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(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Kali-
brierung einer Laserablenkeinrichtung in einer Auflichtein-
richtung eines Mikroskops eines Lasermikrodissektionssys-
tems, durch die ein mittels einer Lasereinheit des Laser-
mikrodissektionssystems erzeugter und mittels der Auflicht-
einrichtung durch ein Mikroskopobjektiv des Mikroskops ge-
fihrter Laserstrahl auf eine durch Ansteuersignale an die
Laserablenkeinrichtung definierte Position in einer Objekt-
ebene des Mikroskopobjektivs gelenkt wird, vorgeschlagen,
wobei das Lasermikrodissektionssystem ferner eine digitale
Bilderfassungseinheit mit einem Bildauswertungsmodul auf-
weist. Das Verfahren umfasst, ein Kalibrationsobjekt (52) in
die Objektebene des Mikroskopobjektivs einzubringen, die
Laserablenkeinrichtung mit ersten Ansteuersignalen, die auf
Grundlage von Positionsvorgabewerten und unter Verwen-
dung von ersten Kalibrationswerten berechnet werden, an-
zusteuern, und mittels des Laserstrahls zumindest eine Ka-
librationsmarkierung (53) auf dem Kalibrationsobjekt (52) zu
erzeugen, wobei das Kalibrationsobjekt (52) anschliefend
mittels der digitalen Bilderfassungseinheit erfasst wird, mit-
tels des Bildauswertungsmoduls Positionsistwerte der we-
nigstens einen Kalibrationsmarkierung ermittelt werden, und
auf Grundlage einer Beziehung der Positionsvorgabewerte
und der Positionsistwerte zweite Kalibrationswerte bestimmt
werden. Ein entsprechendes Lasermikrodissektionssystem
ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Kalibrierung einer Laserablenkeinrichtung ei-
nes Lasermikrodissektionssystems und ein Lasermi-
krodissektionssystem gemafy den Oberbegriffen der
unabhangigen Patentanspriiche.

Stand der Technik

[0002] Verfahren zur Bearbeitung biologischer Pro-
ben durch Lasermikrodissektion existieren bereits
seit Mitte der 1970er Jahre (siehe z.B. Isenberg, G.
et al.: Cell surgery by laser micro-dissection: a pre-
parative method. Journal of Microscopy, Band 107,
1976, Seiten 19-24) und wurden seitdem kontinuier-
lich weiterentwickelt.

[0003] Bei der Lasermikrodissektion kdnnen Zellen,
Geweberegionen usw. aus einem Objekt (,Probe*,
.Praparat”) isoliert und als sogenannte Dissektate ge-
wonnen werden. Ein besonderer Vorteil der Lasermi-
krodissektion ist der kurze Kontakt des Objekts mit
dem Laserstrahl, durch den dieses kaum verandert
wird. Die spezifische Gewinnung der Dissektate kann
auf unterschiedliche Weise erfolgen (siehe z.B. Ban-
croft, J. D. und Gamble, M.: Theory and Practice of
Histological Techniques. Elsevier Science, 2008, Sei-
te 575, Kapitel ,Laser Microdissection®).

[0004] Beispielsweise kann in bekannten Verfahren
aus einem Objekt mittels eines Infrarot- oder Ultra-
violettlaserstrahls ein Dissektat isoliert werden, das
unter dem Einfluss der Schwerkraft in einen geeig-
neten Dissektatauffangbehalter fallt. Das Dissektat
kann dabei aus dem Objekt auch zusammen mit ei-
ner anhaftenden Membran ausgeschnitten werden.
Bei der sogenannten Laser Capture Microdissection
wird hingegen eine thermoplastische Membran mit-
tels eines entsprechenden Laserstrahls erwarmt. Da-
bei verschmilzt die Membran mit dem gewlnschten
Bereich des Objekts und kann in einem darauffol-
genden Schritt durch Reil3en entfernt werden. Eine
weitere Alternative besteht darin, das Dissektat mit-
tels des Laserstrahls an einen Deckel eines Dissek-
tatauffangbehélters anzuheften. Bei bekannten in-
versen Mikroskopsystemen zur Lasermikrodissektion
kénnen nach oben katapultierte Dissektate auch an
den Boden eines Dissektatauffangbehélters, der mit
einer adhasiven Beschichtung versehen ist, angehef-
tet werden.

[0005] Die vorliegende Erfindung kommt hierbei ins-
besondere bei den Verfahren zum Einsatz, bei denen
ein Dissektat aus einem Objekt herausgetrennt und
in einem darunter angeordneten Dissektatauffangbe-
halter aufgefangen wird. Insbesondere ist die Erfin-
dung fiir kontaktfreie Auffangsysteme fur Dissektate
geeignet.

[0006] Bekannte Mikroskopsysteme zur Lasermi-
krodissektion, wie sie beispielsweise aus der
WO 98/14816 A1 bekannt sind, weisen eine Auf-
lichteinrichtung auf, in deren Strahlengang ein Laser-
strahl eingekoppelt wird. Der Laserstrahl wird durch
das jeweils verwendete Mikroskopobjektiv auf das
Objekt fokussiert, das auf einem motorisch-auto-
matisch verfahrbaren Mikroskoptisch aufliegt. Eine
Schnittlinie wird dadurch erzeugt, dass der Mikro-
skoptisch beim Schneiden verfahren wird, um das
Objekt relativ zu dem feststehenden Laserstrahl zu
bewegen. Dies hat jedoch unter anderem den Nach-
teil, dass das Objekt wahrend des Erzeugens der
Schnittlinie nicht ohne weiteres betrachtet werden
kann, da dieses sich im Gesichtsfeld bewegt und des-
sen Bild ggf. verschwommen erscheint.

[0007] Vorteilhafter sind daher Lasermikrodissekti-
onssysteme, die Laserablenk- bzw. Laserscanein-
richtungen aufweisen, die dazu eingerichtet sind, den
Laserstrahl bzw. dessen Auftreffpunkt Uber ein fest-
stehendes Objekt zu lenken. Derartige Lasermikro-
dissektionssysteme, die auch im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung besondere Vorteile bieten, werden
unten im Detail erldutert. Ein besonders vorteilhaftes
Lasermikrodissektionssystem, das eine Laserablenk-
einrichtung mit gegeneinander verstellbaren Glaskei-
len im Laserstrahlengang aufweist, ist beispielsweise
in der EP 1 276 586 B1 beschrieben.

[0008] In beiden Fallen, also sowohl in Lasermikro-
dissektionssystemen, in denen der Mikroskoptisch
verfahren wird, als auch in Lasermikrodissektions-
systemen, die eine Laserablenkeinrichtung aufwei-
sen, wird in der Regel mit gepulsten Lasern gearbei-
tet, wobei durch jeden Laserpuls ein Loch bzw. eine
Vertiefung in dem Objekt erzeugt wird. Eine Schnittli-
nie entsteht durch eine Aneinanderreihung derartiger
Lécher bzw. Vertiefungen, gegebenenfalls mit Uber-

lappung.

[0009] Die Lasermikrodissektion kann zur Gewin-
nung von Einzelzellen oder definierten Gewebeberei-
chen verwendet werden, die anschliel3end beispiels-
weise unterschiedlichen diagnostischen Analysever-
fahren unterworfen werden. In der Onkologie kann
die Lasermikrodissektion beispielsweise dafiir einge-
setzt werden, um spezifisch Tumorzellen aus einem
mikroskopischen Schnitt zu isolieren und auf spezifi-
sche Metaboliten oder Proteine zu untersuchen. Hier-
bei muss sichergestellt sein, dass kein oder méglichst
wenig Material aus unerwiinschten und ggf. stéren-
den Bereichen des untersuchten Objekts in ein Unter-
suchungsgefal gelangt und damit eine entsprechen-
de Analyse stort. Dies gilt auch fur Lasermikrodissek-
tionssysteme, die fur molekularbiologische Untersu-
chungen verwendet werden, beispielsweise flir be-
kannte COMET-Assays.
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[0010] Entscheidend flr erfolgreiche und konta-
minationsfreie Lasermikrodissektionsexperimente ist
daher die Genauigkeit des verwendeten Lasers. Je
genauer der Laser beispielsweise anhand vorgege-
bener Schnittlinien schneiden oder punktgenau tber
einen interessierenden Bereich gefiihrt werden kann,
desto sauberer kann entsprechendes Material ge-
wonnen werden.

[0011] Der Laser eines Lasermikrodissektionssys-
tems bzw. eine entsprechende Laserablenkeinrich-
tung muss daher moglichst genau kalibriert werden,
damit Positionsvorgabewerte, die Sollpositionen fur
die Auftreffpunkte des Lasers auf der Probe angeben,
und die sich ergebenden Positionsistwerte, also die
tatsachlichen Auftreffpunkte, moglichst wenig vonein-
ander abweichen.

