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(54) Bezeichnung: Vorrichtung zur Lichtblattmikroskopie

(57) Hauptanspruch: Vorrichtung zur Lichtblattmikroskopie
mit einem Beleuchtungsstrahlengang (10) mit optischen Mit
teln (12) zum Leiten eines Anregungslichtbündels (13) in 
einer Strahlrichtung (16) in einen flächigen Bereich (18) in 
einer Probenebene (19) einer zu untersuchenden Probe 
(20),
mit einem Detektionsstrahlengang (30) mit optischen Mitteln 
(32) zum Aufnehmen von Detektionslicht (38), welches in 
einer Detektionsrichtung (39) von der Probe (20), insbeson
dere aus dem flächigen Bereich (18), abgestrahlt wird,
wobei die Detektionsrichtung (39) quer zu der Probenebene 
(19) ausgerichtet ist,
dadurch gekennzeichnet,
dass in dem Beleuchtungsstrahlengang (10) ein schwenk
barer Spiegel (40) vorhanden ist, dergestalt, dass durch ein 
Betätigen dieses schwenkbaren Spiegels (40) gleichzeitig 
sowohl eine Verkippung des Anregungslichtbündels (13) in 
der Probenebene (19) als auch eine Verschiebung des 
Anregungslichtbündels (13) in der Probenebene (19) in 
einer Richtung (y) quer, insbesondere senkrecht, zur Strahl
richtung (16) bewirkbar ist.



Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vor
richtung zur Lichtblattmikroskopie nach dem Oberbe
griff des Anspruchs 1.

[0002] Eine gattungsgemäße Vorrichtung weist 
einen Beleuchtungsstrahlengang mit optischen Mit
teln zum Leiten eines Anregungslichtbündels in 
einer Strahlrichtung in einem flächigen Bereich in 
einer Probenebene einer zu untersuchenden Probe 
auf. Außerdem ist ein Detektionsstrahlengang vor
handen mit optischen Mitteln zum Aufnehmen von 
Detektionslicht, welches in einer Detektionsrichtung 
von der Probe, insbesondere aus dem flächigen 
Bereich, abgestrahlt wird. Die Detektionsrichtung ist 
dabei quer, insbesondere senkrecht zur Proben
ebene ausgerichtet.

[0003] Die Lichtblattmikroskopie (light sheet micros
copy) kombiniert optische Schnitte mit einer Weitfeld
detektion, indem eine, insbesondere komplette, late
rale Brennebene, beispielsweise die x-y-Ebene, 
eines Detektionsobjektivs mit einem dünnen Licht
blatt beleuchtet wird. Bei dem dünnen Lichtblatt han
delt es sich um einen flachen oder flächigen mit Anre
gungslicht beleuchteten Bereich in einer 
Probenebene einer zu untersuchenden Probe. Die 
Lichtblattbeleuchtung erfolgt besonders bevorzugt 
rechtwinklig zur Detektionsachse oder Detektions
richtung, beispielsweise der z-Achse. Die Probe 
wird in einem überlappenden Bereich von Beleuch
tung und Detektion platziert. Fluoreszenzsignale 
können über das gesamte Gesichtsfeld des Detek
tionsobjektivs auf eine Kamera abgebildet werden.

[0004] Die grundlegende Situation wird mit Bezug 
auf Fig. 1 im Einzelnen erläutert. Dargestellt ist dort 
in schematischer Form eine Vorrichtung zur Licht
blattmikroskopie 100 nach dem Stand der Technik. 
Als wesentliche Komponenten weist diese Vorrich
tung 100 einen Beleuchtungsstrahlengang 10 und 
einen Detektionsstrahlengang 30 auf. Der Beleuch
tungsstrahlengang dient zum Leiten eines Anre
gungslichtbündels 13 in einer Strahlrichtung 16 in 
einen flächigen Bereich 18, der auch als Lichtblatt 
oder dünnes Lichtblatt bezeichnet werden kann, in 
einer Probenebene 19 einer zu untersuchenden 
Probe 20. Das Anregungslicht des Anregungslicht
bündels 13 wird von einer Lichtquelle 14 geliefert 
und in einem ersten Teil des Strahlengangs 15 über 
nicht im Einzelnen gezeigte optische Mittel bis zu 
einem Beleuchtungsobjektiv 12 geleitet, bei dem es 
sich um ein grundsätzlich bekanntes Mikroskopob
jektiv handeln kann. Das Anregungslichtbündel 
weist in z-Richtung eine vergleichsweise geringe, 
insbesondere beugungsbegrenzte, Dicke auf, die in 
Fig. 1 durch die Pfeile 21 schematisch dargestellt ist. 
Vergleichsweise viel größer ist die Ausdehnung des 

Lichtbündels 13 in y-Richtung, wie dies in Fig. 2 
schematisch dargestellt ist.

