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(54) Bezeichnung: Laser-Mikrodissektionssystem

(57) Hauptanspruch: Laser-Mikrodissektionssystem zur
Bearbeitung eines auf einem Trager (3) befindlichen Mate-
rials (14),

mit einer Laserlichtquelle (4) zur Erzeugung eines auf das
zu bearbeitende Material (14) zu richtenden Laserstrahls,
um das Material (14) mit dem Laserstrahl zu bearbeiten,
mit einer Bildaufnahmevorrichtung (1) zur Erzeugung eines
Abbilds wenigstens eines Abschnitts des auf dem Trager
(3) befindlichen Materials,

mit einer Anzeigenvorrichtung (8) zur Darstellung des von
der Bildaufnahmevorrichtung (1) erzeugten Abbilds,

mit Auswahlmitteln (9, 10) zum Auswahlen von mit dem La-
serstrahl zu bearbeitenden Objekten (15) des auf dem Tra-
ger (3) befindlichen Materials (14),

dadurch gekennzeichnet,

dass Uber die AuswahImittel (9, 10) ein jeweils ausgewahl-
tes Objekt einer entsprechenden Objektgruppe zugeordnet
werden kann, und

dass Steuermittel (7) vorhanden sind zum Auswerten der
mit Hilfe der Auswahimittel (9, 10) durchgefiihrten Auswahl
der zu bearbeitenden Objekte (15) und zum Erstellen ei-
ner Liste, in welcher die ausgewahlten Objekte und/oder
die Objektgruppen mit einer Bezeichnung der jeweils ent-
sprechenden Objektgruppe enthalten sind,

wobei Uber die Auswahlmittel (9, 10) eine beliebige erste
Objektgruppe und zweite Objektgruppe in der Liste aus-
wahlbar sind und die Steuermittel (7) derart ausgestaltet
sind, dass sie eine Bearbeitung der der ausgewahlten ers-
ten Objektgruppe zugeordneten Objekte (15) und der der
ausgewahlten zweiten Objektgruppe zugeordneten Objek-
te (15) gruppenspezifisch mit dem Laserstrahl derart ver-
anlassen, dass samtliche Objekte der ersten Objektgrup-

pe in einem ersten Auffangbehalter und sdmtliche Objekte
der zweiten Objektgruppe in einem zweiten Auffangbehal-
ter gesammelt werden.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Laser-
Mikrodissektionssystem zur Bearbeitung einer biolo-
gischen oder auch nicht-biologischen Masse, insbe-
sondere ein Laser-Mikrodissektionssystem zur Bear-
beitung, Separierung und/oder Gewinnung von mi-
kroskopisch kleinen biologischen und/oder nicht-bio-
logischen Objekten einer biologischen bzw. nicht-bio-
logischen Masse.

[0002] Ein derartiges herkémmliches Laser-Mikro-
dissektionssystem der Anmelderin ist beispielsweise
aus der WO 97/29355 A1, der DE 100 15 157 A1
oder der WO 01/73398 A1 bekannt. Mit den in die-
sen Druckschriften beschriebenen Laser-Mikrodis-
sektionssystemen kénnen einzelne biologische oder
nicht-biologische Objekte, welche auf einem plana-
ren Trager angeordnet sind, rechnergestitzt selek-
tiert und mit einem Laserstrahl bearbeitet werden.
Dabei kann ein selektiertes Objekt von der umgeben-
den Masse beispielsweise mit Hilfe des Laserstrahls
rechnergestitzt abgetrennt werden, um das jeweils
selektierte Objekt von der umgebenden Masse frei zu
praparieren. AnschlieBend kann das frei praparierte
Objekt durch einen Laser-induzierten Transportpro-
zess mit Hilfe eines Laserschusses, welcher auf das
frei praparierte Objekt gerichtet wird, von dem Tra-
ger zu einer Auffangvorrichtung katapultiert werden.
Als Trager kann beispielsweise eine Polymerfolie ver-
wendet werden.

[0003] Die DE 37 18 066 A1 beschreibt ein Verfah-
ren zur Mikroinjektion in Zellen, das eine Markierung
von Zellen, die injiziert werden sollen, erlaubt. Ein
Rechner verwaltet die Koordinaten der markierten
Zellen. Die DE 38 36 716 A1 beschreibt ein Verfah-
ren zur Auswertung von Zellbildern, bei dem mehre-
re zeitlich aufeinanderfolgende Bilder eines Bildfelds
erfasst werden und benutzerdefiniert Markierungen
angebracht werden kénnen. Durch die Markierungen
kénnen Gruppen von Zellen definiert werden. Markie-
rungen werden zur Auswertung in zeitlich aufeinan-
derfolgende Bilder lbernommen.

[0004] Das zuvor beschriebene Verfahren der
WO 97/29355 A1, der DE 100 15 157 A1 oder
der WO 01/73398 A1 ermdoglicht die Separierung,
Sortierung und Gewinnung sowohl von biologischen
Objekten als auch von nicht-biologischen Objekten.
Im Rahmen der vorliegenden Patentanmeldung wer-
den unter dem Begriff ,biologische Objekte” vor al-
lem lebende oder fixierte biologische Zellen oder
Zellbestandteile verstanden, welche Bestandteil ei-
nes flissigen oder festen biologischen Materials, wie
beispielsweise eines Zellgewebes, eines Abstriches
oder einer Zellkultur etc., sind. Mit Hilfe des zuvor
beschriebenen Verfahrens kénnen die jeweils selek-
tierten Objekte gezielt mit einer ausgewahlten Sub-
stanz durch bertihrungslose Laser-Mikroinjektion be-

laden und anschlielend die erfolgreich injizierten bio-
logischen Objekte aussortiert werden. Die biologi-
schen Objekte kénnen nebeneinander auf einem fes-
ten planaren Trager aufgebracht sein, wobei der Vor-
gang des Absonderns innerhalb kurzer Zeit und be-
riihrungslos durchgefiihrt werden kann. Die Uberle-
bensféhigkeit bzw. die Morphologie der biologischen
Objekte wird gewahrleistet, d. h. die biologischen Ob-
jekte werden durch den Mikroinjektionsvorgang und
durch den Abtrenn- und Katapultierprozess nicht ge-
schéadigt bzw. beeintrachtigt.

[0005] Im Prinzip kann der zuvor erlauterte Laser-in-
duzierte Transportprozess, d. h. das Herauskatapul-
tieren einzelner zuvor selektierter Objekte aus der je-
weils umgebenden Masse, auch ohne vorhergehen-
de Freipraparation des jeweils selektierten Objekts
erfolgen, wenn die Laserenergie und/oder der La-
serfokus im Moment des Setzens des separaten La-
serschusses derart gewahlt wird bzw. gewahlt wer-
den, dass die daraus resultierende Impulskraft die-
ses Laserschusses zum Herauslosen des entspre-
chenden Objekts aus der umgebenden Masse und
fur den Transportvorgang zu der Auffangvorrichtung
ausreicht.

[0006] Da das zuvor beschriebene Verfahren manu-
ell nur relativ aufwandig mit der gewunschten Pra-
zision durchgefuhrt werden kann, sind die Laser-
Mikrodissektionssysteme der obigen Druckschriften
rechnergestitzt ausgestaltet, d. h. das Ausschnei-
den und/oder Katapultieren eines selektierten Ob-
jekts erfolgt rechnergestutzt, so dass die Laserlicht-
quelle, welche den zum Schneiden und/oder Kata-
pultieren dienenden Laserstrahl erzeugt, automatisch
angesteuert und die zum Schneiden und/oder Ka-
tapultieren erforderliche Relativbewegung zwischen
dem Laserstrahl und dem die biologischen bzw. nicht-
biologischen Objekte aufweisenden Trager automa-
tisch herbeigeflhrt und gesteuert wird. Insbesonde-
re ist eine rechnergestitzte Selektion bzw. Markie-
rung der auf dem Trager befindlichen gewtlinschten
Objekte mdglich, so dass diese nachfolgend automa-
tisch mit dem Laser-Mikrodissektionssystem bearbei-
tet werden kdénnen. Das Laser-Mikrodissektionssys-
tem umfasst hierzu einen Bildschirm bzw. Monitor,
auf dem ein von einer digitalen Kamera aufgenom-
menes Videobild des auf dem Tréger befindlichen
Materials dargestellt wird. Der Benutzer kann auf
dem Bildschirm bzw. dem Videobild beispielsweise
mit Hilfe entsprechender Grafiktools eine gewilinsch-
te Schnittkurve zeichnen, welche anschlief3end rech-
nergestutzt automatisch mit dem Laserstrahl nach-
gefahren wird, um das somit selektierte Objekt aus-
zuschneiden. Auf dhnliche Art und Weise kann auf
dem Bildschirm bzw. auf dem Videobild auch ein ge-
wiinschtes Objekt zum Herauskatapultieren markiert
werden, wobei anschlieRend der separate Laserim-
puls bzw. Laserschuss an der gewiinschten Stelle ge-
setzt wird.
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[0007] Obwohl bei den zuvor erlduterten bekannten
Laser-Mikrodissektionssystemen bereits grundsétz-
lich eine rechnergestitzte und automatisierte Verar-
beitung des auf dem Trager befindlichen Materials
gegeben ist, ist dennoch die Verarbeitung einer Viel-
zahl biologischer Objekte, welche insbesondere un-
terschiedlicher Art sein kénnen, relativ aufwandig, da
die Objekte entweder nur einzeln oder in ihrer Ge-
samtheit bearbeitet werden kénnen.