[0012] Aus der WO 01/73398 A1 ist ein Verfahren
zum Kalibrieren eines Lasermikrodissektionssystems
bekannt. Das Verfahren hat das Ziel, eine Bildschir-
mebene und eine Tragertischebene zur Deckung zu
bringen, so dass eine Ubereinstimmung des auf dem
Bildschirm dargestellten Videobilds mit der realen
Tragertischposition hergestellt werden kann. Dabei
werden spezielle Positionen definiert und abgespei-
chert, die insbesondere auf die Lage des Laserstrahls
bezogen sind.

[0013] Die WO 99/28725 A1 und die
DE 10 2007 046 267 A1 betreffen die Mikrodissekti-
on mit mechanischen Werkzeugen. Diese sind wéh-
rend des gesamten Dissektiervorgangs sichtbar. Die
WO 99/28725 A1 schlagt dabei vor, eine Ausgangs-
position und eine Bewegung eines ersten Mikrodis-
sektionswerkzeugs zu erfassen. AnschlieRend wird
eine Ausgangsposition eines zweiten Mikrodissekti-
onswerkzeugs erfasst und ein Unterschied zu der
Ausgangsposition des ersten Mikrodissektionswerk-
zeugs ermittelt. Das zweite Mikrodissektionswerk-
zeug wird zunachst im gleichen Umfang bewegt wie
das erste Mikrodissektionswerkzeug und danach um
den ermittelten Abstand der Ausgangspositionen des
ersten und zweiten Mikrodissektionswerkzeugs kor-
rigiert. In der DE 10 2007 046 267 A1 wird ein Mi-
krodissektionswerkzeug Uber eine Zielposition ver-
fahren. AnschlieRend wird die vertikale Distanz zwi-
schen dem Mikrodissektionswerkzeug und der Ober-
flache des Objekts ermittelt und das Mikrodissekti-
onswerkzeug entsprechend abgesenkt.

[0014] GemaR der DE 10 2007 016 301 A1 werden
in einem Lasermikrodissektionssystem Probeschnitt-
linien erzeugt und diese erfasst. Auf dieser Grundlage
kénnen Laserparameter angepasst werden. Bei den
Laserparametern handelt es sich beispielsweise um
Laserenergie und Laserfokus.

[0015] Die WO2012/126961 A1 offenbart ein Ver-
fahren zur Lasermikrodissektion, umfassend das Ein-

stellen mindestens eines ersten Systemparameters
eines Lasermikrodissektionssystems und das auto-
matische Einstellen mindestens einen zweiten Sys-
temparameters des Lasermikrodissektionssystems
in Abhéangigkeit von dem mindestens einen ersten
Systemparameter derart, dass ein gewiinschter Wert
eines eine Schnittlinie des Lasermikrodissektionssys-
tems beschreibenden Schnittlinienparameters vor-
liegt, und ein entsprechendes Lasermikrodissektions-
system.

[0016] Gangige Kalibrationsverfahren sind jedoch
haufig nicht ausreichend zuverlassig bzw. exakt und/
oder flr einen Benutzer sehr aufwendig durchzufih-
ren.

Offenbarung der Erfindung

[0017] Vor diesem Hintergrund schlagt die vorlie-
gende Erfindung ein Verfahren zur Kalibrierung ei-
ner Laserablenkeinrichtung eines Lasermikrodissek-
tionssystems und ein Lasermikrodissektionssystem
mit den Merkmalen der unabhéangigen Patentanspri-
che vor. Bevorzugte Ausgestaltungen sind Gegen-
stand der abhéngigen Patentanspriche sowie der
nachfolgenden Beschreibung.

Vorteile der Erfindung

[0018] Die Erfindung geht von einem an sich be-
kannten Verfahren zur Kalibrierung einer in einer
Auflichteinrichtung eines Mikroskops eines Laser-
mikrodissektionssystems angeordneten Laserablen-
keinrichtung aus. Mittels der Laserablenkeinrichtung
wird ein mittels einer Lasereinheit des Lasermikrodis-
sektionssystems erzeugter und mittels der Auflicht-
einrichtung durch ein Mikroskopobjektiv des Mikro-
skops gefuhrter Laserstrahl auf eine mittels Ansteu-
ersignalen an die Laserablenkeinrichtung definierte
Position in einer Objektebene des Mikroskopobjek-
tivs gelenkt. Ein entsprechendes Lasermikrodissekti-
onssystem weist ferner eine digitale Bilderfassungs-
einheit mit einem Bildauswertungsmodul auf.

[0019] Erfindungsgemal ist vorgesehen, ein Ka-
librationsobjekt in die Objektebene des Mikrosko-
pobjektivs einzubringen. AnschlieRend wird die La-
serablenkeinrichtung mit ersten, auf Grundlage von
Positionsvorgabewerten unter Verwendung von ers-
ten Kalibrationswerten berechneten Ansteuersigna-
len angesteuert. Durch Aktivieren des Laserstrahls
wird bei oder jeweils nach der Ansteuerung mit den
Ansteuersignalen, die insbesondere auch zu Signal-
folgen zusammengefasst werden kénnen, zumindest
eine Kalibrationsmarkierung auf dem Kalibrationsob-
jekt erzeugt. Das Kalibrationsobjekt wird anschlie-
Rend mittels der digitalen Bilderfassungseinheit er-
fasst und es werden mittels des Bildauswertungsmo-
duls Positionsistwerte der wenigstens einen Kalibra-
tionsmarkierung ermittelt. Auf Grundlage einer Bezie-
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hung der Positionsvorgabewerte und der Positions-
istwerte zueinander werden zweite Kalibrationswer-
te bestimmt. Die zweiten Kalibrationswerte werden
zur Berechnung von Ansteuersignalen fur die Lasera-
blenkeinrichtung auf Grundlage von Positionsvorga-
bewerten in einem Nachkalibrationsbetrieb des La-
sermikrodissektionssystems verwendet.

[0020] Positionsvorgabewerte gibt ein Benutzer an,
beispielsweise mittels einer Computermaus oder ei-
ner anderen geeigneten Eingabeeinrichtung auf ei-
nem Computerbildschirm. Es handelt sich i.d.R. um
Positionssollwerte, die Positionen angeben, an de-
nen der Laserstrahl bzw. ein durch ein Mikrosko-
pobjektiv erzeugter Fokuspunkt des Laserstrahls auf
einem Objekt auftreffen soll. Aus diesen Positionsvor-
gabewerten werden auch in herkdmmlichen Lasermi-
krodissektionssystemen die Ansteuersignale fur die
Laserablenkeinrichtung berechnet. Die Laserablenk-
einrichtung wird mit entsprechenden Ansteuersigna-
len beaufschlagt.

[0021] Unter Ansteuersignalen werden hier samtli-
che Signale verstanden, die eine Ablenkung eines
Laserstrahls mittels der erlauterten Laserablenkein-
heit in beliebigen Richtungen gegeniiber einer Achse
des Mikroskopobijektivs und damit auch in der Objekt-
ebene, bzw. auf diese bezogen, ermdglichen. Bewe-
gungsumfang und Bewegungsgeschwindigkeit sind
hier ggf. durch die technischen Grenzen eines ent-
sprechenden Lasermikrodissektionssystems festge-
legt. Ansteuersignale kdnnen beispielsweise nume-
rische Ansteuerwerte flr eine Steuereinheit, die der
Laserablenkeinheit zugeordnet ist, und/oder analoge
oder digitale Signale fiir die Aktoren einer entspre-
chenden Laserablenkeinheit, z.B. Schritt- oder Piezo-
motoren einer Keilplattenanordnung, umfassen.

[0022] Positionsistwerte geben die tatsachlichen
Auftreffpunkte des Lasers an, die sich aus einer ent-
sprechenden Ansteuerung ergeben, und die unver-
meidlich zumindest in gewissem Umfang von den
Positionsvorgabewerten abweichen. Ziel einer ent-
sprechenden Kalibration ist es dabei, Kalibrations-
werte bereitzustellen, die die Abweichungen zwi-
schen den Positionsvorgabewerten und den sich er-
gebenden Positionsistwerten weitestgehend reduzie-
ren. Die Kalibrationswerte gehen dabei in die Berech-
nung der Ansteuersignale ein.