[0005] Fig. 2 zeigt eine Draufsicht auf das Anre
gungslichtbündel entlang der in Fig. 1 eingetragenen 
Richtung A-A. Die Ausdehnung des Anregungslicht
bündels 13 in y-Richtung ist in Fig. 2 mit dem Pfeil 55 
gekennzeichnet. Diese Ausdehnung ist viel größer 
als die Dicke des Anregungslichtbündels in z-Rich
tung (Pfeile 21 in Fig. 1), weshalb, in diesem Sinn, 
das Anregungslichtbündel 13 auch als, insbesondere 
dünnes, Lichtblatt bezeichnet wird. Durch die Stre
cken 51, 52, 53, 54 ist in dem in Fig. 2 schematisch 
dargestellten Beispiel ein Gesichtsfeld 50 des Detek
tionsstrahlengangs 30 begrenzt. Dieses Gesichtsfeld 
(Field of View) kann auch in y-Richtung eine größere 
Ausdehnung aufweisen, wir kommen hierauf später 
noch zurück.

[0006] Von der Probe 20 in eine Richtung 39 ausge
sandtes Detektionslicht 38 kann bei der in Fig. 1 
schematisch dargestellten Vorrichtung 100 mit Hilfe 
eines Detektionsstrahlengangs 30 aufgenommen 
und schließlich einer Auswertung zugeführt werden. 
Hierzu weist der Detektionsstrahlengang 30 ein 
Detektionsobjektiv 32 grundsätzlich bekannter Art 
auf, mit welchem das Detektionslicht 38 aufgenom
men wird. Das Detektionslicht kann sodann über wei
tere optische Komponenten, die nicht im Einzelnen 
dargestellt sind und durch die Pfeile 33 repräsentiert 
werden, im gezeigten Beispiel einer Kamera 34 
zugeführt werden. Diese Kamera 34 kann mit einer 
Steuer- und Auswerteeinrichtung 36, bei der es sich 
beispielsweise um eine Recheneinrichtung handeln 
kann, verbunden sein (angedeutet durch den Pfeil 
35). Mit Hilfe dieses Rechners wird die Vorrichtung 
100 angesteuert und die von der Kamera 34 geliefer
ten Daten über das nachgewiesene Detektionslicht 
38 werden dort ausgewertet.

[0007] Wir gehen nun auf zwei spezifische Pro
bleme der Lichtblattmikroskopie ein. Lichtmikros
kope leiden grundsätzlich unter Bildartefakten, die 
durch die Wechselwirkung von Licht mit dem Proben
gewebe verursacht werden (bei biologischen Pro
ben). Durch die seitliche Beleuchtung der Probe ist 
dieses Problem bei der Lichtblattmikroskopie beson
ders ausgeprägt. Das Anregungslicht des Anre
gungslichtbündels 13 wird bei seiner Ausbreitung 
durch die Probe 20 von optisch dichteren Gewebe
stellen teilweise absorbiert oder gestreut. Es kommt 
dadurch zu einer Abschwächung des Anregungs
lichts 13, was zu einem Verlust von Fluoreszenzsig
nal tiefer im Probeninneren der Probe 20 führt. Im 
Ergebnis führt dies zu Streifen und Schatten im Bild 
und letzten Endes zu einem Verlust an Bildqualität.

[0008] Schematisch ist das in Fig. 2 gezeigt. Wegen 
des in Fig. 2 von links in der Strahlrichtung 16 komm
enden Anregungslichts 13 kann es dazu kommen, 
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dass Probenbereiche, die hinter einer optisch dichte
ren Gewebestelle liegen, nicht mehr oder viel weni
ger mit Anregungslicht beaufschlagt werden. Sche
matisch ist das in Fig. 2 durch die Probenstrukturen 
25 dargestellt, die jeweils optisch dichte Bereiche der 
biologischen Probe 20 repräsentieren. Rechts von 
diesen Strukturen findet sich ein Schattenwurf, der 
daraus resultiert, dass das von links in der Strahlrich
tung 16 einkommende Anregungslicht 13 durch die 
optisch dichteren Bereiche oder Probenstrukturen 
25 abgeschattet wird.

[0009] Ganz allgemein führt die Bestrahlung von 
links in der Strahlrichtung 16 dazu, dass beispiels
weise ein Bereich 22 in der Probe 20 im Bild heller 
erscheint als ein Bereich 23. Mit anderen Worten: 
Das Bild der Probe 20 wird von links nach rechts 
zunehmend dunkler, weil das Anregungslicht nach 
und nach absorbiert oder gestreut wird.

[0010] Diesem Problem kann dadurch begegnet 
werden, dass man das Lichtblatt in der Probenebene 
schnell hin- und her verschwenkt oder verkippt. 
Dadurch wird eine gleichmäßigere Beleuchtung 
erreicht. Durch dieses rasche Kippen, welches auch 
als Winkelscan bezeichnet werden kann, können 
Streuzentren umgangen werden und es wird im zeit
lichen Mittel eine gleichmäßigere Beleuchtung 
erzielt. Dies ist beispielsweise beschrieben in Optics 
Letters, Vol. 32, No. 17, Seiten 2608 bis 2610. Ein 
solcher Winkelscan kann beispielsweise durch 
einen Spiegel erfolgen, der in einer zur Probenebene 
optisch konjugierten Ebene positioniert ist.