[0008] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die
Aufgabe zugrunde, ein Laser-Mikrodissektionssys-
tem der zuvor beschriebenen Art bereitzustellen, bei
dem die Benutzerfreundlichkeit und Funktionsvielfalt
verbessert ist.

[0009] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch
ein Laser-Mikrodissektionssystem mit dem Merkma-
len des Anspruches 1 geldst. Die Unteranspriiche de-
finieren jeweils bevorzugte und vorteilhafte Ausfih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung.

[0010] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend
anhand des Schneidens und/oder Katapultierens bio-
logischer Objekte beschrieben. Die Erfindung ist je-
doch ebenso fir nicht-biologische Objekte (unbeleb-
te Materie) anwendbar, wobei es sich z. B. um mi-
kroskopisch kleine Objekte aus Glas, Silica, Kunst-
stoff etc. oder kinstlich hergestellte Vesikel usw. in
einer biologischen Masse handeln kann. Ebenso ist
die vorliegende Erfindung auf nicht-biologische Mas-
sen oder Materialien, z. B. Polymermassen oder der-
gleichen, anwendbar, aus denen mikroskopisch klei-
ne Objekte mit Hilfe des Laser-Mikrodissektionssys-
tems herausgeldst werden sollen.

[0011] Das erfindungsgeméafe Laser-Mikrodissekti-
onssystem umfasst eine Laserlichtquelle zur Erzeu-
gung eines Laserstrahls, der auf das auf einem ent-
sprechenden Trager befindliche zu bearbeitende Ma-
terial zu richten ist. Des Weiteren ist eine Bildaufnah-
mevorrichtung, beispielsweise mit einer CCD-Kame-
ra, vorgesehen, welche ein Video- bzw. Abbild des
auf dem Tréger befindlichen Materials erzeugt und
auf einer Anzeigenvorrichtung, beispielsweise einem
Bildschirm, des Laser-Mikrodissektionssystems dar-
stellt. Dieses Abbild wird mit einer Benutzerschnitt-
stelle des Laser-Mikrodissektionssystems Uberlagert,
um jeweils die gewlinschten, mit dem Laserstrahl zu
bearbeitenden Objekte auswahlen und entsprechend
den Objektgruppen zuordnen zu kénnen. Das La-
ser-Mikrodissektionsystem umfasst Steuermittel zum
Auswerten der somit durchgefiihrten Benutzeraus-
wahl und zum Erstellen einer Liste, in welcher die
ausgewahlten Objekte mit einer Angabe oder Be-
zeichnung der jeweils zugeordneten Objektgruppe
derart enthalten sind, dass unter Orientierung an
der Objektgruppenangabe eine weitergehende Aus-
wahl der Objekte und/oder eine objektgruppenspe-
zifische Auswahl fir eine nachfolgende Bearbeitung

mit dem Laserstrahl mdglich ist. Die Steuermittel
sind derart ausgestaltet, dass sie eine Bearbeitung
der der ausgewahlten Objektgruppe zugeordneten
Objekte gruppenspezifisch mit dem Laserstrahl der-
art veranlassen, dass samtliche Objekte einer ers-
ten Objektgruppe in einem ersten Auffangbehélter
und samtliche Objekte einer zweiten Objektgruppe
in einem zweiten Auffangbehélter gesammelt werden
und/oder dass die Bearbeitung gemafR einer grup-
penspezifischen Laserfunktion, die aus einer Grup-
pe vorgegebener Laserfunktionen auswahlbar ist, er-
folgt. Diese Steuermittel sind insbesondere in einem
PC-Rechner oder Computer des Laser-Mikrodissek-
tionssystems implementiert.

[0012] Zur Auswahl und zur Zuordnung der ge-
wilnschten, mit dem Laserstrahl zu bearbeitenden
Objekte werden unterschiedliche Markierungsarten
dem Benutzer zur Verfligung gestellt, so dass der Be-
nutzer auf der Anzeigenvorrichtung rechnergestutzt
beispielsweise durch entsprechende Wahl der Mar-
kierung das jeweils gewilnschte Objekt einerseits
festlegt und andererseits gleichzeitig der entspre-
chenden Objektgruppe zuordnet, wobei jeder Objekt-
gruppe eine andere Markierung zugewiesen ist. So
kdnnen beispielsweise dem Benutzer unterschiedli-
che Farben fiir die Markierung der gewtinschten Ob-
jekte angeboten werden, wobei der Benutzer mit Hil-
fe entsprechender graphischer Hilfsmittel z. B. eine
Schnittlinie flr ein auszuschneidendes biologisches
Objekt auf der Anzeigenvorrichtung in der gewtinsch-
ten Farbe zeichnen kann. Auf diese Weise ist es mog-
lich, auf der Anzeigenvorrichtung beispielsweise ge-
sunde Zellen in einer ersten Farbe und Tumorzellen
in einer zweiten Farbe zu markieren, wobei in der
von den Steuermitteln erstellten Liste die einzelnen
Objekte nach Farben sortiert und zusammengefasst
werden. Durch Auswahlen einer Objektgruppe (wel-
che von den Steuermitteln auf der Anzeigenvorrich-
tung vorzugsweise mit der entsprechenden Farbe an-
gezeigt wird) ist es dann moglich, alle dieser Objekt-
gruppe zugehdrigen Objekte automatisch, d. h. rech-
nergestutzt, zu bearbeiten, wobei die entsprechen-
den Objekte nacheinander angefahren und mit Hilfe
des Laserstrahls beispielsweise ausgeschnitten und/
oder herauskatapultiert werden. Selbstverstandlich
ist anstelle der Markierung mittels unterschiedlicher
Farben auch jede andere Art von unterscheidungs-
kraftiger Markierung mdéglich. So kann beispielswei-
se eine auf dem Videobild um ein gewtnschtes Ob-
jekt herum gezeichnete Schnittlinie mit einem eindeu-
tigen ldentifier, welcher die jeweils gewlinschte Ob-
jektgruppe identifiziert, Uberlagert werden etc.

[0013] Durch die zuvor beschriebene Vorgehens-
weise ist es mdglich, die zuvor ausgewahlten und
markierten Objekte mit dem Laserstrahl gruppenspe-
zifisch zu bearbeiten. D. h. es kdnnen beispielsweise
zunachst alle einer ersten Objektgruppe zugeordne-
ten Objekte mit dem Laserstrahl bearbeitet werden,
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wahrend anschlieRend dann alle einer zweiten Ob-
jektgruppe zugeordneten Objekte bearbeitet werden.
Dies ermoglicht, dass samtliche Objekte der ersten
Objektgruppe in einem ersten Auffangbehalter und
samtliche Objekte der zweiten Objektgruppe in ei-
nem zweiten Auffangbehalter nach Durchfihrung des
Schneide- und/oder Katapultiervorgangs gesammelt
werden kénnen. Bei den Objekten der ersten Gruppe
kann es sich — wie bereits erwahnt worden ist — bei-
spielweise um Tumorzellen handeln, wéhrend es sich
bei den Objekten der zweiten Gruppe beispielsweise
um gesunde Zellen handeln kann. Die Separierung
der gewlinschten Objekte wird auf diese Weise fir
den Benutzer deutlich vereinfacht und beschleunigt.

[0014] Vorteilhafterweise kann fir jede Objektgrup-
pe eine unterschiedliche Laser-Bearbeitungsart aus-
gewahlt und eingestellt werden. Hierzu werden von
dem Laser-Mikrodissektionssystem mehrere unter-
schiedliche Laserfunktionen zur Verfugung gestellt,
wobei insbesondere auch fiir jede Objektgruppe se-
parat die Anzahl der Wiederholungen der voreinge-
stellten Laser-Bearbeitung ausgewahlt werden kann.