[0023] Zur Kalibration wird eine Beziehung der Po-
sitionsvorgabewerte und der Positionsistwerte zuein-
ander, beispielsweise eine Differenz der Elemente
von Wertetupeln, die zur Positionsbeschreibung ein-
gesetzt werden, verwendet. Die eigentliche Kalibra-
tion umfasst, aus einer derartigen Beziehung Wer-
te (Kalibrationswerte) fur eine Transformationsvor-
schrift zu ermitteln, mittels derer die Positionsvorga-
bewerte und die Positionsistwerte zur Deckung ge-
bracht werden kénnen. Die Kalibrationswerte kbnnen

dann an beliebiger Stelle in einem Berechnungsver-
fahren fur die Berechnung der Ansteuersignale zum
Einsatz kommen. Beispielsweise kénnen diese (ent-
sprechend bekannter Vorsteuerungsverfahren) be-
reits mit den Positionsvorgabewerten verrechnet wer-
den, so dass die Berechnung der Ansteuersigna-
le mit entsprechend angepassten Positionsvorgabe-
werten erfolgt. Ein Kalibrationsverfahren kompensiert
also im Rahmen des hier vorgeschlagenen Verfah-
rens eine Abweichung zwischen Soll- und Istwerten
durch eine geeignete Rechenvorschrift. Im einfachs-
ten Fall kann es sich hierbei lediglich um eine Additi-
on bzw. Subtraktion von Koordinatenwerten handeln,
wodurch die entsprechenden Koordinaten einheit-
lich verschoben werden. In Fallen, in denen mehre-
re Kalibrationsmarkierungen auf einem Kalibrations-
objekt angebracht werden, und in denen sich unter-
schiedliche Abweichungen der Kalibrationsmarkie-
rungen bzw. der anhand dieser ermittelten Position-
sistwerte von den Positionsvorgabewerten ergeben,
ist es hingegen ggf. erforderlich, Uber den gesam-
ten betrachteten Bereich eine angepasste, ggf. in-
terpolierende Rechenvorschrift anzuwenden, die ei-
ne moglichst exakte Transformation samtlicher Wer-
te ermdglicht.

[0024] Die Erfindung geht also von einem an sich be-
kannten Lasermikrodissektionssystem aus. Ein der-
artiges Lasermikrodissektionssystem umfasst ein Mi-
kroskop, das eine Auflichteinrichtung, ein Mikrosko-
pobjektiv und eine Lasereinheit aufweist, wobei ein
Strahlengang eines Laserstrahls der Lasereinheit
durch die Auflichteinrichtung und durch das Mikro-
skopobjektiv verlauft und eine Objektebene des Mi-
kroskopobijektivs an einem einstellbaren Schnittpunkt
schneidet, der mittels Ansteuersignalen an die La-
serablenkeinrichtung vorgegeben wird.

[0025] Die Erfindung kommt dabei insbesondere
in sogenannten kontaktfreien Lasermikrodissektions-
systemen zum Einsatz. Diese zeichnen sich dadurch
aus, dass ein Dissektat nicht an Membranen und
dergleichen angeheftet wird, sondern aufgrund der
Schwerkraft aus dem Objekt nach unten féllt. Das Ob-
jekt ist dabei in Aufrechtsystemen an der Unterseite
eines Objekttragers angeordnet und wird durch den
Objekttrager hindurch von dessen Oberseite aus be-
arbeitet.

[0026] Mittels der Auflichteinrichtung wird also ein
Laserstrahl aus einer Laserlichtquelle in den Beob-
achtungsstrahlengang des Mikroskops eingekoppelt.
Der Laserstrahl wird durch das Mikroskopobjektiv,
das auch zum Betrachten des Objekts verwendet
wird, auf dieses fokussiert.

[0027] Zur Vermeidung von Missverstandnissen sei
an dieser Stelle betont, dass das im Rahmen der
Erfindung eingesetzte Lasermikrodissektionssystem
mit Objekten verwendet wird, die bereits mikrosko-
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pietauglich vorbereitet sind. Hierbei kann es sich bei-
spielsweise um Dlnnschnitte handeln, die mittels ei-
nes Mikrotoms aus einem gréfReren Gewebeblock
herausgetrennt werden. Bei einem solchen Gewebe-
block kann es sich beispielsweise um ein fixiertes Or-
gan oder eine Biopsie eines entsprechenden Organs
handeln. Das erfindungsgemaRe Lasermikrodissekti-
onssystem dient daher nicht zur Gewinnung von Ob-
jekten sondern zu deren Bearbeitung sowie zur Iso-
lation von bestimmten Bereichen hiervon. Es versteht
sich, dass die Erfindung auch mit Objekten, die nicht
mittels eines Mikrotoms gewonnen werden, zum Ein-
satz kommen kann, z.B. mit Ausstrichen, Mazeraten
usw.

[0028] Mikrotome werden ausschliel3lich bei der
Vorbereitung von mikroskopischen Objekten einge-
setzt. Mikrotome kénnen hierzu auch Laser aufwei-
sen. Die mittels eines Mikrotoms erhaltenen Schnit-
te werden auf einen Objekttrager, wie oben erwéahnt,
aufgebracht, ggf. dort befestigt, angefarbt usw. Erst
dann stehen diese fiir einen Einsatz in dem Laser-
mikrodissektionssystem zur Verfiigung. Ein Mikrotom
unterscheidet sich in seinem Betrieb unter anderem
dadurch fundamental von einem Lasermikrodissekti-
onssystem, dass dort Schnitte mit méglichst homoge-
ner Schnittstédrke gewonnen werden. Mikrotome sind
daher dazu ausgebildet, eine groRe Anzahl an iden-
tischen Schnitten mit parallelen Schnittflachen zu er-
zeugen, wohingegen Lasermikrodissektionssysteme
zum Heraustrennen von Dissektaten nach objektab-
hangigen Kriterien, beispielsweise nach visuellen Kri-
terien, eingerichtet sind. Der Fachmann wurde da-
her bei Mikrotomen eingesetzte technische Ldsun-
gen nicht auf Lasermikrodissektionssysteme Ubertra-
gen.

[0029] Mikrotome umfassen ferner keine Mikrosko-
pe, in deren Beobachtungsstrahlengang ein Laser-
strahl eingekoppelt wird. Der Laserstrahl wird da-
her in Mikrotomen auch niemals durch ein Mikrosko-
pobjektiv, das auch zur Betrachtung verwendet wird,
auf ein Objekt, z.B. einen Gewebeblock, fokussiert.

[0030] Der Mikroskoptisch ist in Lasermikrodissekti-
onssystemen mit einer Laserablenkeinrichtung, wie
erfindungsgeman eingesetzt, bezlglich der x-y-Rich-
tung (also in den Richtungen senkrecht zur opti-
schen Achse des Mikroskopobijektivs) beim Heraust-
rennen des Dissektats, also wéahrend des Dissektier-
vorgangs, gegenliber dem Mikroskopobjektiv festste-
hend angeordnet.

[0031] Im Gegensatz zu Lasermikrodissektions-
systemen mit einem wahrend des Dissektiervor-
gangs motorisch verfahrenen Mikroskoptisch (Scan-
ningtisch), der insbesondere bei stark vergréfiernden
Objektiven eine hohe Positioniergenauigkeit besitzen
muss, um prazise Schnitte zu ermdglichen, erweisen
sich Lasermikrodissektionssysteme mit einer Lasera-

blenkeinrichtung als einfacher und kostengtinstiger in
der Herstellung und besitzen Prazisionsvorteile.

[0032] Die Laserablenkeinrichtung weist in einer be-
sonders vorteilhaften Ausfiihrungsform zwei dicke,
gegen eine optische Achse geneigte und unabhéngig
voneinander um eine optische Achse drehbare gla-
serne Keilplatten (,Glaskeile®) auf, welche durch ih-
re Keilwinkel eine Strahlablenkung erzeugen. Durch
die Drehung der glasernen Keilplatten ist der resultie-
rende Ablenkwinkel des Laserstrahls gegeniber der
optischen Achse variabel. Am Ausgang der Lasera-
blenkeinrichtung weist der Laserstrahl durch die Di-
cke und die Schragstellung der glasernen Keilplat-
ten einen seitlichen Strahlversatz gegeniiber der op-
tischen Achse auf und trifft fur alle Ablenkwinkel die
Mitte der Objektivpupille des Mikroskopobjektivs. Der
Schnittpunkt des Laserstrahls mit der Objektebene ist
damit einstellbar.

[0033] Eine derartige Laserablenkeinrichtung ist ins-
besondere deshalb vorteilhaft gegenlber anderen
Laserablenkeinrichtungen wie beispielsweise Spie-
gelscannern, Galvanometerscannern oder Schritt-
motorscannern, weil diese nicht in einer zu der Ob-
jektivpupille konjugierten Ebene angeordnet werden
muss. Damit ist auch keine sogenannte Pupillenab-
bildung erforderlich, um zu erreichen, dass der ab-
gelenkte Strahl die Objektivpupille trifft. Bei der Mi-
krodissektion mit UV-Laserlicht wére dabei beispiels-
weise eine UV-taugliche Pupillenabbildung erforder-
lich. Weitere Vorteile einer derartigen Laserablenk-
einrichtung mit Keilplatten sind beispielsweise in der
EP 1276 586 B1 genannt.