[0011] Eine weitere Aufgabenstellung im Bereich 
der Lichtblattmikroskopie hat damit zu tun, dass 
auch vergleichsweise große biologische Proben mit 
einem Durchmesser von beispielsweise bis zu 3 mm 
untersucht werden sollen. Solche breiten Lichtblätter 
können mit den üblicherweise verwendeten opti
schen Komponenten nicht bereitgestellt werden. 
Deshalb wird, um solch große Gesichtsfelder homo
gen zu beleuchten, das Lichtblatt in der Regel rasch 
in der betreffenden Ortskoordinate, beispielsweise 
der y-Achse, die dann auch als Höhe bezeichnet 
wird, parallel verschoben. Ein solcher Höhenscan 
erfüllt somit zwei Funktionen: Einerseits wird das 
nutzbare Gesichtsfeld (Field of View) entlang der 
Verschiebungs- oder Scanachse vergrößert. Ande
rerseits wird das Beleuchtungsstrahlprofil ver
schmiert, was zu einer homogeneren Beleuchtung 
führt und ebenfalls vorteilhaft ist. Solch ein Ortsscan 
oder Höhenscan kann durch einen beweglichen 
Spiegel verwirklicht werden, der dazu in einer zur 
hinteren Objektivbrennebene optisch konjugierten 
Ebene stehen muss.

[0012] Fig. 3 zeigt eine Schnittansicht der Ansicht 
aus Fig. 2 entlang der Linie B-B. Insbesondere ist 
dort zu erkennen, dass das Lichtblatt in einem flächi

gen Bereich 18 in einer Probenebene 19 der Probe 
20 fokussiert ist. Eine minimale Ausdehnung in z- 
Richtung, bei der es sich insbesondere um eine beu
gungsbegrenzte Strahltaille handeln kann, ist dabei 
durch die Pfeile 21 veranschaulicht.

[0013] Fig. 4 zeigt schematisch das Verkippen des 
Anregungslichtbündels 13, welches auch als Licht
blatt bezeichnet werden kann, um einen Drehpunkt 
17, welcher bei den aus dem Stand der Technik 
bekannten Vorrichtungen auf einer Achse einer 
Detektionsrichtung 39 des Detektionsstrahlengangs 
30 liegt. Dargestellt ist in Fig. 4 ein Anregungslicht
bündel 13, welches aus dem Beleuchtungsobjektiv 
12 im Wesentlichen parallel zu dessen optischer 
Achse und zur x-Richtung austritt und deshalb senk
recht zur y-Richtung und zur z-Richtung orientiert ist 
und außerdem ein verkipptes Anregungslichtbündel 
24, dessen Mittenachse eine Mittenachse des Anre
gungslichtbündels 13 in dem Drehpunkt 17 auf der 
Achse der Detektionsrichtung 39 des Detektionsst
rahlengangs 30 schneidet.

[0014] In Fig. 5 ist schematisch das Verschieben 
eines Anregungslichtbündels 13 in Richtung der y- 
Achse gezeigt, was auch als Höhenscan bezeichnet 
wird. Ein maximaler Hub zwischen einem Anre
gungslichtbündel 61 und einem Anregungslichtbün
del 62, welches in einer Richtung 71 in Richtung der 
y-Richtung verschoben ist, ist in Fig. 5 durch den 
Pfeil 63 angedeutet. Die Anregungslichtbündel 61, 
62 liegen dabei in der x-y-Ebene, das heißt, dass 
das Anregungslichtbündel 13 innerhalb einer Pro
benebene 19 verschoben wird und deshalb auch ver
gleichsweise große biologische Proben mit einem 
Durchmesser von bis zu beispielsweise 3 mm 
betrachtet werden können. Für den Fall, dass solch 
ein Höhenscan des Anregungslichtbündels 13 durch
geführt wird, stimmt die Ausdehnung des Gesichts
feldes 50 in y-Richtung nicht mehr, wie in Fig. 2, mit 
der Ausdehnung des Anregungslichtbündels 13 in y- 
Richtung überein, sondern ist dem maximalen Hub 
entsprechend größer.

[0015] Im Stand der Technik werden demgemäß für 
die beiden Funktionen „Verkippen des Lichtblatts in 
der Probenebene“ und „Verschieben des Lichtblatts 
in der Probenebene“ zwei separate Einrichtungen 
verwendet, um beiden Funktionen unabhängig von
einander zu kontrollieren. In beiden Fällen handelt es 
sich um eine Scanbewegung, einmal um einen Win
kelscan und einmal um einen linearen Scan, Orts
scan oder Höhenscan. Die verwendeten Scanein
richtungen müssen hierzu in jeweils 
unterschiedlichen konjugierten Ebenen positioniert 
werden. Weil zwei Scanner verwendet werden müs
sen, sind diese Aufbauten vergleichsweise teuer.

[0016] DE102011051042A1 offenbart ein Lichtblatt
mikroskop, bei dem das Lichtblatt in der Proben
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ebene mithilfe eines Scanners verschoben und 
durch Verschieben eines Mikroskopobjektivs außer
dem verkippt werden kann.

[0017] DE102012218920A1 beschreibt eine Vor
richtung zur Beleuchtung einer Probe mit einem 
Lichtblatt, welches mithilfe eines schwenkbaren 
Spiegels verkippt wird.