[0015] Die von den Steuermitteln des Laser-Mikro-
dissektionssytems erzeugte Liste, in welcher die von
dem Benutzer zuvor ausgewahlten Objekte gruppen-
weise zusammengefasst sind, umfasst vorzugswei-
se fir jede Gruppe eine Angabe der Anzahl der dar-
in enthaltenen Objekte sowie der Gesamtflache der
darin enthaltenen Objekte. Hierzu ist das Laser-Mi-
krodissektionssystem mit einer automatischen FI&-
chenberechnungsfunktion ausgestattet, welche er-
mdglicht, dass nach dem Zeichnen einer Schnittli-
nie um ein gewunschtes Objekt automatisch die von
dieser Schnittlinie eingeschlossene Flache des somit
ausgewahlten Objekts berechnet wird. Auf diese Wei-
se werden dem Benutzer wichtige zusétzliche Infor-
mationen uber die bearbeiteten Objekte — aufgeteilt
nach den jeweiligen Objektgruppen — zur Verfigung
gestellt.

[0016] Neben dem zuvor erlauterten Listenabschnitt
wird von den Steuermitteln vorzugsweise auch ein
Listenabschnitt erzeugt und auf der Anzeigenvorrich-
tung dargestellt, welcher Informationen Uber jedes
einzelne zu bearbeitende Objekt, Uber den jeweiligen
Objekttyp, Uber die jeweilige Objektflache und/oder
Uber die jeweils zugewiesene Objektgruppe enthal-
ten kann. Hinsichtlich des Objekttyps kann beispiels-
weise unterschieden werden, ob es sich um ein durch
eine Schnittlinie definiertes Objekt oder lediglich um
ein durch einen Katapultierpunkt definiertes Objekt
handelt etc. Innerhalb dieses Listenabschnitts kann
jedes einzelne Objekt bzw. eine beliebige Auswahl
der dargestellten Objekte markiert werden, um die
entsprechend markierten Objekte anschlielend ge-
meinsam mit der gewunschten Laserfunktion bear-
beiten zu kénnen.

[0017] Die von den Steuermitteln erzeugte Liste
kann wahlweise auch nur den erstgenannten Listen-
abschnitt, in dem die ausgewéhlten Objekte objekt-
gruppenweise zusammengefasst sind, oder nur den
zweitgenannten Listenabschnitt, in dem die einzel-
nen ausgewahlten Objekte enthalten sind, aufwei-
sen. Wichtig ist jedoch, dass in jedem Fall eine Ob-
jektgruppenangabe vorgesehen ist, um eine weitere
Selektion anhand der Objektgruppenangabe zu er-
mdglichen.

[0018] Die von den Steuermitteln erstellte Liste bzw.
die darin enthaltenen Objektinformationen kdnnen
in einem geeigneten Speichermedium bzw. in dem
Arbeitsspeicher des Laser-Mikrodissektionssystems
gespeichert werden. Dabei ist es vorteilhaft, fir
die ausgewahlten Objekte eine Referenzposition auf
dem entsprechenden Trager festzulegen, auf welche
sich die jeweiligen Objektpositionen der ausgewahl-
ten Objekte beziehen, so dass bei einer spateren Be-
arbeitung des entsprechenden Tragers und beim La-
den der gespeicherten Objektinformationen ausge-
hend von der zuvor festgelegten Referenzposition ein
einfaches Anfahren und Auffinden der hierzu relativ
abgespeicherten Objektpositionen mdéglich ist.

[0019] Als Laserquelle des Laser-Mikrodissektions-
systems wird vorzugsweise ein gepulster UV-Laser
eingesetzt. Als Trager kann ein Glas-Objekttrager
verwendet werden, welcher vorzugsweise mit einer
Tragerfolie, bestehend aus einer UV-absorbierenden
Polymerfolie mit einer Dicke zwischen beispielswei-
se 5 um und 15 pm, beschichtet sein kann, wo-
bei das Absorptionsverhalten der Tragerfolie an die
Wellenldnge des UV-Lasers angepasst ist und so-
mit vorzugsweise in der Umgebung der Laserwellen-
Iange ein Absorptionsmaximum besitzt. Ebenso kon-
nen als Trager auf Rahmen gespannte Tragerfolien
bzw. Tragermembrane oder auch Teflonmembrane
in Form von so genannten Petrischalchen etc. ver-
wendet werden. Als Auffangvorrichtung zum Auffan-
gen bzw. Aufnehmen von aus dem zu bearbeiten-
den Material herausgelésten Objekten kann ein Auf-
fangsubstrat verwendet werden, welches in Form ei-
ner Folie oder Platte oder auch in Form eines topffor-
migen Behalters ausgebildet sein kann. Insbesonde-
re werden als Auffangvorrichtung Mikrozentrifugen-
behéalter empfohlen, wie sie in der Molekularbiologie
verwendet werden, oder die Abdeckkappen (,Caps”)
davon, wobei insbesondere mehrere derartige Auf-
fangbehalter nebeneinander angeordnet sein kon-
nen, um nacheinander unterschiedliche Objekte in
unterschiedliche Auffangbehalter beférdern zu kén-
nen. Ebenso ist als Auffangvorrichtung beispielswei-
se der Einsatz einer Mikrotiterplatte mit einer Vielzahl
von Vertiefungen (,Wells”) méglich, so dass nachein-
ander mehrere Objekte von unterschiedlichen Ver-
tiefungen aufgefangen werden kénnen. Die Auffang-
vorrichtung kann mit einer adhasiven Schicht verse-
hen sein, so dass herausgeldste Objekte durch die
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Klebeschicht fixiert werden kénnen. Vorzugsweise ist
fur den Trager und/oder die Auffangvorrichtung ei-
ne rechnergestitzt ansteuerbare Verstellvorrichtung
vorgesehen, um eine automatische Positionierung
dieser Einheiten zu ermoglichen.

[0020] Die Funktion der zuvor erlauterten erfin-
dungsgemalien Steuermittel kann insbesondere soft-
waremalig in Form eines entsprechenden Steu-
erprogramms fir das Laser-Mikrodissektionssystem
implementiert sein. Die vorliegende Erfindung betrifft
somit nicht nur das Laser-Mikrodissektionssystem als
solches, sondern auch die Ausgestaltung des ent-
sprechenden Steuerprogramms bzw. das computer-
lesbare Speichermedium, welches dieses Steuerpro-
gramm speichert.

[0021] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend
naher unter Bezugnahme auf die beigefugte Zeich-
nung anhand bevorzugter Ausflihrungsbeispiele er-
[autert.

[0022] Fig. 1 zeigt den Aufbau eines Laser-Mikrodis-
sektionssystems gemal einem bevorzugten Ausfiih-
rungsbeispiel,

[0023] Fig. 2 zeigt die Darstellung eines beispielhaf-
ten Bildschirmbilds des in Fig. 1 gezeigten Laser-Mi-
krodissektionssystems zur Auswahl und Markierung
gewtnschter biologischer Objekte, und

[0024] Fig. 3 zeigt beispielhaft eine Bildschirmdar-
stellung des in Fig. 1 gezeigten Laser-Mikrodissekti-
onssystems mit einer Liste, in der von einem Benut-
zer zuvor ausgewahlte und markierte biologische Ob-
jekte enthalten sind.

[0025] Das in Fig. 1 gezeigte Laser-Mikrodissekti-
onssystem umfasst eine Laservorrichtung 4, in der ei-
ne Laserlichtquelle zur Erzeugung eines Laserstrahls
untergebracht ist. Des Weiteren ist in der Laservor-
richtung 4 eine Optik mit Linse 6 untergebracht, die
erforderlich ist, um den Laserstrahl in ein Mikroskop 1
einzukoppeln und den Laserfokus in der Objektebene
auf den optischen Fokus des Mikroskops 1 abzustim-
men. Im vorliegenden Fall handelt es sich beispiels-
weise um einen gepulsten UV-Stickstofflaser mit ei-
ner Wellenlange von 337 nm, eine Impulsenergie von
270 pJ, einer Impulsdauer von 3 ms und einer Impuls-
frequenz von 1-30 Impulsen/Sekunde.