[0034] Besonders vorteilhaft ist ein erfindungsgema-
Res Verfahren, wenn fir die Positionsvorgabewerte,
die Positionsistwerte und/oder die Kalibrationswerte
Planar- und/oder Polarkoordinaten in einer Bezug-
sebene verwendet werden. Als Bezugsebene kann
beispielsweise die Objektebene, eine Oberflache ei-
nes Objekts, eine Oberflache eines Objekttischs und/
oder jede andere reale oder virtuelle Ebene des La-
sermikrodissektionssystems verwendet werden. Ent-
sprechende Planar- und/oder Polarkoordinaten be-
ziehen sich jeweils auf einen Bezugspunkt, der fest
in der Bezugsebene liegt oder in einer festen raumli-
chen Beziehung zu dieser steht. Unter Planarkoordi-
naten werden hier Ubliche x-y-Koordinaten (,Rechts-
und Hochwerte® oder entsprechende Angaben) ver-
standen, die sich auf den jeweiligen Bezugspunkt
beziehen. Polarkoordinaten definieren hingegen ei-
ne Position im Raum (bzw. hier in der Bezugsebe-
ne) Uber einen Winkel und einen Abstand zu dem
jeweiligen Bezugspunkt. Dem Benutzer missen die
Planar- und Polarkoordinaten nicht notwendigerwei-
se in Rohform prasentiert werden. Entsprechende
Planar- und/oder Polarkoordinaten kdnnen vielmehr
auch systemintern aus Benutzervorgaben, beispiels-
weise aus Linien, welche der Benutzer mittels einer
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Computermaus um einen interessierenden Bereich
eines digital dargestellten Objekts definiert, berech-
net werden.

[0035] Die vorliegende Erfindung ermdglicht auf-
grund der automatischen Erkennung mittels des Bild-
auswertungsmoduls der digitalen Bilderfassungsein-
heit und der Laserstrahlsteuerung mittels der Lasera-
blenkeinheit eine automatische Kalibrierung des La-
serstrahls ohne Benutzereingriff. Fehlbedienungen
durch den Benutzer werden hierdurch unmdglich,
die Kalibrierung des Laserstrahls wird aufgrund der
objektiven und nachvollziehbaren Mustererkennung
deutlich genauer als in herkémmlichen Verfahren
bzw. Lasermikrodissektionssystemen, wie sie bei-
spielsweise der EP 1 186 879 A1 zugrunde liegen.

[0036] In herkdbmmlichen Verfahren bzw. Lasermi-
krodissektionssystemen wird der Laser bzw. dessen
Laserablenkeinrichtung manuell anhand von Refe-
renzkreuzen kalibriert. Diese manuelle Kalibrierungs-
methode umfasst, wie die vorliegende Erfindung,
auf einem Kalibrierobjekt Kalibrationsmarkierungen
zu erzeugen. Diese mussen jedoch anschlief’end
manuell anhand eines digitalen Bildes mithilfe einer
Computermaus markiert werden. Dieses Verfahren
ist nicht absolut zuverlassig und hangt vom jeweili-
gen Anwender, dessen Erfahrung und dem genauen
Ermitteln der Kalibrationsmarkierungen ab. Hierdurch
ergeben sich unter Umstanden stark abweichende
Kalibrierungen, die insbesondere im Hinblick auf eine
Reproduzierbarkeit und Zertifizierbarkeit eines ent-
sprechenden Verfahrens, beispielsweise in der medi-
zinischen Diagnostik, nachteilig sind. Zudem kosten
Wiederholungen der Kalibrierung aufgrund fehlerhaf-
ter Kalibrierungen unnétig Zeit.

[0037] Die vorliegende Erfindung bietet besondere
Vorteile, wenn zur Kalibrierung des Laserstrahls bzw.
der Laserablenkeinrichtung zumindest zwei, jedoch
insbesondere drei oder mehr Kalibrierpunkte in Form
von Kalibrationsmarkierungen verwendet werden. In
bekannten Kalibrationsverfahren werden typischer-
weise vier Kalibrierkreuze zur manuellen Kalibrierung
der softwaregestitzten Laserstrahlsteuerung durch
eine entsprechende Laserablenkeinrichtung einge-
setzt. Hierzu wird zunachst ein Kreuz an einer be-
stimmten Position, konventionsgemall oben rechts
im Sichtfeld, durch den Laser in ein geeignetes Ob-
jekt, das im Fokus des Lasers und damit des Mikro-
skopobjektivs liegt, geschnitten. Dieses Kreuz wird
anschlieBend mittels der Maus oder eines Touch-
screens manuell mittig markiert. AnschlieRend wird
ein weiteres Kreuz mithilfe des Lasers an einer wei-
teren Position (oben links) in das Objekt geschnitten.
Wiederum wird das zweite Kreuz manuell wie das
erste markiert. Die genannten Schritte werden an-
schlieRend mit vom Laser geschnittenen Kreuzen an
weiteren Positionen (unten rechts und unten links), je-
weils mit entsprechender manueller Markierung, wie-

derholt. Ein derartiges Verfahren wird durch die vor-
liegende Erfindung vereinfacht und prazisiert.

[0038] Durch die Erfindung wird es mdglich, die in
dem Kalibrationsobjekt erzeugten Kalibrationsmar-
kierungen vollautomatisch zu erkennen und einen pi-
xelgenauen Mittelpunkt zu berechnen. Dieser kann
automatisch fur die Kalibrierung gespeichert und
weitergegeben werden. Das erlduterte Verfahren ist
durch die automatische Berechnung und Weitergabe
an eine Lasermikrodissektionssteuersoftware der La-
serfokus- und/oder der Laserablenkeinheit sehr ge-
nau.

[0039] Eine Vereinfachung ergibt sich, wenn der Be-
reich fur die jeweilige Erkennung der Kalibrationsmar-
kierungen (z.B. von Laserkreuzen oder Laserpunk-
ten) vorab eingegrenzt wird. Hierbei kann, wie bei-
spielsweise auch in Fig. 4 veranschaulicht, nur die
Mitte des Sichtfelds fur einen festen Laser und/oder
zun&chst der obere rechte, dann der obere linke, an-
schlielRend der untere rechte und der untere linke
Bereich des Sichtfelds fir die Erkennung verwendet
werden, wenn dort jeweils zuvor eine Kalibrations-
markierung angebracht wurde. Dies reduziert Fehler.

[0040] Wie erwadhnt, ergeben sich besonders gu-
te Kalibrationsgenauigkeiten dann, wenn zumindest
drei Kalibrationsmarkierungen auf dem Kalibrations-
objekt erzeugt und Positionsistwerte hiervon ermittelt
werden.

[0041] Die Genauigkeit der erfindungsgemaf vor-
geschlagenen Kalibration kann nochmals gesteigert
werden, wenn ein spezielles Kalibrationsobjekt mit
einer durch den Laserstrahl bearbeitbaren, auf ei-
nem Objekttrager aufgebrachten Beschichtung ver-
wendet wird. Eine derartige Beschichtung kann bei-
spielsweise — im Gegensatz zu einem spéater zu bear-
beitenden Objekt — derart ausgewahlt werden, dass
mittels des Laserstrahls eine mdglichst feine Linie,
die gleichzeitig einen ausreichenden Kontrast bei Be-
strahlung durch den Laserstrahl bereitstellt, erzeugt
werden kann. Eine derartige Beschichtung kann auch
mit geeigneten foto- und/oder thermoreaktiven Pig-
menten versehen sein, die aufgrund einer Bestrah-
lung durch den Laser ihre Farbe wechseln. Dies er-
moglicht die Erzeugung von farbigen Kalibrations-
markierungen, die in einer entsprechenden Bilderfas-
sungseinheit bzw. einem Bilderkennungsmodul einer
derartigen Bilderfassungseinheit einfach, z.B. durch
farbselektive Erkennungsvorschriften, erkannt wer-
den kénnen.

[0042] Bei hierbei verwendbaren Kalibrationsobjek-
ten handelt es sich beispielsweise um einfarbige Ka-
librationsslides. Hierbei kann beispielsweise ein an-
sonsten leerer Objekttrager mit einer laserbearbeit-
baren Membran zum Einsatz kommen. Die Membran
ist vorteilhafterweise mit einer farbigen Beschich-
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tung versehen, die durch die Laserbearbeitung ent-
fernt oder entfarbt werden kann, um mehr Kontrast
zu erhalten. Im einfachsten Fall kann eine entspre-
chende Membran beispielsweise von einem Benut-
zer mit einer geeigneten Farbschicht versehen wer-
den. Auch andere, mit einer regelmafigen oder ein-
farbigen Oberflache versehene Proben bieten sich fiir
eine schnelle automatische Kalibrierung an, da die-
se fur die vorteilhafterweise vorgenommene automa-
tische Musterauswertung am leichtesten zu verarbei-
tende Bildinformationen liefern.