[0018] US2011/0115895A1 offenbart eine weitere 
Vorrichtung zur Lichtblattmikroskopie, bei der das 
Lichtblatt in rascher Abfolge aus unterschiedlichen 
Richtungen auf die Probe eingestrahlt wird. Außer
dem wird das Lichtblatt nacheinander aus gegen
überliegenden Richtungen auf die Probe eingestrahlt 
(US2011/0115895A1, Fig. 9A, 9B; 10A bis 10C). Das 
Lichtblatt wird dabei um seinen Fokus verschwenkt 
(D3, Fig. 12, rechter Strahlengang, Verschwenkung 
des Lichtplatz bei FP).

[0019] Als eine Aufgabe der Erfindung kann ange
sehen werden, eine Vorrichtung zur Lichtblattmikro
skopie anzugeben, bei der eine möglichst gute Aus
leuchtung des Lichtblatts mit kostengünstigen Mitteln 
erreicht werden kann.

[0020] Diese Aufgabe wird durch die Vorrichtung mit 
den Merkmalen des Anspruchs 1 gelöst.

[0021] Die Vorrichtung der oben angegebenen Art 
ist erfindungsgemäß dadurch weitergebildet, dass 
in dem Beleuchtungsstrahlengang eine Strahlenma
nipulationseinrichtung vorhanden ist, dergestalt, 
dass durch ein Betätigen dieser Strahlmanipulations
einrichtung gleichzeitig sowohl eine Verkippung des 
Anregungslichtbündels in der Probenebene als auch 
eine Verschiebung des Anregungslichtbündels in der 
Probenebene in einer Richtung quer, insbesondere 
senkrecht zur Strahlrichtung bewirkbar ist. Die 
Strahlmanipulationseinrichtung ist erfindungsgemäß 
durch einen schwenkbaren Spiegel verwirklicht.

[0022] Als ein Kerngedanke der Erfindung kann 
angesehen werden, die Funktionen eines Orts- und 
eines Winkelscans mit ein und derselben Strahlma
nipulationseinrichtung zu verwirklichen. Dadurch 
können in erheblichem Umfang Kosten eingespart 
werden.

[0023] Die Verkippung des Anregungslichtbündels 
und die Verschiebung des Anregungslichtbündels 
können starr aneinander gekoppelt sein. D. h., dass 
beim Betätigen der Strahlmanipulationseinrichtung 
das Anregungslichtbündel verkippt und automatisch 
auch verschoben wird: Das eine geht nicht ohne das 
andere.

[0024] Für diese Beschreibung wird davon ausge
gangen, dass eine optische Ebene zu sich selbst 
optisch konjugiert ist.

[0025] Die im Beleuchtungsstrahlengang vorhande
nen optischen Mittel dienen im Grundsatz dazu, das 
Anregungslicht, insbesondere in Form eines Licht
blatts, in einen flächigen Bereich einer zu untersuch
enden Probe einzuleiten. Zweckmäßig ist hierzu min
destens ein Beleuchtungsobjektiv vorhanden. 
Hierbei kann es sich um Mikroskopobjektive grund
sätzlich bekannter Art handeln. Gegebenenfalls kön
nen auch mehrere Beleuchtungsobjektive, beispiels
weise einschwenkbar, oder wechselbare 
Beleuchtungsobjektive vorhanden sein.

[0026] Die wesentliche Funktion der Erfindung ist, 
mit ein- und derselben Strahlmanipulationseinrich
tung sowohl ein Verschwenken als auch ein Ver
schieben eines Anregungslichtbündels in einer Pro
benebene einer zu untersuchenden Probe zu 
erreichen. Dies kann besonders bevorzugt dadurch 
erreicht werden, dass die Strahlmanipulationsein
richtung, insbesondere ein Scanspiegel, weder in 
einer zur Probenebene oder Brennebene des 
Beleuchtungsobjektivs optisch konjugierten Ebene 
noch in einer zur hinteren Brennebene des Beleuch
tungsobjektivs optisch konjugierten Ebene angeord
net wird. Wieweit entfernt die Strahlmanipulations
einrichtung von diesen optisch konjugierten Ebenen 
positioniert wird, hängt von den Erfordernissen des 
Einzelfalls ab.

[0027] Erfindungsgemäß können sowohl das Ver
größern eines zu nutzenden Gesichtsfelds (Field of 
View) durch Aufziehen eines Lichtblatts in der Höhe 
als auch eine Schattenunterdrückung durch schnel
les Verkippen oder Verschwenken des Lichtblatts in 
der Probenebene durch ein- und denselben Scanner 
oder dieselbe Strahlmanipulationseinrichtung 
erreicht werden. Dies wird zum Beispiel ermöglicht, 
indem die Strahlmanipulationseinrichtung weder in 
einer zur Probenebene oder Brennebene des 
Beleuchtungsobjektivs konjugierten Ebene noch in 
einer zur hinteren Brennebene des Beleuchtungsob
jektivs konjugierten Ebene angeordnet wird, sondern 
vielmehr axial entlang der optischen Achse verscho
ben wird.