[0026] Zur prazisen Verstellung der Laserenergie ist
ein Quarzfilter 5 senkrecht zum Laserstrahlpfad an-
geordnet, der Uber ein (nicht gezeigtes) Steuerpa-
neel zur entsprechenden Einstellung der Laserener-
gie manuell oder auch automatisch verstellt werden
kann. Neben der Einstellung der Laserenergie kann
auch der Laserfokus unabhangig von dem Mikro-
skopfokus eingestellt werden, d. h. der Brennpunkt
des Lasers kann in z-Richtung relativ zu der Objekt-

ebene des Mikroskops 1 verschoben werden, wo-
bei zu diesem Zweck die in Fig. 1 gezeigten Linsen
6 Uber einen Schrittmotor bewegt werden kdnnen.
Auch diese Verstellung kann sowohl manuell als auch
automatisch erfolgen.

[0027] Der Laserstrahl wird iber mehrere beschich-
tete Strahlteiler in das Mikroskop 1 eingekoppelt und
zu einem Objektiv 12 hin abgelenkt. Der Durchmes-
ser des auf der Objektebene auftreffenden Laser-
strahls ist maf3geblich von der numerischen Apertur
des Objektivs 12 abhangig. Ein Objektiv mit einer re-
lativ hohen numerischen Apertur erméglicht Laser-
strahldurchmesser kleiner als 1 um. Zudem sollte dar-
auf geachtet werden, dass das jeweils verwendete
Objektiv 12 eine hohe Durchlassigkeit fur die jewei-
lige Laserwellenldnge aufweist, um Energieverluste
Zu minimieren.

[0028] Der Uber das Objektiv 12 emittierte Laser-
strahl trifft schlieBlich auf einen motorisierten und
computergesteuerten Mikroskop- oder Tragertisch 3,
auf dem ein Trager mit einem zu bearbeitenden bio-
logischen Material angeordnet ist. Oberhalb des Tra-
gertisches 3 befindet sich ein manuell betatigbarer
oder vorzugsweise ebenfalls motorisierter und com-
putergesteuerter Manipulator 2. Die Komponenten 2
und 3 ermdglichen eine exakte Objektpositionierung
mit hoher Préazision sowie die automatische Durch-
fihrung von p-Manipulationsprozeduren.

[0029] Der motorisierte Tragertisch 3 ist entlang
zweier linearer Achsen (x/y-Richtung) verfahrbar. An
dem motorisierten Manipulator 2 kann beispielsweise
eine Nadel oder Mikropipette zur Mikroinjektion ange-
bracht sein. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
wird jedoch davon ausgegangen, dass an dem Mani-
pulator 2 eine Auffangvorrichtung angebracht ist, um
von dem Trager wegkatapultierte biologische Objek-
te aufzufangen. Der motorisierte Manipulator 2 kann
sowohl in x/y-Richtung als auch in z-Richtung verfah-
ren werden.

[0030] Bei dem Mikroskop 1 kann es sich um ein be-
liebig ausgestaltetes Mikroskop handeln. Insbeson-
dere ist sowohl die Verwendung eines inversen als
auch eines aufrechten Mikroskops oder eines Laser-
mikroskops denkbar. Bei dem in Fig. 1 dargestellten
Laser-Mikrodissektionssystem handelt es sich um ei-
nen inversen Aufbau, bei dem der Laserstrahl von un-
ten auf den Trager trifft, um darauf befindliche biolo-
gische Objekte nach oben zu der Auffangvorrichtung
zu katapultieren. Bei einem aufrechten Aufbau trifft
hingegen der Laserstrahl von oben auf den Trager,
so dass aus dem biologischen Material herausgel6s-
te Objekte nach unten auf die unterhalb des Tragers
befindliche Auffangvorrichtung fallen.

[0031] Das Mikroskop 1 ist mit einer Videokame-
ra, insbesondere einer CCD-Videokamera (,Charge
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Coupled Device”) ausgestattet, die den Bereich des
Tragers 3 oberhalb des Objektivs 12 aufnimmt. Das
Videosignal dieser Videokamera wird einem handels-
Ublichen Computer (,Personal Computer”) 7 zuge-
fuhrt und dort verarbeitet, so dass das entsprechen-
de Videobild in Echtzeit auf dem Bildschirm oder dem
Monitor 8 des Computers 7 dargestellt werden kann.
Ebenso ist ein Speichern einzelner Videobilder auf
einem geeigneten Speichermedium des Computers
7 mdglich. Des Weiteren kann mit dem Computer 7
auch ein analoger oder digitaler Videorecorder zum
Aufzeichnen der von der Videokamera gelieferten Vi-
deobilder gekoppelt sein.

[0032] Wie nachfolgend naher beschrieben wird,
sind auf dem Computer 7 bzw. durch die darauf
ablaufende Software verschiedene Funktionen im-
plementiert, die sowohl eine rechnergestitzte, d. h.
automatische, Ansteuerung der Laservorrichtung 4
als auch des Mikroskops 1 ermdglichen, so dass
beispielsweise der Laser automatisch aktiviert und
der Manipulator 2 bzw. der Tragertisch 3 automa-
tisch verfahren werden kénnen. Ebenso ermdglichen
diese rechnergestitzten Funktionen eine besonders
benutzerfreundliche Auswahl und Bearbeitung ge-
wiinschter biologischer Objekte des auf dem Tra-
ger befindlichen biologischen Materials. Zur Einstel-
lung bzw. Auswahl dieser Funktionen sind herkémm-
liche Eingabemittel, wie beispielsweise eine Tasta-
tur 9 oder eine Computermaus 10, vorgesehen. Des
Weiteren ist der Laservorrichtung 4 ein FuRRschalter
11 zugeordnet, durch dessen Betéatigung der Laser
manuell aktiviert werden kann.

[0033] Nachfolgend sollen die bei dem in Fig. 1
gezeigten Laser-Mikrodissektionssystem vorgesehe-
nen Funktionen naher erldutert werden.

[0034] Nach dem Einschalten des Computers 7 wird
auf dem Bildschirm 8 das von der Videokamera
augenblicklich aufgenommene Mikroskopbild darge-
stellt, wie es beispielsweise in Fig. 2 gezeigt ist.
Der Laser-Zielpunkt 13 ist in Fig. 2 mit einem Kreuz
dargestellt. Neben diesem Mikroskopbild werden auf
dem Bildschirm softwaremaRig realisierte Einstell-
mdglichkeiten zur Einstellung der Laserenergie, des
Laserfokus, der Laserfunktion, der Vergrofierung der
verwendeten Objektivlinse 12, zum Abspeichern des
dargestellten Mikroskopbilds etc. oder Méglichkeiten
zum Aufrufen weiterer MenUlfenster dargestellt, auf
die an dieser Stelle nicht naher eingegangen wer-
den soll. Das Steuerprogramm wird im Wesentlichen
Uber die in Fig. 1 gezeigte Computermaus 10 gesteu-
ert, wobei jedoch die wesentlichen Funktionen auch
durch entsprechende Tastenkombinationen der Tas-
tatur 9 aufgerufen werden kénnen.

[0035] Im Wesentlichen kann zwischen zwei unter-
schiedlichen Betriebsmodi unterschieden werden.

[0036] Im sogenannten Cursor-Modus kénnen mit
Hilfe der Maus 10 Menls gedffnet, entsprechende
Menufunktionen ausgewahlt und sogenannte Buttons
angeklickt werden. Im Verfahr-Modus werden hinge-
gen Bewegungen der Maus 10 direkt in entsprechen-
de Verstellsignale und somit entsprechende mecha-
nische Bewegungen des Tragertisches 3 oder des
Manipulators 2 umgesetzt. Unterhalb des Mikroskop-
bildes kann ein Statusfenster angezeigt werden, wel-
ches u. a. anzeigt, ob sich die Steuerung augenblick-
lich im Cursor-Modus oder im Verfahr-Modus befin-
det. Dieses Statusfenster kann zudem die X- und Y-
Koordinaten anzeigen, welche die absolute Position
(in pm) des Mikroskop- bzw. Tragertisches 3 bezogen
auf eine Null-Position definieren.