[0043] Foto- und/oder thermoreaktive Pigmente
kénnen beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe sein,
die sich mit Laserstrahlung im UV- oder IR-Bereich
anregen lassen. Auf diese Weise ist beispielsweise
eine Laserkalibrierung in unterschiedlichen Beleuch-
tungsarten (Hellfeld, Phasenkontrast, Fluoreszenz,
vgl. EP 1 719 998 B1) moglich. Ferner kdnnen spezi-
elle Objekte verwendet werden, die auf der Oberfla-
che farblich unterschiedlich beschaffen sind und mit
schwarzer oder anderer Farbe (z.B. einer durch ei-
nen Benutzer angebrachten Farbschicht) Gberdeckt
sind. Die farbliche Auswahl kann hier beispielsweise
der Ausgangsposition des Mikroskoptischs bzw. des
Objekttragers auf dem Tisch angepasst werden. Hier-
bei kbnnen beispielsweise unterschiedliche freigeleg-
te Farben zur Identifizierung der Reihenfolge der Ka-
librationsmarkierungen bzw. deren Formen verwen-
det werden, was wiederum Zeit spart.

[0044] Allgemein handelt es sich bei einem Kalibrati-
onsobjekt um ein Objekt, auf dem entsprechende Ka-
librationsmarkierungen erzeugt werden kénnen. Hier-
bei kann es sich um spater bearbeitete Objekte han-
deln, wobei die Kalibrationsmarkierungen insbeson-
dere in Bereichen erzeugt werden, die in einer an-
schlieRenden Analyse nicht bendtigt werden, oder
um spezielle ,Kalibrationsslides®.

[0045] In einem erfindungsgemalen Verfahren kon-
nen vorteilhafterweise punktférmige, kreisformige
und/oder (faden-)kreuzférmige Kalibrationsmarkie-
rungen auf dem Kalibrationsobjekt erzeugt werden.
Die Erzeugung punktférmiger Kalibrationsmarkierun-
gen ist insbesondere bei feststehenden Lasern mog-
lich und vorteilhaft.

[0046] Die Formen von Kalibrationsmarkierungen,
beispielsweise kreisférmige, kreuz- und/oder faden-
kreuzférmige Kalibrationsmarkierungen, koénnen in
ein entsprechendes Bildauswertungsmodul ,einge-
lernt” werden, was eine besonders zuverlassige und
schnelle Erkennung erlaubt.

[0047] Wie bereits erwéhnt, umfasst das erfindungs-
gemale Verfahren, die zweiten Kalibrationswerte
zur Berechnung von Ansteuersignalen auf Grund-
lage von Positionsvorgabewerten in einem Nachka-
librationsbetrieb des Lasermikrodissektionssystems

zu verwenden. Ein ,Nachkalibrationsbetrieb® ist der
regulare Betrieb eines solchen Lasermikrodissekti-
onssystems, beispielsweise zur routinemafigen Un-
tersuchung bzw. Bearbeitung biologischer bzw. me-
dizinischer Objekte. Ein derartiger Nachkalibrations-
betrieb kann solange durchgeflihrt werden, bis, bei-
spielsweise aufgrund von sich verschlechternden
Qualitatskriterien, eine erneute Kalibration erforder-
lich wird. In diesem Fall kdnnen die ,zweiten* Kalibra-
tionswerte durch neu ermittelte (,dritte* usw.) Kalibra-
tionswerte ersetzt werden.

[0048] Wie bereits erlautert, kann das Ermitteln der
Positionsistwerte der wenigstens einen Kalibrations-
markierung mittels des Bildauswertungsmoduls die
Verwendung wenigstens einer digitalen Mustererken-
nungsvorschrift umfassen. Entsprechende Musterer-
kennungsvorschriften sind grundsatzlich bekannt und
beispielsweise in der US 2007/0066967 A1 offenbart.

[0049] Die erlduterten Bilderkennungsvorschrif-
ten, zu denen im Detail auf die erwahnte
US 2007/0066967 A1 verwiesen wird, kdnnen bei-
spielsweise auch eine Shadingkorrektur, eine Grau-
bildverarbeitung, eine Umsetzung in ein Binarbild,
eine Binarbildverarbeitung, eine Segmentation und
eine Bestimmung von Objektmerkmalen, beispiels-
weise der Kalibrationsmarkierungen und weitere aus
dem Bereich der Bildverarbeitung bekannte Verfah-
ren umfassen.

[0050] Insbesondere wird ein elektronisches Bild
zumindest eines Bildausschnitts eines Objekts auf-
genommen, und anschlieBend bildanalytisch unter-
sucht. In der genannten US 2007/0066967 A1 wird
zumindest ein auszuschneidendes Dissektat auto-
matisch ermittelt und eine Sollschnittlinie um dieses
automatisch bestimmt. Diese Technik wird im Rah-
men der vorliegenden Erfindung auf eine Kalibrati-
onsmarkierung Ubertragen und zur Ermittlung der Po-
sitionsistwerte verwendet.

[0051] Bildanalytische Verfahren basieren gewéhn-
lich auf einer Merkmalsanalyse. Bei dieser Vorge-
hensweise nutzt man die Tatsache, dass jedes Bild-
element, im vorliegenden Fall eine Kalibrationsmar-
kierung, Uber eine gewisse Anzahl individueller Merk-
male erkannt und klassifiziert werden kann. Merk-
male kénnen z.B. GréRen wie Flache, Umfang und
Durchmesser aber auch Masse, Textur, Farbe, Form
etc. sein. Indem man einen geeigneten Satz von
Merkmalen auswahlt, kann man ein Bildelement klas-
sifizieren und gegen andere Bildelemente abgren-
zen.

[0052] Diesen geeigneten Satz von Merkmalen tragt
man gewohnlich in einem ndimensionalen Merkmals-
raum auf, wie im Detail in der genannten Druckschrift
beschrieben. Beispielsweise kann ein Merkmalsraum
mit den Merkmalen Farbe, Fldche und Durchmes-
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ser gewahlt werden. Die verwendeten Merkmalsrgu-
me kénnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung
gezielt an die Kalibrationsmarkierungen angepasst
werden und umgekehrt. Bildelemente mit vergleichs-
weise wenig Farbe und einem kleinen Durchmesser
und einer kleinen Flache werden dann z.B. durch
ein erstes Merkmalscluster klassifiziert. Hiervon wer-
den Bildelemente, die durch ein anderes Merkmals-
cluster erfasst werden, unterschieden. Beispielswei-
se kénnen letztere vergleichsweise viel Farbe und ei-
nen geringen Durchmesser sowie eine kleine Flache
aufweisen. Zusétzliche Bildelemente kénnen durch
ein nochmals anderes Merkmalscluster beschrieben
werden und verfligen beispielsweise Uber weniger
Farbe und einen groflen Durchmesser sowie eine
grolRe Flache usw. Die erlduterte Erzeugung der Ka-
librationsmarkierungen, insbesondere unter Verwen-
dung der erlauterten Formen, ggf. Farben und der Be-
schichtung des Kalibrationsobjekts, vereinfacht die
Unterscheidung der Kalibrationsmarkierungen von
anderen Bildelementen, die ebenfalls auf entspre-
chenden Kalibrationsobjekten vorhanden sind.

[0053] Zur Erkennung der Kalibrationsmarkierungen
kann ferner auch ein Uberlagerungs- und/oder Sub-
traktionsbild aus Einzelbildern vor und nach der
Erzeugung der Kalibrationsmarkierungen verwendet
werden, wodurch sich die Kalibrationsmarkierungen
auch dann schnell auffinden lassen, wenn ihre Form
nicht bekannt ist. Ferner kann ein entsprechendes
Uberlagerungs- und/oder Subtraktionsbild zur Be-
rechnung eines exakten Mittelpunkts eines Laserfo-
kus genutzt werden.

[0054] GemaR einer vorteilhaften Weiterbildung der
vorliegenden Erfindung kann auch wéahrend der Ka-
librierung anhand der Kalibrationsmarkierung und/
oder deren Form der Laser automatisch eingestellt
werden. Diese Einstellung umfasst sdmtliche einstell-
baren Laserparameter, zumindest jedoch Laserener-
gie, Schnittgeschwindigkeit, Apertur und/oder Fre-
quenz. Je nach Auswertung von Form und Struk-
tur der Kalibrationsmarkierungen kénnen die einzel-
nen Parameter angepasst werden. Beispielsweise
kann weniger Energie und eine kleine Apertur bei zu
breiten Linien der Kalibrationsmarkierungen und eine
langsame Geschwindigkeit bei ,gekrimmten® Linien,
welche aufgrund zu hoher Laserfuhrungsgeschwin-
digkeit auftreten kdnnen, verwendet werden. Die Ein-
stellung der Apertur eines entsprechenden Lasers ist
beispielsweise aus der DE 100 18 255 C2 bekannt.

