind drei
Ebenen dargestellt. Wird die Kamera bzw. der Detek-
tor 4 synchron mit der Bewegung der Scaneinrichtung
14 ausgelesen, beispielsweise zu jedem beleuchte-
ten Bereich ein Kamerabild, kann anschlieRend hier-
aus ein Gesamtbild erstellt werden.

[0035] Wird die Dispersionskompensation aus CCG
10 und Prisma 11 gemal Fig. 4 herausgenommen,
wird zu jeder Zeile ein Spektrum auf dem Kamera-
chip bzw. Detektor 4 erzeugt. Uber eine Software
kann dieses Spektrum analysiert werden. Zeitliche
Veranderungen im Spektrum im Bereich von Mikro-
sekunden bis Millisekunden kdénnen entsprechend
der Aufnahmezeit der Kamera bzw. des Detektors 4
und Uberstreichzeit der Scaneinrichtung 14 detektiert
werden, was fur biologische Prozesse sehr informativ
sein kann.

[0036] Der Aufbau ist deutlich einfacher gestaltet,
wenn das MFG 8 direkt in der Pupillenebene des De-
tektionsobjektivs 19 angeordnet ist. Durch Weglas-
sen der Einheit aus CCG 10 und Prisma 11 kann die
Dispersion des MFG 8 genutzt werden, indem man
die Farbaufspaltung als n seitliche Versatze auf dem
Detektor 4 detektiert.

[0037] Da durch das Weglassen des CCG 10 und
Prisma 11 ein Spektrum auf dem Flachendetektor
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oder Detektor 4 entsteht, wird es auf einfache Weise
mdglich, dieses Spektrum ortsaufgeldst zu analysie-
ren.

[0038] Ein sehr grolier Vorteil des erfindungsgema-
Ren Aufbaus bildet das Anbringen des MFG 8 in der
Pupillenebene des Detektionsobjektivs 19, wobei zu-
satzliche Linsen, wie sie im Stand der Technik erfor-
derlich sind, weggelassen werden kénnen. Ebenso
wird durch ein weiteres Weglassen des CCG 10 und
Prismas 11 der Aufbau noch einfacher und es ent-
stehen neue Mdglichkeiten, beispielsweise beziiglich
der spektralen Detektion.

[0039] Fig. 5 zeigt in einer schematischen Darstel-
lung die spektrale Aufspaltung des Detektionslichts
in den oberen und unteren Z-Ebenen im Bereich des
Detektors 4 bei dem Ausfiihrungsbeispiel ohne CCG
10 und Prisma 11. Dabei nehmen die Wellenlangen
von A bis A zu. In der mittleren Ebene Z, findet keine
derartige Aufspaltung statt.

[0040] Das MFG 8 kann unterschiedlich ausgestaltet
sein. Dabei gibt es Typen, die auf Reflexion (Reflec-
tion Grating), Transmission (Transmission Grating)
oder einer prismatischen Ausbildung (Grating Pris-
ms) beruhen.

[0041] Fig. 6 zeigt in einer schematischen Seiten-
ansicht eine herkdmmliche SPIM-Anordnung, bei der
ein von der Probe 2 ausgehendes Detektionslicht
durch das Detektionsobjektiv 19 und die Tubuslinse
20 direkt auf den Detektor 4 geleitet wird. Ansons-
ten entspricht der herkémmliche Aufbau der SPIM-
Anordnung gemal Fig. 6 dem Ausfiihrungsbeispiel
gemal Fig. 1, wobei gleiche Bezugszeichen gleiche
Elemente bezeichnen.

[0042] Hinsichtlich weiterer vorteilhafter Ausgestal-
tungen der erfindungsgemafen SPIM-Anordnung
wird zur Vermeidung von Wiederholungen auf den all-
gemeinen Teil der Beschreibung sowie auf die beige-
figten Anspriiche verwiesen.

[0043] SchlieBlich sei ausdricklich darauf hinge-
wiesen, dass das voranstehend beschriebene Aus-
fihrungsbeispiel lediglich zur Erérterung der bean-
spruchten Lehre dient, diese jedoch nicht auf das
Ausfiihrungsbeispiel einschrankt.

Bezugszeichenliste

Beleuchtungseinrichtung
Probe

Lichtblatt

Detektor
Detektionseinrichtung
Einrichtung

Region

MFG
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Mittel zur Kompensation einer Wellenlan-
gendispersion

CCG

Prisma
Detektionsbereich
Strahlteiler
Scaneinrichtung
Scanlinse

Tubuslinse
Beleuchtungsobjektiv
Spiegelelement
Detektionsobjektiv
Tubuslinse

Linse

Linse
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ZITATE ENTHALTEN IN DER BESCHREIBUNG

Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde automatisiert erzeugt und ist ausschliel3lich
zur besseren Information des Lesers aufgenommen. Die Liste ist nicht Bestandteil der deutschen Patent- bzw.
Gebrauchsmusteranmeldung. Das DPMA lbernimmt keinerlei Haftung fiir etwaige Fehler oder Auslassungen.

Zitierte Patentliteratur

- DE 102007047464 A1[0002]
- DE 202011110077 U1 [0002]
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Patentanspriiche

1. SPIM(Selective/Single Plane lllumination Mi-
croscopy)-Anordnung mit einer Beleuchtungseinrich-
tung (1) zur Erzeugung eines eine Probe (2) beleuch-
tenden Lichtblatts (3) und einer einen Detektor (4)
aufweisenden Detektionseinrichtung (5) fur von der
Probe (2) ausgehendes Detektionslicht, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Detektionseinrichtung (5) ei-
ne Einrichtung (6) zur Zuordnung verschiedener Fo-
kusebenen des Lichtblatts (3) zu verschiedenen Re-
gionen (7) des Detektors (4) aufweist.

2. SPIM-Anordnung nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die Einrichtung (6) ein MFG
(8) (Multi Focus Grating) aufweist.

3. SPIM-Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass die Einrichtung (6) ein
Mittel (9) zur Kompensation einer Wellenlangendis-
persion aufweist.

4. SPIM-Anordnung nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das Mittel (9) ein CCG (10)
(Chromatic Correction Grating) und/oder ein Prisma
(11) aufweist.

5. SPIM-Anordnung nach einem der Anspriiche 1
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Detektor
(4) einen flachigen Detektionsbereich (12) aufweist.
SPIM-Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass der Detektor (4) ein
CCD, cMOS oder sCMOS aufweist.

6. SPIM-Anordnung nach einem der Anspriiche 1
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Einrich-
tung (6) in der Pupillenebene eines Detektionsobjek-
tivs (19) angeordnet ist.

7. SPIM-Anordnung nach Anspruch 7, dadurch
gekennzeichnet, dass aus der Einrichtung (6) aus-
tretendes Detektionslicht mittels einer weiteren Linse
(22) — ohne ein CCG (10) und/oder Prisma (11) — di-
rekt auf den Detektor (4) geleitet wird.

8. SPIM-Anordnung nach einem der Anspriiche 1
bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die SPIM-An-
ordnung zur Durchfihrung gleichzeitiger dreidimen-
sionaler FCS(3D Fluorescence Correlation Spectro-
scopy)-Messungen oder zur Durchfiihrung von 3D-
FLIM(Fluorescence Life Time Microscopy)-Messun-
gen ausgebildet ist.

9. SPIM-Anordnung nach einem der Anspruche 1
bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die SPIM-An-
ordnung zur Durchfihrung von Messungen auf der
Basis von Multiphoton-Anregungen ausgebildet ist.

Es folgen 6 Seiten Zeichnungen
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