[0037] Neben den zuvor erlauterten Funktionen wer-
den zusétzlich zu dem Mikroskopbild so genannte
Grafiktools auf dem Bildschirm 8 dargestellt, mit de-
ren Hilfe auf dem Bildschirm 8 bzw. auf dem darge-
stellten Mikroskopbild Freihandlinien oder vorgege-
bene Figuren, wie beispielsweise Rechtecke, Krei-
se, gerade Linien oder Ellipsen, gezeichnet werden
kénnen, so dass das Mikroskopbild mit diesen gra-
fischen Elementen Uberlagert auf dem Bildschirm 8
dargestellt wird. Zudem kann auf dem Bildschirm 8
eine Farbpalette dargestellt werden, so dass fir je-
des gezeichnete Element die gewlnschte Farbe, wel-
che auf dem Bildschirm 8 erscheint, ausgewahlt wer-
den kann. Dabei wird die jeweils ausgewahlte Far-
be als Standardvorgabe (,Default”) fir alle Elemen-
te des augenblicklich ausgewahlten Elementtyps ge-
speichert. Auf diese Weise ist es mdglich, unter-
schiedliche biologische Objekte des auf dem Trager
3 befindlichen biologischen Materials 14, welches in
Form des Video- bzw. Mikroskopbilds auf dem Bild-
schirm 8 dargestellt wird, durch unterschiedliche Far-
ben auszuwahlen und zu markieren.

[0038] Bei dem in Fig. 2 dargestellten Beispiel wird
davon ausgegangen, dass der Benutzer mit Hilfe
der zuvor erlauterten Grafiktools um zwei biologische
Objekte eine Freihand-Schnittlinie 16 in einer ers-
ten Farbe, welche in Fig. 2 durch ein Quadrat an-
gedeutet ist, gelegt hat. In einer zweiten Farbe, wel-
che in Fig. 2 durch einen Kreis angedeutet ist, wur-
den zwei weitere Objekte mit Hilfe entsprechender
Freihand-Schnittlinien markiert. Drei weitere Objekte
wurden auf analoge Art und Weise durch eine Frei-
hand-Schnittlinie in einer dritten Farbe, welche durch
ein Dreieck angedeutet ist, selektiert bzw. markiert.
In einer vierten Farbe, welche durch einen Stern an-
gedeutet ist, wurde schliel3lich eine weitere Freihand-
Schnittlinie um ein weiteres biologisches Objekt ge-
legt, wobei jedoch im Gegensatz zu den zuvor erlau-
terten Freihand-Schnittlinien diese Freihand-Schnitt-
linie nicht ganz geschlossen ist. Die in Fig. 2 gezeig-
ten Schnittlinien dienen nicht nur zur Markierung und
Selektion der entsprechenden biologischen Objekte,
sondern fir die nachfolgende Laserbearbeitung des
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auf dem Trégertisch 3 befindlichen biologischen Ma-
terials 14 auch als Vorgabe fiir die automatische Re-
lativbewegung zwischen dem Tragertisch 3 und dem
Laserstrahl der Laservorrichtung 4, um den Laser-
strahl entlang der jeweils vorgegebenen Schnittlinie
zu fuhren und somit das jeweils selektierte biologi-
sche Objekt von der umgebenden biologischen Mas-
se frei zu praparieren.

[0039] Im Rahmen des vorliegenden Ausfiihrungs-
beispiels wird davon ausgegangen, dass die unter-
schiedlichen biologischen Objekte 15 fir die nachfol-
gende Laserbearbeitung in unterschiedlichen Farben
markiert werden, wobei alle in ein- und derselben Far-
be markierten Objekte eine entsprechende Objekt-
gruppe bilden. Selbstverstandlich ist jedoch auch ab-
gesehen von der Verwendung unterschiedlicher Far-
ben eine anderweitige Art der Markierung der einzel-
nen biologischen Objekte auf dem Bildschirm 8 mog-
lich. So kann beispielsweise — wie in Fig. 2 gezeigt ist
— fur jede Schnittlinie eine andere Art der grafischen
Darstellung (in Fig. 2 mit einem Rechteck, Kreis, Drei-
eck oder Stern) gewahlt werden. Von Bedeutung ist
dies beziglich lediglich, dass die Markierung jeweils
derart gewahlt wird, dass eine mdglichst deutliche
Unterscheidung der einzelnen Gruppen, in denen je-
weils die biologischen Objekte mit derselben Markie-
rung zusammengefasst sind, mdglich ist.

[0040] Bei dem in Fig. 2 gezeigten Beispiel sind die
zuvor erlauterten Grafiktools derart eingestellt, dass
jedes mit einer Freihand-Schnittlinie 16 markiertes
bzw. selektiertes biologisches Objekt mit einer durch-
laufenden Nummer versehen ist, welche auch auf
dem Bildschirm 8 dargestellt wird. Die biologischen
Objekte mit der Nummer ,1” und ,2”, die biologischen
Objekte mit der Nummer ,3” und ,4”, die biologischen
Objekte mit der Nummer ,5"-,7” und das biologische
Objekt mit der Nummer ,8” bilden somit jeweils eine
Objektgruppe. Die Anzeige dieser Nummern auf dem
Bildschirm 8 kann wahlweise auch deaktiviert wer-
den. Daruber hinaus umfasst die Software des La-
ser-Mikrodissektionssystems eine Funktion, mit wel-
cher die Entfernung zwischen zwei auf dem Mikro-
skopbild ausgewahlten Punkten gemessen werden
kann. So kann beispielsweise auf dem Mikroskop-
bild ein Startpunkt ausgewahlt werden, wobei auto-
matisch die Messung der Entfernung zu diesem Start-
punkt wahrend der Bewegung der Maus 10 erfolgt,
wenn eine entsprechende Maustaste der Maus 10
gedriickt gehalten wird. Ebenso kann die Software ei-
ne Funktion zur automatischen Berechnung des Fla-
cheninhalts eines auf zuvor erlduterte Art und Wei-
se selektierten bzw. markierten biologischen Objekts,
welches von einer zuvor gezeichneten Schnittlinie 16
begrenzt ist, aufweisen. Der Flacheninhalt des jewei-
ligen biologischen Objekts wird dann beispielsweise
in um? auf dem Bildschirm 8 des Laser-Mikrodissek-
tionssystems dargestellt. Als weitere Funktion kon-
nen die Grafiktools des Laser-Mikrodissektionssys-

tems auch eine ,Radiergummi”-Funktion aufweisen,
um zuvor auf dem Bildschirm 8 gezeichnete Grafik-
elemente wieder zu I6schen. Ebenso kann uber ei-
ne entsprechende Funktion an jeder beliebigen Stel-
le des auf dem Bildschirm 8 dargestellten Videobilds
ein gewlnschter Textkommentar eingefiigt werden.

[0041] Die zuvor beschriebene Markierung bzw. Se-
lektierung der gewlinschten biologischen Objekte 15
dient dazu, die fir die nachfolgende Laserbehand-
lung gewinschten biologischen Objekte auszuwah-
len, d. h. es werden diejenigen biologischen Objekte
festgelegt, welche spater automatisch freiprapariert
und/oder zu der Auffangvorrichtung katapultiert wer-
den sollen. Fir die auf diese Weise ausgewahlten
biologischen Objekte wird jeweils ein Eintrag in einer
Liste generiert, welche ebenfalls auf dem Bildschirm
8 dargestellt wird. Der Aufbau dieser Liste soll nach-
folgend naher unter Bezugnahme auf Fig. 3 erlautert
werden.

[0042] In einem oberen Listenabschnitt von Fig. 3
ist fir jedes zuvor ausgewahltes Objekt ein Eintrag
bzw. ein Element vorhanden. In einer Spalte A sind
die einzelnen ausgewahlten bzw. markierten Objekt
in der Reihenfolge ihrer Markierung analog zu Fig. 2
durchnummeriert. In einer Spalte B ist fiir jedes Ele-
ment angegeben, um was fir einen Typ es sich han-
delt, wobei insbesondere zwischen einem Typ ,Line”
fir eine Schnittlinie und einem Typ ,Dot” flir einen
einzelnen Katapultierpunkt, welche ebenfalls mit den
vorgegebenen Grafiktools auf dem Videobild festge-
legt werden kann, unterschieden wird. Bei dem in
Fig. 3 dargestellten Beispiel handelt es sich bei allen
Elementen um vorgezeichnete Linien. Des Weiteren
ist in einer Spalte C fir jedes selektierte biologische
Objekt die von der entsprechenden Schnittlinie ein-
geschlossene Flache (vorzugsweise in pm?) angege-
ben. In einer Spalte D kann zusatzlich wahlweise fir
jeden Eintrag ein entsprechender Kommentar einge-
fugt werden.

[0043] Wie aus Fig. 3 ersichtlich ist, ist in einer wei-
teren Spalte 18 fir jedes Element bzw. fiir jedes Ob-
jekt die bei der Selektion des jeweiligen Objekts ge-
wahlte Markierung oder Farbe angegeben.