[0028] Die Probenebene kann auch als Brennebene 
des Beleuchtungsobjektivs bezeichnet und angese
hen werden.

[0029] Bei einer solchen Anordnung der Strahlmani
pulationseinrichtung führt ein Betätigen der Strahl
manipulationseinrichtung vorteilhafterweise immer 
sowohl zu einer Verschiebung als auch, insbeson
dere gleichzeitig oder starr gekoppelt, insbesondere 
zu einer Verkippung des Anregungslichtbündels in 
der Probenebene.

[0030] Eine weitere vorteilhafte Variante der erfin
dungsgemäße Vorrichtung ist dadurch gekennzeich
net, dass der Beleuchtungsstrahlengang mindestens 
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einen Bereich aufweist, in welchem das Anregungs
lichtbündel kollimiert ist und dass in diesem Bereich 
eine Zylinderlinse zum Fokussieren des Anregungs
lichtbündels in Richtung der Detektionsrichtung in 
der Probenebene angeordnet ist.

[0031] Durch Fokussierung des Anregungslichtbün
dels mit einer Zylinderlinse in der Probenebene 
erhält man im Bereich der Probe ein besonders dün
nes Lichtblatt.

[0032] Wenn die Bewegung des Anregungslichtbün
dels innerhalb der Probenebene stärker den Charak
ter eines Verschwenkens als den Charakter einer 
Verschiebung aufweisen soll oder, mit anderen Wor
ten, eine Vergrößerung des Lichtblatts in der Höhe 
eine eher untergeordnete Rolle im Vergleich zur 
Reduzierung von Schattenwurf spielt, ist eine Aus
führungsvariante der erfindungsgemäßen Vorrich
tung bevorzugt, bei der die Strahlmanipulationsein
richtung näher an einer zur Probenebene 
konjugierten Ebene als an einer zu einer hinteren 
Brennebene des Beleuchtungsobjektivs oder eine 
dazu konjugierten Ebene positioniert ist.

[0033] Wenn aber andererseits die Unterdrückung 
von Schattenwurf weniger wichtig im Vergleich zur 
Vergrößerung des zu beobachtenden Bereichs in 
Richtung quer zur Beleuchtungsrichtung und quer 
zur Beobachtungsrichtung ist, wenn also ausge
dehnte Proben untersucht werden sollen, ist es 
zweckmäßig, wenn die Strahlmanipulationseinrich
tung im Beleuchtungsstrahlengang näher an einer 
hinteren Brennebene des Beleuchtungsobjektivs 
oder einer dazu konjugierten Ebene angeordnet ist 
als an einer zur Probenebene optisch konjugierten 
Ebene.

[0034] Um in diesem Zusammenhang dem Verwen
der des Mikroskops größtmögliche Freiheit zu 
geben, sind Varianten der erfindungsgemäßen Vor
richtung besonders bevorzugt, bei welchen die 
Strahlmanipulationseinrichtung in einer Richtung 
der optischen Achse des Beleuchtungsstrahlen
gangs variabel positionierbar, insbesondere ver
schiebbar angeordnet ist. Zusätzlich zu einer Ver
schiebbarkeit der Strahlmanipulationseinrichtung 
kann außerdem vorgesehen sein, dass die Strahlma
nipulationseinrichtung entfernbar ist und an anderer 
Stelle des Beleuchtungsstrahlengangs wieder einge
setzt werden kann.

[0035] Bei der Strahlmanipulationseinrichtung, also 
dem schwenkbarer Spiegel, kommt es im Grundsatz 
nur darauf an, dass die Strahlrichtung eines Anre
gungslichtbündels mit Hilfe der Strahlmanipulations
einrichtung definiert geändert werden kann. Beson
ders bevorzugt werden galvanometrische oder 
mikromechanische Spiegel verwendet.

[0036] Grundsätzlich kann der Grundgedanke der 
Erfindung, dass nämlich ein Anregungslichtbündel 
in der Probenebene sowohl verschwenkt als auch 
verschoben wird, ausgehend von einer Vorrichtung 
des Stands der Technik mit einem Winkel-scanner 
auch dadurch erreicht werden, dass nicht ein Scan
spiegel, sondern das Beleuchtungsobjektiv entlang 
einer optischen Achse verschoben wird. Dadurch 
wird natürlich auch die Brennebene des Beleuch
tungsobjektivs verschoben und der notwendige Ver
schiebeweg ist wegen der vergleichsweise hohen 
Tiefenschärfe in der hinteren Objektivbrennebene in 
der Regel viel größer im Vergleich zu der Situation, 
bei der ein Scanspiegel aus einer optischen konju
gierten Ebene verschoben wird.