[0055] Die zuvor erlauterten Merkmale und Vorteile
betreffen in gleicher Weise ein erfindungsgeman vor-
geschlagenes Lasermikrodissektionssystem. Dieses
weist ein Mikroskop mit einer Auflichteinrichtung zum
Fihren eines mittels einer Lasereinheit des Lasermi-
krodissektionssystems erzeugten Laserstrahls durch
ein Mikroskopobjektiv des Mikroskops und eine La-
serablenkeinrichtung zum Ablenken des Laserstrahls

in einem durch Ansteuersignale definierten Umfang
auf. Das Lasermikrodissektionssystem weist ferner
eine digitale Bilderfassungseinheit mit einem Bildaus-
wertungsmodul auf.

[0056] Das Lasermikrodissektionssystem ist erfin-
dungsgemal mit einer Kalibrationsanordnung zur
Kalibration der Laserablenkeinrichtung versehen.
Diese ist daflr eingerichtet, die Laserablenkeinrich-
tung mit ersten Ansteuersignalen, welche auf Grund-
lage von Positionsvorgabewerten und unter Verwen-
dung von ersten Kalibrationswerten berechnet wer-
den, durch Erzeugen zumindest einer Kalibrations-
markierung auf einem in einer Objektebene des
Mikroskopobjektivs eingebrachten Kalibrationsobjekt
mittels des Laserstrahls, durch anschlieBendes Er-
fassen der wenigstens einen Kalibrationsmarkierung
mittels der digitalen Bilderfassungseinheit, durch Er-
mitteln von Positionsistwerten der wenigstens einen
Kalibrationsmarkierung mittels des Bildauswertungs-
moduls, und durch Bestimmen zweiter Kalibrations-
werte auf Grundlage einer Beziehung der Positions-
vorgabewerte und der ermittelten Positionsistwerte
eingerichtet.

[0057] Insbesondere ist ein derartiges Lasermikro-
dissektionssystem zur Durchflhrung eines Verfah-
rens wie zuvor erldutert eingerichtet.

[0058] Mittels des erfindungsgeméaflen Lasermi-
krodissektionssystems kdnnen im Gegensatz zum
Stand der Technik sehr viel genauer gewtinschte Ein-
zelzellen oder Geweberegionen (Zellverbande) eines
Objekts in ein Auffanggefal® Gberfihrt und gezielt un-
tersucht werden. Die Einzelzellen oder Geweberegio-
nen kdnnen eindeutig bestimmten Bereichen des Ob-
jekts zugeordnet werden, Kontaminationen sind auf-
grund der deutlich erhdhten Schnittgenauigkeit des
Lasers reduziert. Bei dem Objekt kann es sich bei-
spielsweise um einen Schnitt eines festen Gewebes,
um einen Aus- oder Abstrich, beispielsweise einen
mikroskopischen Schnitt durch ein Organ, um adha-
rente Zellkulturen und dergleichen handeln.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0059] Die Erfindung und Ausfihrungsformen der
Erfindung werden nachfolgend unter Bezugnahme
auf die beigefligten Zeichnungen erlautert.

[0060] Fig. 1 zeigt schematisch ein Lasermikrodis-
sektionssystem, das zur Durchfihrung eines erfin-
dungsgemalien Verfahrens verwendet werden kann.

[0061] Fig. 2 zeigt schematisch ein Verfahren zur
Kalibrierung einer Laserablenkeinrichtung gemaR ei-
ner Ausfihrungsform der Erfindung.
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[0062] Fig. 3 zeigt schematisch Kalibrationsmarkie-
rungen zur Kalibrierung einer Laserablenkeinrichtung
gemal einer Ausfuhrungsform der Erfindung.

[0063] Fig. 4 zeigt schematisch ein Verfahren zur
Kalibrierung einer Laserablenkeinrichtung geman ei-
ner Ausfiuhrungsform der Erfindung.

[0064] In den Figuren sind einander entsprechende
Elemente mit identischen Bezugszeichen angegeben
und nicht wiederholt erlautert.

Ausfuhrungsform(en) der Erfindung

[0065] In Fig. 1 ist ein Lasermikrodissektionssystem,
das zur Durchflihrung eines erfindungsgeméafien Ver-
fahrens verwendet werden kann, schematisch dar-
gestellt und insgesamt mit 100 bezeichnet. Das La-
sermikrodissektionssystem 100 entspricht in wesent-
lichen Teilen jenem, das in der EP 1 276 586 B1 of-
fenbart ist, auf die hier ausdrucklich Bezug genom-
men wird. Ein Koordinatensystem, anhand dessen
die nachfolgend erwahnten Achsen bzw. Richtungen
X, ¥ und z veranschaulicht sind, ist in der Fig. 1 mit
110 bezeichnet.

[0066] Das Lasermikrodissektionssystem 100 um-
fasst ein Mikroskop 10. In einem Mikroskopful® 11 des
Mikroskops 10 kann eine hier nur teilweise darge-
stellte Beleuchtungseinrichtung 12 vorgesehen sein.
Diese kann beispielsweise eine (nicht dargestellte)
Lichtquelle und geeignete Mittel zur Beeinflussung
des durch die Lichtquelle bereitgestellten Beleuch-
tungslichts umfassen, beispielsweise Filter und/oder
Blenden. Zur Durchlichtbeleuchtung und zur Einstel-
lung geeigneter Kontrast- bzw. Beobachtungsverfah-
ren kann eine Kondensoreinheit 90 vorgesehen sein.

[0067] Am MikroskopfulR 11 kann beispielsweise
auch eine Benutzereingabe- und/oder Benutzerinfor-
mationseinheit 13 angeordnet sein, die beispielswei-
se als Touchscreen ausgebildet sein kann, und Uber
die der Benutzer beispielsweise Betrachtungs- und/
oder Bearbeitungsparameter eingeben und/oder aus-
lesen kann.

[0068] Ferner ist ein Triebknopf 14 vorgesehen. Die-
ser dient zur Bedienung eines Grob- und eines Fein-
triebs zur Einstellung einer Hohe eines Mikroskop-
tischs 30. Ein Objekt, das sich auf einem Objekttra-
ger (hier ohne Bezeichnung) auf einem Objekthalter
50 befindet, beispielsweise ein auf dem Objekttrager
aufgebrachter Schnitt, kann hierdurch in eine Objekt-
ebene 51 eines Objektivs 41 gebracht werden. Das
Objektiv 41 ist neben weiteren Objektiven 42 in ei-
nem Objektivrevolver 40 befestigt. Zum Schutz vor
Laserstrahlung kann eine Schutzhaube 15 vorgese-
hen sein.

[0069] Von dem Objekt in der Objektebene 51 aus-
gehendes Beobachtungslicht verlauft entlang eines
Beobachtungsstrahlengangs a. In einer Tubuseinheit
60 mit geeigneten Auskoppeleinrichtungen 61 kann
ein vorzugsweise variabler Anteil des Beobachtungs-
lichts, beispielsweise um 60°, ausgekoppelt und mit-
tels eines Okularpaars 62 einem Benutzer dargebo-
ten werden. Ein weiterer Anteil des Beobachtungs-
lichts kann in eine digitale Bilderfassungseinheit 63
eingekoppelt und bildgebend erfasst werden. Der Bil-
derfassungseinheit 63 kann, vor Ort, in einer Steuer-
einheit 82 oder einem Steuerrechner 81 (siehe unten)
oder in anderer raumlicher Anordnung, ein Bildaus-
wertungsmodul 64 zugeordnet sein.

[0070] Das Lasermikrodissektionssystem 100 weist
eine Lasereinheit 70 mit einer Laserlichtquelle 75 auf.
Ein durch die Laserlichtquelle 75, bei der es sich
beispielsweise um eine UV-Laserlichtquelle handeln
kann, bereitgestellter Laserstrahl b wird in einer Auf-
lichteinheit, die hier insgesamt mit 76 angegeben ist,
an einem ersten Umlenkspiegel 71 und einem zwei-
ten Umlenkspiegel 72 umgelenkt und durch das Ob-
jektiv 41 auf das Objekt in der Objektebene 51 fokus-
siert.

[0071] Bei dem Lasermikrodissektionssystem 100
kann der Ort, an dem der Laserstrahl b auf das Ob-
jekt in der Objektebene 51 auftrifft, grundsatzlich auf
unterschiedliche Weise eingestellt werden. Einerseits
kann eine manuelle Verstelleinrichtung 31 vorgese-
hen sein, mittels derer der als Kreuztisch ausgebil-
dete Mikroskoptisch 30 in x- und y-Richtung (also
hier senkrecht bzw. parallel zur Papierebene) ver-
stellt werden kann. Neben der Verstelleinrichtung 31
kénnen auch elektromechanische Stellmittel vorge-
sehen sein, die beispielsweise durch eine Steuerein-
heit 82 angesteuert bzw. deren Position durch die
Steuereinheit 82 erfasst werden kann.