[0044] Die Liste wird kontinuierlich auf den neuesten
Stand gebracht. D. h. wahrend der Markierung weite-
rer gewiinschter biologischer Objekte durch den Be-
nutzer auf dem Bildschirm 8 wird fiir jedes zusatzlich
markierte biologische Objekt automatisch ein neuer
Eintrag in der Liste generiert.

[0045] In einem unteren Listenabschnitt 29 ist eine
zusammenfassende Aufstellung dargestellt, in wel-
cher die Objekte nach Objektgruppen bzw. Markie-
rungen/Farben sortiert und zusammengefasst sind.
Dabei ist fir jede Markierung/Farbe in einer Spal-
te F die Anzahl der jeweils enthaltenen Objekte und
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in einer Spalte G die Gesamtflache der dieser Ob-
jektgruppe zugeordneten Objekte angegeben. Eine
abschlieBende Zeile dieses Listenabschnitts 29 gibt
Aufschluss Uber die Gesamtanzahl der Objekte samt-
licher Objektgruppen, d. h. die Gesamtanzahl samtli-
cher markierter Objekte, und deren Gesamtflache.

[0046] Bei dem in Fig. 3 dargestellten Beispiel ist
ein Auswahlfeld 19 aktiviert, wobei bei dessen Akti-
vierung lediglich Listeneintrage des Typs ,Live” dar-
gestellt werden. Eintrage des Typs ,Dot” oder auch
Texteintrage etc. werden jedoch bei Aktivierung des
Auswabhlfelds 19 nicht dargestellit.

[0047] Durch Anklicken eines Buttons 20 kann die
dargestellte Liste gespeichert und geschlossen wer-
den. Durch Anklicken eines Buttons 21 kann hinge-
gen die Liste ohne Abspeichern geschlossen und so-
mit verworfen werden. Durch Anklicken eines Buttons
22 kénnen samtliche Elemente der Liste sowie de-
ren Eigenschaften (z. B. Markierung/Farbe, Nummer
oder Typ etc.) sowie die zusammenfassenden Werte
in eine Datei exportiert werden.

[0048] Ein Button 23 ermdglicht das Abspeichern
samtlicher Elemente der dargestellten Liste in einer
Datei, wobei insbesondere flr jedes Element bzw. fir
jedes biologische Objekt auch die Position in Bezug
auf eine zuvor gewahlte Referenzposition des jeweili-
gen biologischen Materials gespeichert wird. Vor dem
Abspeichern muss somit rechnergestiitzt diese Re-
ferenzposition des Tragers bzw. des darauf befind-
lichen biologischen Materials bestimmt werden. Die-
se Referenzposition ist notwendig, um bei einer er-
neuten Verwendung eines Objekttragers mit einem
bereits zuvor untersuchten biologischen Material si-
cherzustellen, dass die dort ausgewahlten und mar-
kierten biologischen Objekte korrekt angefahren bzw.
positioniert werden kénnen. Dabei kann fir jeden Ob-
jekttrager bzw. fir jede Probe eine unterschiedliche
Referenzposition bestimmt werden. Bei Einlegen des
Objekttragers werden dann die gewiinschten biologi-
schen Objekte in Bezug auf die zuvor bestimmte Re-
ferenzposition angefahren, d. h. die fir jedes Element
bzw. fir jedes ausgewahlte biologische Objekt abge-
speicherten Positionsdaten sind relative Positionsda-
ten, welche auf die zuvor bestimmte Referenzpositi-
on bezogen sind. Uber eine entsprechende Software-
funktion kann von dem Benutzer beim Festlegen der
Referenzposition auf dem dargestellten Mikroskop-
bild diese zugleich mit dem Laser in dem biologischen
Material markiert werden, so dass spater ein einfa-
ches Auffinden der Referenzposition moglich ist.

[0049] Die Aktivierung eines Buttons 24 ermdglicht
das Ldschen samtlicher Elemente der dargestellten
Liste, wahrend ein Button 28 lediglich das Léschen
eines oder mehrerer ausgewahlter Elemente der Lis-
te erlaubt. Durch Anklicken eines Buttons 25 kénnen

die dann verbliebenen Elemente der Liste neu num-
meriert werden.

[0050] Mit Hilfe eines Buttons 26 kann jedes ein-
zelne biologische Objekt derart angefahren werden,
dass es zentriert auf dem Bildschirm 8 erscheint.
Zur zentrierten Darstellung des Objekts Nummer ,5”
muss lediglich die entsprechende Zeile im oberen Lis-
tenabschnitt von Fig. 3 mit der Maus 10 markiert und
anschliel3end der Button 26 aktiviert werden.

[0051] Jedes einzelne Element bzw. jedes einzelne
biologische Objekt kann separat mit dem Laserstrahl
bearbeitet werden. Soll beispielsweise das biologi-
sche Objekt Nr. ,5” bearbeitet werden, muss ledig-
lich der entsprechende Eintrag im oberen Listenab-
schnitt mit der Maus markiert und anschliel3end ein
Laserstartbutton 30 aktiviert werden. AnschlieRend
wird rechnergestitzt der Laserstrahl durch eine ge-
eignete Relativbewegung zwischen dem Laserstrahl
und dem Tragertisch 3 auf der gewiinschten und ge-
mal Fig. 2 vorgezeichneten Schnittlinie des jeweili-
gen biologischen Objekts positioniert und entlang der
vorgezeichneten Schnittlinie bewegt, um das biologi-
sche Objekt frei zu praparieren. Auf analoge Art und
Weise kdnnen auch mehrere der ausgewahlten bio-
logischen Objekte markiert und anschliefsend durch
Aktivierung des Laserstartbuttons 30 nacheinander
abgearbeitet werden.

[0052] Von besonderem Vorteil istjedoch, dass auch
in dem unteren Listenabschnitt 29 eine entsprechen-
de Auswahl einzelner oder mehrerer Objektgruppen
vorgenommen werden kann, so dass nach anschlie-
Render Aktivierung des Laserstartbuttons 30 nur
die der ausgewahlten Objektgruppe bzw. den aus-
gewahlten Objektgruppen zugehdrigen biologischen
Objekte verarbeitet werden.

[0053] Sollen beispielweise Tumorzellen in einem
Auffangbehalter und gesunde Zellen in einem wei-
teren Auffangbehalter plaziert werden, empfiehlt es
sich, wahrend des Abfahrens des gemaR Fig. 2 auf
dem Bildschirm 3 dargestellten Mikroskopbilds die
gewlnschten Zellen derart zu markieren, dass die
Schnittlinien der Tumorzellen in einer ersten Far-
be und die Schnittlinien der gesunden Zellen in ei-
ner zweiten Farbe gezeichnet werden. So sei bei-
spielsweise angenommen, dass fir die Tumorzellen
zur Markierung die Farbe Blau verwendet wird, wah-
rend flr die gesunden Zellen zur Markierung die Far-
be Gelb verwendet wird. In dem unteren Listenab-
schnitt 29 wirde dann eine Zeile mit einer Zusam-
menfassung der ,blauen” Tumorzellen und eine Zei-
le mit der Zusammenfassung der ,gelben” gesun-
den Zellen erscheinen. Durch Markierung der ,blau-
en” Zeile (,Highlighting”), entsprechende Positionie-
rung des Auffangbehalters tGber dem Laserstrahl und
anschlieBende Aktivierung des Laserstarbuttons 30
werden anschliefend samtliche ,blauen” Tumorzel-
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len mit dem Laserstrahl bearbeitet und — abhangig
von der in einem Auswahlfeld 32 eingestellten La-
serfunktion — in den Auffangbehalter katapultiert. An-
schlieBend kann die ,gelbe” Zeile mit der Maus 10
markiert, ein neuer Auffangbehalter iber dem Laser-
strahl positioniert und erneut der Laserstarbutton 30
aktiviert werden, so dass in dem zweiten Auffangbe-
halter samtliche ,gelbe” gesunde Zellen aufgefangen
werden.

[0054] In dem oberen Listenabschnitt ist neben der
Spalte 18 eine weitere Spalte 17 vorgesehen, in der
fur jedes Element bzw. fiir jedes biologische Objekt
der Bearbeitungsstatus angezeigt wird. Sobald ein
biologisches Objekt nach Aktivierung des Laserstart-
buttons 30 mit dem Laserstrahl bearbeitet worden ist,
wird die diesem biologischen Objekt bzw. diesem Lis-
teneintrag entsprechende ,Checkbox” markiert.