[0037] Weiterhin wird der Grundgedanke der Erfin
dung, also das gleichzeitige Verschwenken und Ver
schieben eines Anregungslichtbündels in einer Pro
benebene mit Hilfe von ein- und derselben 
Strahlmanipulationseinrichtung auch dadurch 
erreicht, dass anstelle einer Strahlmanipulationsein
richtung, beispielsweise eines Scanspiegels, die 
Tubuslinse verschoben wird. Auch hier ist die Wir
kung im Prinzip die gleiche, denn der oder die Scan
ner (wenn sowohl ein Winkelscanner als auch ein 
Höhenscanner verwendet werden) stehen nicht 
mehr in einer optisch konjugierten Ebene. Eine Ver
schiebung der Brennebene der Tubuslinse auf einer 
dem Scanner abgewandten Seite kann im Prinzip 
durch eine geeignet hohe Tiefenschärfe auf dieser 
Seite ausgeglichen werden.

[0038] Weil bei der Lichtblattmikroskopie eine Zylin
dersymmetrie des Anregungslichtbündels ohnehin 
nicht erforderlich ist, muss die Tubuslinse nicht not
wendig eine sphärische Rundoptik sein. Bei vorteil
haften Varianten der erfindungsgemäßen Vorrich
tung ist demgemäß in dem 
Beleuchtungsstrahlengang eine Tubuslinse vorhan
den, die einen Astigmatismus aufweist. Hierbei 
kann es sich insbesondere um eine Zylinderlinse, 
eine asphärische Linse oder ein adaptives optisches 
Element handeln.

[0039] Eine weitere vorteilhafte Variante der erfin
dungsgemäße Vorrichtung besteht darin, dass eine 
Brennweite der Tubuslinse verändert wird, beispiels
weise durch eine adaptive Linse, dass also im 
Beleuchtungsstrahlengang, insbesondere unmittel
bar, benachbart zur Tubuslinse mindestens eine 
zusätzliche lichtbrechende Komponente, insbeson
dere eine Linse oder ein adaptives Element, vorhan
den ist. Diese mindestens eine zusätzliche lichtbre
chende Komponente wird zweckmäßig so 
dimensioniert und positioniert, dass die Strahlmani
pulationseinrichtung weder in einer zur Probenebene 
oder Brennebene des Beleuchtungsobjektivs optisch 
konjugierten Ebene oder in einer zur hinteren Brenn
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ebene des Beleuchtungsobjektivs optisch konjugier
ten Ebene positioniert ist.

[0040] Für den Detektionsstrahlengang kommt es 
im Prinzip darauf an, dass das von der zu untersuch
enden Probe abgestrahlte Detektionslicht möglichst 
vollständig in der Detektionsrichtung aufgenommen 
und der weiteren Verarbeitung zugeführt wird. 
Zweckmäßig ist hierzu im Detektionsstrahlengang 
als optisches Mittel mindestens ein Detektionsobjek
tiv vorhanden. Im Wesentlichen kann es sich beim 
Detektionsstrahlengang um den Strahlengang eines 
Weitfeldlichtmikroskops, insbesondere zur Fluores
zenzmikroskopie, handeln. Bei solchen Mikroskopen 
sind Objektivrevolver mit mehreren Detektionsobjek
tiven gängig.

[0041] Besonders zweckmäßig können bei der erfin
dungsgemäßen Vorrichtung detektionsseitig Detek
tionsmittel zum Nachweisen des Detektionslichts 
und eine Steuer- und Verarbeitungseinrichtung, vor
zugsweise eine Rechnereinrichtung, zum Steuern 
der Vorrichtung und zum Auswerten der aufgenom
menen Messdaten vorhanden sein. Auch Okulare 
zum Betrachten des mikroskopischen Bilds können 
vorhanden sein.

[0042] Weitere Vorteile und Merkmale der vorliegen
den Erfindung werden im Folgenden unter Bezug
nahme auf die beigefügten schematischen Figuren 
erläutert. Hierin zeigen:

Fig. 1: eine schematische Darstellung einer Vor
richtung zur Lichtblattmikroskopie nach dem 
Stand der Technik;

Fig. 2: eine Teilschnittansicht entlang der Linien 
A-A aus Fig. 1;

Fig. 3: eine Teilschnittansicht entlang der Linie 
B-B in Fig. 2;

Fig. 4: eine schematische Darstellung des Ver
kippens eines Lichtblatts um einen Drehpunkt in 
einer Brennebene eines Beleuchtungsobjektivs;

Fig. 5: eine schematische Darstellung der Ver
schiebung eines Lichtblatts in einer Richtung 
parallel zu einer Brennebene eines Beleuch
tungsobjektivs; und

Fig. 6: eine schematische Darstellung der opti
schen Komponenten und der gleichzeitigen Ver
kippung und Verschiebung eines Lichtblatts in 
einer Variante der erfindungsgemäßen Vorrich
tung.

[0043] In allen Figuren sind äquivalente oder gleich 
wirkende Komponenten und Bestandteile in der 
Regel mit denselben Bezugszeichen gekennzeich
net.

[0044] Weiterhin sind in sämtlichen Figuren Koordi
natensysteme angegeben, um die räumliche Lage 
der in den einzelnen Figuren dargestellten Bestand
teile zu verdeutlichen.

[0045] Fig. 6 zeigt die Anordnung der wesentlichen 
Komponenten bei einer Ausführungsvariante der 
Erfindung, die im Übrigen wie das in Fig. 1 darge
stellte Beispiel aufgebaut ist. Unterschiede im Ver
gleich zum Stand der Technik ergeben sich im Ver
gleich zu den Fig. 2, 4 und 5. Dies wird im Einzelnen 
beschrieben.