[0072] Die Steuereinheit 82 kann auch beliebige wei-
tere motorisierte Funktionen des Lasermikrodissek-
tionssystems 100 steuern und insbesondere eine
Schnittstelle zu einem externen Steuerrechner 81,
der uber entsprechende Verbindungen 83 angebun-
den sein kann, bereitstellen.

[0073] Fur die Lasermikrodissektion kann insbeson-
dere eine Laserablenkeinrichtung 73 vorgesehen
sein. Mittels der Laserablenkeinrichtung 73 kann der
Laserstrahl b gegenlber einer zwischen dem ers-
ten Umlenkspiegel 71 und dem zweiten Umlenk-
spiegel 72 verlaufenden optischen Achse c abge-
lenkt werden. Der Laserstrahl kann daher an unter-
schiedlichen Positionen auf den zweiten Umlenkspie-
gel 72 auftreffen, der beispielsweise als dichromati-
scher Teiler ausgebildet sein kann, und wird damit
auch an unterschiedlichen Positionen auf das Ob-
jektin der Objektebene 51 fokussiert. Eine Ablenkung
mittels einer Laserablenkeinrichtung 73 ist im Detail
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in der EP 1 276 586 B1 gezeigt. Es sei betont, dass
hier unterschiedliche Mdglichkeiten zur Ablenkung ei-
nes Laserstrahls b bzw. zur Positionierung des Ob-
jekts in der Objektebene 51 gegeniiber dem Laser-
strahl b zum Einsatz kommen kénnen. Die Erfindung
ist nicht auf das dargestellte Beispiel beschrankt.

[0074] Im dargestellten Beispiel weist die Lasera-
blenkeinrichtung 73 zwei massive glaserne Keilplat-
ten 731 auf, die gegen die optische Achse ¢ geneigt
und unabhéngig voneinander um die optische Ach-
se ¢ drehbar sind. Hierzu sind die Keilplatten 731
mit Kugellagern 732 gelagert. Jede der Keilplatten
ist mit einem Zahnrad 733 verbunden. Die Zahnra-
der 733 kdnnen jeweils mittels Aktoren 734 gedreht
werden, die mit entsprechenden Ansteuersignalen
beaufschlagt werden kénnen und entsprechend die
Zahnrader 733 antreiben. Die Aktoren 734 kdnnen
Uber Positonsgeber 735 verfligen (hier nur am rech-
ten Aktor 734 gezeigt). Eine durch die Positonsgeber
735 erfasste Position kann an die Steuereinheit 80
Ubermittelt werden.

[0075] In Fig. 2 ist ein Verfahren gemal einer be-
sonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
in Form eines schematischen Ablaufplans darge-
stellt und insgesamt mit 200 bezeichnet. Das Verfah-
ren 200 ist in einem hierfir eingerichteten Lasermi-
krodissektionssystem, beispielsweise dem in Fig. 1
gezeigten Lasermikrodissektionssystem 100, imple-
mentiert.

[0076] Das Verfahren geht von einem Schritt 210
aus, in dem sich ein entsprechendes Lasermikrodis-
sektionssystem in einem unkalibrierten Zustand be-
findet. In diesem unkalibrierten Zustand kann, wie
mehrfach zuvor erlautert, nicht sichergestellt wer-
den, dass die zuvor erlauterten Positionsvorgabewer-
te und Positionsistwerte einander im erforderlichen
Umfang entsprechen. Um dies zu gewahrleisten, wird
das Kalibrationsverfahren 200 durchgefuhrt.

[0077] In einem Schritt 220 werden hierzu, beispiels-
weise mittels einer Steuereinheit 80, die erwahn-
ten Positionsvorgabewerte 21 vorgegeben. Es han-
delt sich hierbei um Sollwerte, die eine Wunschpo-
sition des Laserstrahls in der Objektebene 51 des
Mikroskopobjektivs 41 angeben. In dem Schritt 220
werden auch die Positionsvorgabewerte 21 mit ,ers-
ten® Kalibrationswerten 22, die beispielsweise aus
einem Kalibrationsdatenspeicher 20 abgerufen wer-
den, verrechnet. Bei den in Schritt 220 verwende-
ten Kalibrationsdaten 22 kann es sich beispielswei-
se um standardmafige Kalibrationsdaten handeln,
wie sie typischerweise fir ein entsprechendes Laser-
mikrodissektionssystem zum Einsatz kommen, oder
um Kalibrationsdaten, die nach langerem Betrieb ei-
nes entsprechenden Lasermikrodissektionssystems
100 vorliegen. In Schritt 220 werden aus den Positi-
onsvorgabewerten 21 und den Kalibrationswerten 22

Ansteuersignale 23 berechnet und an eine Lasera-
blenkeinheit, beispielsweise die Laserablenkeinheit
73 des in Fig. 1 gezeigten Lasermikrodissektionssys-
tems ausgegeben. Hierbei kann es sich insbeson-
dere auch um entsprechende Signalfolgen von An-
steuersignalen 23 handeln, die eine kontinuierliche
und/oder schrittweise Ablenkung des Lasers in der
Laserablenkeinheit 73 bewirken. Gleichzeitig (nicht
dargestellt) wird ein entsprechender Laser kontinuier-
lich oder gepulst aktiviert, so dass mittels des Laser-
strahls zumindest eine Kalibrationsmarkierung auf ei-
nem Kalibrationsobjekt, das in eine Objektebene 51
des Mikroskopobjektivs 41 eingebracht ist, erzeugt
werden kann. Nach der erfolgreichen Abarbeitung
des Schritts 220, durch die eine Wunschanzahl ent-
sprechender Kalibrationsmarkierungen auf dem Kali-
brationsobjekt erzeugt wurde, wird das Verfahren in
einem Schritt 230 fortgesetzt.

[0078] In dem Schritt 230 wird mittels einer digita-
len Bilderfassungseinheit, beispielsweise der digita-
len Bilderfassungseinheit 63 des in Fig. 1 gezeig-
ten Lasermikrodissektionssystems 100, das Kalibra-
tionsobjekt 52, das in die Objektebene 51 des Mikro-
skopobjektivs 41 eingebracht ist, digital erfasst. Mit-
tels eines der digitalen Bilderfassungseinheit 63 zu-
geordneten Bildauswertungsmoduls 64 werden hier-
bei Positionsistwerte 24 der wenigstens einen Ka-
librationsmarkierung 53 ermittelt. Diese werden in
Schritt 230 mit den Positionsvorgabewerten 21 in Be-
ziehung gesetzt. Beispielsweise wird eine x- und y-
Abweichung in der Objektebene zwischen den Po-
sitionsvorgabewerten 21 und den Positionsistwerten
24 bestimmt. Auf dieser Grundlage werden nunmehr
neue (,zweite*) Kalibrationswerte 25 ermittelt und in
den Kalibrationsdatenspeicher 20 Ubertragen. Hier-
bei werden beispielsweise die urspringlichen (,ers-
ten®) Kalibrationswerte 22 mit den neu ermittelten
(,zweiten®) Kalibrationswerten 25 Uiberschrieben.

[0079] Das Lasermikrodissektionssystem 100 befin-
det sich damit in einem kalibrierten Zustand, der
in Schritt 240 veranschaulicht ist. In diesem Schritt
240 werden zur Lasermikrodissektion ebenfalls ent-
sprechende Positionsvorgabewerte 21, beispielswei-
se mit der Steuereinheit 80, vorgegeben, nunmehr
jedoch mit den neu ermittelten Kalibrationswerten
25 verrechnet. Auf dieser Grundlage berechnete An-
steuersignale (hier ohne Bezeichnung) kénnen an die
Laserablenkeinrichtung 73 ausgegeben werden und
bewirken eine verbesserte Ubereinstimmung zwi-
schen den Positionsvorgabewerten und den Position-
sistwerten.

[0080] In Fig. 3 sind alternative Formen von Kali-
brationsmarkierungen 53 auf Kalibrationsobjekten 52
stark vergrofiert dargestellt. Fig. 3A zeigt dabei ei-
ne punktférmige Kalibrationsmarkierung 53, die bei-
spielsweise in der Mitte eines Kalibrationsobjekts 52
erzeugt wird, wenn, wie ebenfalls zuvor erlautert, ein
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feststehender Laserstrahl eingesetzt wird. In Fig. 3B
ist eine Kalibrationsmarkierung 53, die mittels einer
Laserablenkeinrichtung 73 erzeugbar ist, und die im
dargestellten Beispiel eine Kreuzform aufweist, dar-
gestellt. Eine beispielsweise in einer digitalen Bilder-
fassungseinheit 63 bzw. in einem Bildauswertungs-
modul 64 einer derartigen digitalen Bilderfassungs-
einheit 63 implementierte Bildauswerteroutine, bei-
spielsweise geeignete parametrierte digitale Auswer-
temittel, kbnnen zur Erkennung entsprechender For-
men von Kalibrationsmarkierungen 53 auf Kalibrati-
onsobjekten 52 eingerichtet sein. Eine charakteristi-
sche Form, wie die Kreuzform, die in Fig. 3B dar-
gestellt ist, erleichtert die Erkennung. Ferner kann
mittels einer entsprechenden Form besonders ein-
fach ein durch diese definierter Bezugspunkt, hier
beispielsweise der Mittelpunkt M, definiert werden.