[0055] Fir jede Aktivierung des Laserstartbuttons
30 kann die Anzahl der Wiederholungen der Laser-
behandlung durch Eingabe eines entsprechenden
Werts in ein weiteres Auswahlfenster 31 eingegeben
werden. Bei dem in Fig. 3 gezeigten Beispiel ist le-
diglich eine einfache Durchflihrung der gemaf dem
Auswahlfenster 32 eingestellten Laserfunktion vorge-
sehen.

[0056] Wie bereits zuvor kurz erlautert worden ist,
kann mit Hilfe des Auswahlfensters 32 fir jede La-
serbearbeitung eine bestimmte von mehreren vor-
gegebenen Laserfunktionen ausgewahlt werden. Mit
der gemal Fig. 3 voreingestellten Laserfunktion ,Ro-
boLPC” wird bei Aktivierung des Laserstartbuttons 30
automatisch die vorgezeichnete Schnittlinie des je-
weiligen biologischen Objekts bis auf einen vorge-
gebenen Reststeg abgefahren und anschlieRend ein
separater Laserschuss auf die Mitte dieses Reststegs
gesetzt, um das gewinschte biologische Objekt aus
der umgebenden biologischen Masse heraus in den
Auffangbehalter zu katapultieren. Wurde beim Vor-
zeichnen der Schnittlinie — wie bei dem in Fig. 2
gezeigten biologischen Objekt mit der Nr. ,8” — die
Schnittlinie weiter offengelassen als es der in dem
System voreingestellten Breite dieses Reststegs ent-
sprechen wirde, wird automatisch diese tUberdimen-
sionierte Licke durch eine gerade Linie auf die vor-
gegebene Breite des Reststegs reduziert.

[0057] Eine weitere Laserfunktion ,LPC” kann bei-
spielsweise zum Setzen separater Katapultier-Laser-
schiisse vorgesehen sein, d. h. ohne vorhergehen-
de Freipraparation wird an der gewiinschten Stelle
ein Laserschuss gesetzt, um das entsprechende bio-
logische Objekt herauszukatapultieren. Bei bestimm-
ten Praparationen, wie beispielsweise zytozentrifu-
gierten Zellen, kann dieser separat gesetzte Laser-
schuss bereits zum Herauskatapultieren ausreichen.
Eine weitere Laserfunktion ,Cut” kann lediglich zum
Schneiden entlang der vorgezeichneten Schnittlinie

vorgesehen sein, ohne dass ein anschlielRender Ka-
tapultier-Laserschuss gesetzt wird. Der Laserschuss
kann dann separat an einer gewilinschten Stelle auf
dem freipraparierten biologischen Objekt mit Hilfe
der zuvor erlduterten Laserfunktion gesetzt werden.
Auch bei dieser reinen Schneidefunktion wird vor-
zugsweise das jeweilige biologische Objekt nicht voll-
standig freiprapariert, sondern es wird ein schmaler
Reststeg vorgegebener Breite stehengelassen. Eine
weitere vorgesehene Laserfunktion ,CloseCut” kann
der zuvor erlauterten Schneidefunktion entsprechen,
wobei jedoch die vorgezeichnete Schnittlinie mit dem
Laserstrahl vollstdndig abgefahren wird, um das je-
weilige biologische Objekt vollstéandig frei zu prépa-
rieren. Wurde die Schnittlinie von dem Benutzer nicht
vollstandig geschlossen, werden der Start- und End-
punkt der Schnittlinie durch eine gerade Linie von
dem Laser-Mikrodissektionssystems verbunden, um
eine geschlossene Schnittlinie zu erhalten. Eine wei-
tere Uber das Auswabhlfenster 32 einstellbare Laser-
funktion ,AutoLPC” kann zum Abtragen einer zuvor
auf dem Mikroskopbild markierten Flache bzw. eines
zuvor markierten biologischen Objekts vorgesehen
sein. Bei Auswahl dieser Laserfunktion wird der Be-
reich innerhalb der vorgezeichneten Linie durch eine
Vielzahl von nacheinander gesetzten Laserschiissen
abgetragen und in den entsprechenden Auffangbe-
halter katapultiert. Die Anzahl der Laserschiisse pro
Flacheneinheit kann dabei Uiber ein entsprechendes
Menu des Laser-Mikrodissektionssystems eingestellt
werden. Eine weitere Laserfunktion ,CloseCut & Au-
toLPC” sieht schlie3lich eine Kombination der beiden
zuvor erlduterten Laserfunktionen vor, d. h. das ge-
wiinschte biologische Objekt wird zunachst mit Hilfe
einer vollstandig geschlossenen Schnittlinie von der
umgebenden biologischen Masse separiert und an-
schlieend durch eine Vielzahl von nacheinander ge-
setzten Laserschiissen abgetragen und in den Auf-
fangbehalter transportiert. Diese Vorgehensweise ist
insbesondere dann sinnvoll, wenn der Benutzer jede
Gefahr einer Kontaminierung des abzutragenden bio-
logischen Materials durch benachbartes biologisches
Material ausschlief3en will.

[0058] Fur jeden Laserbearbeitungsvorgang, d. h.
fur jede Aktivierung des Laserstartbuttons 30, kann
somit die Laserfunktion Uber das Auswahlfenster 32
und die Anzahl der Wiederholungen dieser Laser-
funktion Gber das Auswahlfenster 31 eingestellt wer-
den. Andererseits kann fiir jede Aktivierung des La-
serstarbuttons 30 durch entsprechende Markierung
der gewiinschten Elemente bzw. Objekte oder Ob-
jektgruppen in der dargestellten Liste ausgewahit
werden, ob sich der entsprechende Vorgang auf ein-
zelne Objekte oder ganze Objektgruppen erstrecken
soll.

[0059] Wie bereits zuvor erwahnt worden ist, wird in
der Spalte 17 fir jedes bearbeitete Objekt die ent-
sprechende ,Checkbox” gesetzt, sobald die Bearbei-
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tung fur dieses Objekt abgeschlossen worden ist.
Zugleich wird in einer Spalte E die Anzahl der fur
das entsprechende Objekt durchgefiihrten Schnei-
de- oder Katapultiervorgange festgehalten und dar-
gestellt.

[0060] Die zuvor erlduterte Ausgestaltung des La-
ser-Mikrodissektionssystems ermdglicht beispiels-
weise, dass die in unterschiedlichen Objektgruppen
zusammengefassten biologischen Objekte auf unter-
schiedliche Art und Weise mit dem Laser bearbeitet
werden. So kann beispielsweise flir die Objekte ei-
ner ersten Objektgruppe lediglich die Schneide-La-
serfunktion eingestellt sein, wahrend fur die Objek-
te einer zweiten Objektgruppe die in Fig. 3 voreinge-
stellte ,RoboLPC”-Laserfunktion vorgesehen ist. Auf
diese Weise wird ein gréf3tmdgliches Maf} an Flexibi-
litét erzielt.

Patentanspriiche

1. Laser-Mikrodissektionssystem zur Bearbeitung
eines auf einem Trager (3) befindlichen Materials
(14),
mit einer Laserlichtquelle (4) zur Erzeugung eines auf
das zu bearbeitende Material (14) zu richtenden La-
serstrahls, um das Material (14) mit dem Laserstrahl
zu bearbeiten,
mit einer Bildaufnahmevorrichtung (1) zur Erzeugung
eines Abbilds wenigstens eines Abschnitts des auf
dem Trager (3) befindlichen Materials,
mit einer Anzeigenvorrichtung (8) zur Darstellung des
von der Bildaufnahmevorrichtung (1) erzeugten Ab-
bilds,
mit Auswahlmitteln (9, 10) zum Auswahlen von mit
dem Laserstrahl zu bearbeitenden Objekten (15) des
auf dem Trager (3) befindlichen Materials (14),
dadurch gekennzeichnet,
dass Uber die Auswahimittel (9, 10) ein jeweils aus-
gewabhltes Objekt einer entsprechenden Objektgrup-
pe zugeordnet werden kann, und
dass Steuermittel (7) vorhanden sind zum Auswerten
der mit Hilfe der Auswahlmittel (9, 10) durchgefiihr-
ten Auswahl der zu bearbeitenden Objekte (15) und
zum Erstellen einer Liste, in welcher die ausgewahl-
ten Objekte und/oder die Objektgruppen mit einer Be-
zeichnung der jeweils entsprechenden Objektgruppe
enthalten sind,
wobei Uber die Auswahlmittel (9, 10) eine beliebige
erste Objektgruppe und zweite Objektgruppe in der
Liste auswahlbar sind und die Steuermittel (7) der-
art ausgestaltet sind, dass sie eine Bearbeitung der
der ausgewahlten ersten Objektgruppe zugeordne-
ten Objekte (15) und der der ausgewahlten zweiten
Objektgruppe zugeordneten Objekte (15) gruppen-
spezifisch mit dem Laserstrahl derart veranlassen,
dass samtliche Objekte der ersten Objektgruppe in
einem ersten Auffangbehalter und sémtliche Objekte
der zweiten Objektgruppe in einem zweiten Auffang-
behalter gesammelt werden.

2. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch
1,
dadurch gekennzeichnet,
dass die zu bearbeitenden Objekte (15) durch ent-
sprechende Markierung der Objekte auf dem von der
Anzeigenvorrichtung (8) dargestellten Abbild des auf
dem Trager (3) befindlichen Materials auswéahlbar
sind, und
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie unterschiedliche Markierungsarten zur Ver-
fugung stellen, wobei jede Markierungsart einer Ob-
jektgruppe zugeordnet ist, so dass alle mit einer be-
stimmten Markierungsart markierten und ausgewahl-
ten Objekte (15) eine entsprechende Objektgruppe
bilden.

3. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch 1
oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie die Liste mit einem Listenabschnitt (29) er-
stellen, in dem die ausgewdahlten Objekte (15) in
den entsprechenden Objektgruppen zusammenge-
fasst sind,
wobei die Liste mit dem Listenabschnitt (29) von den
Steuermitteln (7) auf der Anzeigenvorrichtung (8) dar-
gestellt wird, und
wobei Uiber die Auswahimittel (9, 10) die Objektgrup-
pe in dem Listenabschnitt (29) auswahlbar ist.

4. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch 2
und Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind, dass in dem
Listenabschnitt (29) der Liste fiir jede Objektgruppe
die bei der Auswahl der entsprechenden Objekte (15)
verwendete Markierung angegeben ist.

5. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch 3
oder 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuermittel (7) eine Flachenberechnungs-
funktion zur Berechnung der Flache eines Uber die
Auswahimittel (9, 10) ausgewahlten Objekts (15) um-
fassen, und
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass in dem Listenabschnitt (29) der Liste zu je-
der Objektgruppe die Gesamtflache aller der entspre-
chenden Objektgruppe zugeordneten Objekte enthal-
ten ist.

6. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeich-
net, dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie die Liste mit einem Listeneintrag mit Objekt-
informationen zu den einzelnen tber die Auswahlmit-
tel (9, 10) ausgewahlten und mit dem Laserstrahl zu
bearbeitenden Objekten (15) erzeugen.

7. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch
6!
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dadurch gekennzeichnet,

dass die Steuermittel (7) eine Flachenberechnungs-
funktion zur Berechnung der Flache eines Uber die
Auswahlmittel (9, 10) ausgewahlten und mit dem La-
serstrahl zu bearbeitenden Objekts (15) umfassen,
und

dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie die Listeneintrage mit Objektinformationen,
welche zu den ausgewahlten Objekten (15) die jewei-
lige Objektflache angeben, erzeugen.

8. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch 6
oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Steuer-
mittel (7) derart ausgestaltet sind, dass jeder Listen-
eintrag eine Angabe dartber enthalt, ob das entspre-
chende Objekt (15) bereits mit dem Laserstrahl bear-
beitet worden ist oder nicht.

9. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriiche 6-8, dadurch gekennzeichnet, dass die
Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind, dass die Lis-
teneintrage der von den Steuermitteln (7) erzeugten
Liste eine Angabe zu dem Typ des entsprechenden
Objekts (15) enthalten.

10. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriiche 1-9,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass die Bearbeitung gemal einer gruppenspezifi-
schen Laserfunktion, die aus einer Gruppe vorgege-
bener Laserfunktionen auswahlbar ist, erfolgt, und
dass die Gruppe von vorgegebenen Laserfunktionen
mindestens eine erste Laserfunktion zum Schnei-
den mit dem Laserstrahl entlang einer Uber die Aus-
wahlmittel (9, 10) vorgegebenen Schnittlinie und eine
zweite Laserfunktion zum Setzen eines Laserschus-
ses an einer Uber die Auswahimittel (9, 10) vorgege-
benen Position auf dem auf dem Trager (3) befindli-
chen Material (14) umfasst.

11. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriche 1-10, dadurch gekennzeichnet, dass
Uber die AuswahImittel (9, 10) die Anzahl der Wieder-
holungen der Bearbeitung der Gber die Auswahimittel
(9, 10) ausgewahlten Objekte (15) oder Objektgrup-
pen mit dem Laserstrahl einstellbar ist.

12. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriche 1-11,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuermittel (7) eine Flachenberechnungs-
funktion zur Berechnung der Flache eines Uber die
Auswahlmittel (9, 10) ausgewahlten Objekts (15) um-
fassen, und
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie die Liste mit einer Angabe Uber die Gesamt-
anzahl séamtlicher Uber die AuswahImittel (9, 10) aus-
gewahlter Objekte und mit einer Angabe Uber die Ge-

samtflache der Uber die Auswahimittel (9, 10) ausge-
wahlten Objekte erzeugen.

13. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriche 2-12, dadurch gekennzeichnet, dass
die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind, dass
sie zur Markierung der zu bearbeitenden Objek-
te (15) unterschiedliche Markierungsarten zur Ver-
fugung stellen und alle Uber die Auswahimittel (9,
10) mit derselben Markierungsart markierten Objekte
(15) einer entsprechenden Objektgruppe zuordnen,
so dass jede Objektgruppe mit ein- und derselben
Markierungsart markierte Objekte umfasst.

14. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch
2 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die unter-
schiedlichen Markierungsarten unterschiedliche Mar-
kierungsfarben, mit denen die zu bearbeitenden Ob-
jekte (15) auf dem auf der Anzeigenvorrichtung (8)
dargestellten Abbild des auf dem Trager (3) befindli-
chen Materials markiert werden, sind.

15. Laser-Mikrodissektionssystem nach einem der
Anspriche 1-14,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuermittel (7) eine Funktion zur Bestim-
mung einer Referenzposition auf dem auf dem Tra-
ger (3) befindlichen Material umfassen, und
dass die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind,
dass sie beim Abspeichern der Liste in den Speicher-
mitteln Positionen der ausgewahlten Objekte in dem
auf dem Trager (3) befindlichen Material in Bezug auf
die Referenzposition abspeichern.

16. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch
15, dadurch gekennzeichnet, dass die Steuermittel
(7) derart ausgestaltet sind, dass sie eine Funktion
(26) zum gezielten Anfahren eines in der Liste ent-
haltenen ausgewahlten Objekts (15) umfassen, wo-
bei die Steuermittel (7) derart ausgestaltet sind, dass
sie die Position des entsprechenden Objekts (15) in
Bezug auf die Referenzposition ermitteln und ausge-
hend von der Referenzposition eine Verstellung des
Tragers (3) derart veranlassen, dass das entspre-
chende Objekt (15) des auf dem Trager (3) befindli-
chen Materials an einer bestimmten Stelle in dem auf
der Anzeigenvorrichtung (8) dargestellten Abbild er-
scheint.

17. Computerlesbares Speichermedium, in dem

ein Steuerprogramm zum computergestitzten Steu-
ern eines Laser-Mikrodissektionssystems zur Bear-
beitung eines auf einem Trager (3) befindlichen Ma-
terials (14) gespeichert ist,
wobei das Laser-Mikrodissektionssystem umfasst:
— eine Laserlichtquelle (4) zur Erzeugung eines auf
das zu bearbeitende Material (14) zu richtenden La-
serstrahls, um das Material (14) mit dem Laserstrahl
zu bearbeiten,
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—eine Bildaufnahmevorrichtung (1) zur Erzeugung ei-
nes Abbilds wenigstens eines Abschnitts des auf dem
Trager (3) befindlichen Materials (14),

— eine Anzeigenvorrichtung (8) zur Darstellung des
von der Bildaufnahmevorrichtung (1) erzeugten Ab-
bilds, und

— Auswahimittel (9, 10) zum Auswahlen von mit dem
Laserstrahl zu bearbeitenden Objekten (15) des auf
dem Trager (3) befindlichen Materials (14),

dadurch gekennzeichnet,

dass das Steuerprogramm derart eingerichtet ist,
dass es bei Ausflihrung in dem computergestitzt ge-
steuerten Laser-Mikrodissektionssystem die Funkti-
on der Steuermittel (7) des Laser-Mikrodissektions-
systems nach einem der Anspriiche 1-16 ausfihrt.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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