[0046] Als wesentliche Komponenten der Ausfüh
rungsform einer erfindungsgemäßen Vorrichtung 
sind in Fig. 6 ein Beleuchtungsobjektiv 12, eine 
Tubuslinse 80 und die erfindungsgemäß vorhandene 
Strahlmanipulationseinrichtung 40 gezeigt. Die 
Strahlmanipulationseinrichtung 40 ist im gezeigten 
Beispiel ein, beispielsweise galvanometrisch betrie
bener, Scanspiegel.

[0047] Außerdem ist in Fig. 6 ein Gesichtsfeld 50 
eines Detektionsstrahlengangs dargestellt, der in 
Fig. 6 zwar nicht gezeigt ist, im Prinzip aber so aus
sieht, wie in Fig. 1 dargestellt. Die Ansicht der Fig. 6 
liegt in der x-y-Ebene, das heißt der Detektionsstrah
lengang sieht von oben, im Wesentlichen senkrecht 
auf das Gesichtsfeld 50. In dem Gesichtsfeld 50 kann 
sich eine, in Fig. 6 nicht dargestellte, zu untersu
chende Probe befinden. Gezeigt sind in Fig. 6 zwei 
Strahlenbündel, die in unterschiedlichen Winkeln 
durch die optischen Komponenten hindurchtreten 
und mit den Bezugszeichen 73, 74 gekennzeichnet 
sind. Eine Brennebene des Objektivs 12 trägt das 
Bezugszeichen 71 (parallel zur y-Richtung). Mit 
dem Bezugszeichen 76 ist eine hintere Brennebene 
des Beleuchtungsobjektivs 12 gekennzeichnet. Die 
Tubuslinse 80 liegt in einer Ebene 77 zwischen der 
hinteren Brennebene 76 des Beleuchtungsobjektivs 
12 und einer zur Brennebene 71 des Beleuchtungs
objektivs 12 optisch konjugierten Ebene 78. Die 
Strahlmanipulationseinrichtung 40, im gezeigten Bei
spiel ein Scanspiegel, ist in Fig. 6 in ihrer Schwenk
position für beide gezeigten Strahlverläufe 73, 74 
dargestellt. Für das Anregungslichtbündel 74 steht 
die Manipulationseinrichtung 40 in der mit Bezugs
zeichen 83 versehenen Position. Für das Anre
gungslichtbündel 73, andererseits steht der Scan
spiegel 40 in der mit dem Bezugszeichen 85 
versehenen Position.

[0048] Besonders wichtig für die Erfindung ist, dass 
ein Drehpunkt 84 des Scanspiegels 40 nicht in der 
zur Brennebene 71 des Beleuchtungsobjektivs 12 
optisch konjugierten Ebene 78 liegt, sondern gering
fügig davor, nämlich um einen Abstand 81 versetzt. 
Das führt dazu, dass eine Verschwenkung des Scan
spiegels 40 nicht bedeutet, dass das Anregungslicht
bündel 13 um eine in der Brennebene 71 liegende 
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Achse verschwenkt oder verkippt wird, sondern dass 
diese Drehachse vielmehr, der Verschiebung 81 des 
Scanspiegels 40 aus der zur Brennebene 71 optisch 
konjugierten Ebene 78 entsprechend, verschoben 
ist.

[0049] Ein Drehpunkt der Anregungslichtbündel 13, 
der in Fig. 6 schematisch durch den Schnittpunkt der 
Mittenachsen der beiden Lichtbündel 73 und 74 mit 
unterschiedlicher Winkellage dargestellt ist, trägt das 
Bezugszeichen 72. Dieser Drehpunkt 72 ist gegen
über der Brennebene 71 um eine Strecke 75 ver
schoben und kann, wie aus Fig. 6 ersichtlich, außer
halb des Gesichtsfelds 50 eines 
Detektionsstrahlengangs liegen. Der Umstand, dass 
die Drehung oder Verkippung der Anregungslicht
bündel 13 nun nicht mehr um eine in der Brennebene 
71 liegende Achse, sondern vielmehr um eine außer
halb davon liegende Achse erfolgt, führt dazu, dass 
die Anregungslichtbündel 13, wie dies in Fig. 6 für die 
Lichtbündel 73 und 74 angedeutet ist, im Bereich des 
Gesichtsfelds 50 des Detektionsstrahlengangs und 
insbesondere im Bereich der Brennebene 71 des 
Beleuchtungsobjektivs 12 auch in der y-Koordinate 
verschoben werden.

[0050] Insgesamt führt dies zu dem besonders wich
tigen und wesentlichen Vorteil der vorliegenden 
Erfindung, dass durch alleiniges Betätigen einer ein
zigen Strahlmanipulationseinrichtung, nämlich im 
gezeigten Beispiel des Scanspiegels 40, das Anre
gungslichtbündel 13 im Gesichtsfeld 50 des Detek
tionsstrahlengangs sowohl seine Richtung ändert, 
nämlich verkippt oder verschwenkt wird, als auch 
gleichzeitig verschoben wird, was eine weitgehende 
Abdeckung des Gesichtsfelds 50 ermöglicht.