[0081] In Fig. 4 sind in den Teilfiguren Fig. 4A bis
Fig. 4D aufeinander folgende Teilschritte eines Ver-
fahrens gemaR einer besonders bevorzugten Aus-
fihrungsform der Erfindung schematisch dargestellt.
In sdmtlichen Teilfiguren Fig. 4A bis Fig. 4D sind, wie
in den Teilfiguren Fig. 3A und Fig. 3B der Fig. 3 mit-
tels einer digitalen Bilderfassungseinheit 63 erfasste
Kalibrationsobjekte 52 ausschnittsweise dargestellt.

[0082] In dem in Fig. 4A dargestellten ersten Teil-
schritt wird in einer oberen rechten Ecke des Kali-
brationsobjekts 52 eine entsprechende Kalibrations-
markierung 53 angebracht. Ein durch ein Bildaus-
wertungsmodul 64 ausgewerteter Bereich ist hier mit
640 bezeichnet und gestrichelt umfasst. Innerhalb
des Bereichs 640 wertet ein Bildauswertungsmodul
die vorliegenden Bilddaten mit der darin enthaltenen
Kalibrationsmarkierung 53 aus und bestimmt auf die-
ser Grundlage einen Positionsistwert. Der Positions-
istwert kann beispielsweise in Form von x- und y-Bild-
koordinaten, die bei einem entsprechend geeichten
Bildauswertungsmodul definierten Koordinaten des
Kalibrationsobjekts 52 entsprechen, angegeben wer-
den. Ist der Teilschritt, der in Fig. 4A dargestellt ist,
erfolgreich abgeschlossen, und sind Positionsistwer-
te 24 der Kalibrationsmarkierung 53 erfasst, kann das
Verfahren mit entsprechenden Teilschritten an belie-
bigen Positionen des Kalibrationsobjekts 52 fortge-
setzt werden.

[0083] Beispielsweise wird in dem in Fig. 4B dar-
gestellten Teilschritt eine weitere Kalibrationsmarkie-
rung 53 im linken oberen Bereich des Kalibrations-
objekts erzeugt und (vgl. Erfassungsbereich 640) er-
fasst und ausgewertet. Entsprechendes gilt auch fiir
die in den Fig. 4C und Fig. 4D dargestellten Teil-
schritte, die in entsprechender Weise durchgefihrt
werden. Durch die Vierfachkalibration werden beson-
ders zuverlassige Kalibrationswerte erhalten, die bei-
spielsweise in den in Fig. 2 gezeigten Kalibrationsda-
tenspeicher 20 geschrieben werden kdénnen.

Patentanspriiche

1. Verfahren (200) zur Kalibrierung einer Lasera-
blenkeinrichtung (73) in einer Auflichteinrichtung (76)
eines Mikroskops (10) eines Lasermikrodissektions-
systems (100), durch die ein mittels einer Laserein-
heit (70) des Lasermikrodissektionssystems (100) er-
zeugter und mittels der Auflichteinrichtung (76) durch
ein Mikroskopobjektiv (41) des Mikroskops (10) ge-
fuhrter Laserstrahl auf eine durch Ansteuersignale
(74) an die Laserablenkeinrichtung (73) definierte Po-
sition in einer Objektebene (51) des Mikroskopobjek-
tivs (41) gelenkt wird, wobei das Lasermikrodissekti-
onssystem (100) ferner eine digitale Bilderfassungs-
einheit (63) mit einem Bildauswertungsmodul (64)
aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass das Ver-
fahren umfasst, ein Kalibrationsobjekt (52) in die Ob-
jektebene (51) des Mikroskopobjektivs (41) einzu-
bringen, die Laserablenkeinrichtung (73) mit ersten
Ansteuersignalen (23), die auf Grundlage von Posi-
tionsvorgabewerten (21) und unter Verwendung von
ersten Kalibrationswerten (22) berechnet werden, an-
zusteuern, und mittels des Laserstrahls zumindest ei-
ne Kalibrationsmarkierung (53) auf dem Kalibrations-
objekt (52) zu erzeugen, wobei das Kalibrationsob-
jekt (52) anschlieRend mittels der digitalen Bilderfas-
sungseinheit (63) erfasst wird, mittels des Bildaus-
wertungsmoduls (64) Positionsistwerte (24) der we-
nigstens einen Kalibrationsmarkierung (53) ermittelt
werden, und auf Grundlage einer Beziehung der Po-
sitionsvorgabewerte (21) und der Positionsistwerte
(24) zweite Kalibrationswerte (25) bestimmt werden,
die zur Berechnung von Ansteuersignalen (23) fur die
Laserablenkeinrichtung (73) auf Grundlage von Posi-
tionsvorgabewerten (21) in einem Nachkalibrations-
betrieb des Lasermikrodissektionssystems (100) ver-
wendet werden.

2. Verfahren (200) nach Anspruch 1, bei dem Pla-
nar- und/oder Polarkoordinaten fur die Positionsvor-
gabewerte (21), die Positionsistwerte (24) und/oder
die Kalibrationswerte (22, 25) verwendet werden.

3. Verfahren (200) nach Anspruch 1 oder 2, bei
dem zumindest drei Kalibrationsmarkierungen (53)
auf dem Kalibrationsobjekt (52) erzeugt und jeweils
Positionsistwerte hiervon ermittelt werden.

4. Verfahren (200) nach einem der vorstehenden
Anspriiche, bei dem ein Kalibrationsobjekt (52) mit ei-
ner durch den Laserstrahl bearbeitbaren, auf einen
Objekttrager aufgebrachten Beschichtung verwendet
wird.

5. Verfahren (200) nach einem der vorstehenden
Anspriiche, bei dem wenigstens eine punktférmige,
kreisférmige und/oder (faden-)kreuzférmige Kalibra-
tionsmarkierung (53) auf dem Kalibrationsobjekt (52)
erzeugt wird.
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6. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, bei dem das Ermitteln der Positionsistwer-
te (24) der wenigstens einen Kalibrationsmarkierung
(53) mittels des Bildauswertungsmoduls (64) die Ver-
wendung wenigstens einer digitalen Mustererken-
nungsvorschrift umfasst.

7. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, bei dem das Verfahren ferner umfasst, zu-
mindest eine Energie, eine Schnittgeschwindigkeit
und/oder eine Apertur des Laserstrahls auf Grundla-
ge zumindest eines Merkmals der zumindest einen
Kalibrationsmarkierung (53) einzustellen.

8. Lasermikrodissektionssystem (100) mit einem
Mikroskop (10), das eine Auflichteinrichtung (76) zum
Flhren eines mittels einer Lasereinheit (70) des La-
sermikrodissektionssystems (100) erzeugten Laser-
strahls durch ein Mikroskopobjektiv (41) des Mikro-
skops (10) und eine Laserablenkeinrichtung (73) zum
Ablenken des Laserstrahls auf eine durch Ansteuer-
signale (74) definierte Position in einer Objektebe-
ne (51) des Mikroskopobijektivs (41) aufweist, wobei
das Lasermikrodissektionssystem (100) ferner eine
digitale Bilderfassungseinheit (63) mit einem Bildaus-
wertungsmodul (64) aufweist, gekennzeichnet durch
eine Kalibrationsanordnung zur Kalibration der La-
serablenkeinrichtung (73) durch Ansteuern der La-
serablenkeinrichtung (73) mit ersten Ansteuersigna-
len (23), welche auf Grundlage von Positionsvorga-
bewerten (21) und unter Verwendung von ersten Kali-
brationswerten (22) berechnet werden, Erzeugen zu-
mindest einer Kalibrationsmarkierung (53) auf einem
in die Objektebene (51) des Mikroskopobjektivs (41)
eingebrachten Kalibrationsobjekt mittels des Laser-
strahls, anschlieRendes Erfassen der wenigstens ei-
nen Kalibrationsmarkierung (53) mittels der digita-
len Bilderfassungseinheit (63), Ermitteln von Positi-
onsistwerten (24) der wenigstens einen Kalibrations-
markierung (53) mittels des Bildauswertungsmoduls
(64), und Bestimmen zweiter Kalibrationswerte (25)
auf Grundlage einer Beziehung der Positionsvorga-
bewerte (21) und der ermittelten Positionsistwerte
(24) zur Berechnung von Ansteuersignalen (23) fur
die Laserablenkeinrichtung (73) auf Grundlage von
Positionsvorgabewerten (21) in einem Nachkalibrati-
onsbetrieb des Lasermikrodissektionssystems (100).

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen
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