[0051] Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung wird also 
eine Vorrichtung zur Lichtblattmikroskopie bereitge
stellt, bei der sowohl die Schwierigkeit des Schatten
wurfs überwunden als auch besonders große Proben 
untersucht werden können. Dies wird mit kosten
günstigen Mitteln ermöglicht.

Patentansprüche

1. Vorrichtung zur Lichtblattmikroskopie 
mit einem Beleuchtungsstrahlengang (10) mit opti
schen Mitteln (12) zum Leiten eines Anregungslicht
bündels (13) in einer Strahlrichtung (16) in einen flä
chigen Bereich (18) in einer Probenebene (19) einer 
zu untersuchenden Probe (20), 
mit einem Detektionsstrahlengang (30) mit opti
schen Mitteln (32) zum Aufnehmen von Detektions
licht (38), welches in einer Detektionsrichtung (39) 
von der Probe (20), insbesondere aus dem flächigen 
Bereich (18), abgestrahlt wird, 
wobei die Detektionsrichtung (39) quer zu der Pro
benebene (19) ausgerichtet ist, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass in dem Beleuchtungsstrahlengang (10) ein 
schwenkbarer Spiegel (40) vorhanden ist, derge
stalt, dass durch ein Betätigen dieses schwenkba
ren Spiegels (40) gleichzeitig sowohl eine Verkip
pung des Anregungslichtbündels (13) in der 
Probenebene (19) als auch eine Verschiebung des 
Anregungslichtbündels (13) in der Probenebene 
(19) in einer Richtung (y) quer, insbesondere senk
recht, zur Strahlrichtung (16) bewirkbar ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass die optischen Mittel in dem 
Beleuchtungsstrahlengang (10) mindestens ein 
Beleuchtungsobjektiv (12) umfassen.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass der schwenkbare Spiegel 
(40) sowohl außerhalb einer zur Probenebene (71, 
19) konjugierten Ebene (78) als auch außerhalb 
einer hinteren Brennebene (76) des Beleuchtungs
objektivs (12) oder einer dazu konjugierten Ebene 
angeordnet ist.

4. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, dass der Beleuch
tungsstrahlengang (10) mindestens einen Bereich 
aufweist, in welchem das Anregungslichtbündel 
(13) kollimiert ist, und dass in diesem Bereich eine 
Zylinderlinse zum Fokussieren des Anregungslicht
bündels (13) in Richtung der Detektionsrichtung (39) 
in der Probenebene (19) angeordnet ist.

5. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dass der schwenk
bare Spiegel (40) im Beleuchtungsstrahlengang 
(10) in Richtung einer optischen Achse verschiebbar 
ist und/oder herausnehmbar und wiedereinfügbar 
ist.

6. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dass der schwenk
bare Spiegel (40) im Beleuchtungsstrahlengang 
(10) näher an einer zur Probenebene (71, 19) kon
jugierten Ebene (78) liegt als an einer hinteren 
Brennebene (76) des Beleuchtungsobjektivs (12) 
oder einer dazu konjugierten Ebene.

7. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dass der schwenk
bare Spiegel (40) im Beleuchtungsstrahlengang 
(10) näher an einer hinteren Brennebene (76) des 
Beleuchtungsobjektivs (12) oder einer dazu konju
gierten Ebene angeordnet ist als an einer zur Pro
benebene (71, 19) konjugierten Ebene (78).

8. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet, dass der schwenk
bare Spiegel (40) ein galvanometrischer Spiegel 
oder ein mikromechanischer Spiegel ist.
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9. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dass in dem Beleuch
tungsstrahlengang (10) eine Tubuslinse, die einen 
Astigmatismus aufweist, eine Zylinderlinse, eine 
asphärische Linse oder ein adaptives optisches Ele
ment vorhanden ist.

10. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, dass eine Brennweite 
der Tubuslinse dergestalt angepasst ist, dass der 
schwenkbare Spiegel (40) weder in einer zur Pro
benebene (71, 19) konjugierten Ebene (78) noch in 
einer zur hinteren Brennebene (76) des Beleuch
tungsobjektivs (12) konjugierten Ebene angeordnet 
ist.

11. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
10, dadurch gekennzeichnet, dass im Beleuch
tungsstrahlengang (10) benachbart zur Tubuslinse 
eine zusätzliche lichtbrechende Komponente, eine 
Linse oder ein adaptives Element, vorhanden ist.

12. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
11, dadurch gekennzeichnet, dass die optischen 
Mittel des Detektionsstrahlengangs (30) mindestens 
ein Detektionsobjektiv (32) umfassen.

13. Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 
12, dadurch gekennzeichnet, dass detektionssei
tig Detektionsmittel (34) zum Nachweisen des 
Detektionslichts (38) und/oder eine Steuer- und Ver
arbeitungseinrichtung, vorzugsweise eine Rechner
einrichtung (36), zum Steuern der Vorrichtung und 
zum Auswerten von aufgenommenen Messdaten 
vorhanden ist.

Es folgen 6 Seiten Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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