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Beschreibung
Thema

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Auf-
zeichnung von zeitlichen Anderungen der Zeitfunkti-
on von Fluoreszenz-, Phosphoreszenz- oder diffusen
Streu-Signalen einer Probe mit rdumlicher Auflésung
entlang einer Linie im Raum. Das Verfahren ist ins-
besondere zur Anwendung in der Mikroskopie biolo-
gischer Objekte geeignet, kann aber ebenso an gro-
Reren lebenden Organismen eingesetzt werden.

Stand der Technik

[0002] Fluoreszenztechniken haben breite Anwen-
dungen in der biologischen Forschung, da sie direk-
te Information Uber biochemische Vorgange auf der
molekularen Skala liefern. Die Entwicklung von Fluo-
reszenz-Methoden hat besonders von der Einflhrung
von multi-dimensionalen Mikroskopie-Techniken pro-
fitiert, die Fluoreszenzdaten Uber drei raumlichen Ko-
ordinaten, sowie der Anregungs- und Emissionswel-
lenldnge, und der Polarisationsrichtung des Lichts
liefern. Es ist weiterhin mdglich, die Abklingfunktio-
nen von Fluoreszenz-, Phosphoreszenz- oder Streu-
signalen innerhalb der Volumenelemente der Probe
zu bestimmen. Dazu wird die Probe mit kurzen La-
serimpulsen angeregt und die Zeitfunktion der Emis-
sion nach den Impulsen gemessen [1]. Unter allen
erwahnten Parametern liefert diese Abklingfunktion
den direktesten Einblick in die molekularen Wechsel-
wirkungen der angeregten Molekule mit ihrer biologi-
schen Umgebung.

[0003] Zur rdumlich aufgelésten Bestimmung, insbe-
sondere von Fluoreszenz-Abklingfunktionen oder ih-
rer Parameter, sind eine Reihe verschiedener Ver-
fahren bekannt. Die Verfahren kénnen danach unter-
schieden werden, ob sie im Frequenzbereich [2, 4]
oder im Zeitbereich [1, 6] arbeiten. Eine weitere Un-
terscheidung betrifft das optische Verfahren: Die Pro-
be kann zur Anregung der Fluoreszenz mit einem La-
serstrahl gescannt oder gleichzeitig in ihrer ganzen
Flache beleuchtet werden. Eine weitere Unterschei-
dung betrifft das Detektionsverfahren: Das Messsi-
gnal kann als Analogsignal [6] oder als Folge von ein-
zeln detektierten Photonen betrachtet werden [1]. Die
unterschiedlichen Verfahren und ihre Kombinationen
unterscheiden sich im Wesentlichen in der Effizienz,
d.h. der Anzahl von Photonen, die zur Erreichung ei-
ner bestimmten Genauigkeit der Fluoreszenzlebens-
dauer notwendig sind, und der Fahigkeit, die Probe
raumlich dreidimensional aufzulésen. Beide Merkma-
le sind fur die Untersuchung biologischer Objekte von
essentieller Bedeutung. Das einzige bekannte Ver-
fahren, das eine nahezu ideale Effizienz bei Aufl6-
sung in drei rdumlichen Dimensionen und zusatzlich
in der Wellenldnge ermdéglicht, ist die Kombination
von Scanning und zeitkorrelierter Photonenzéhlung
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[1]. Eine solche Kombination wurde erstmals in [3] be-
schrieben. Dabei wurde die Probe mit einem fokus-
sierten Laserstrahl gescannt und sequentiell an je-
dem Punkt eine Fluoreszenz-Abklingfunktion gemes-
sen. Der Nachteil des beschriebenen Verfahrens be-
steht in der Notwendigkeit, an jedem Punkt eine vol-
le Abklingfunktion zu messen, bevor der Scanner auf
den nachsten Punkt Gbergehen kann. Dadurch kén-
nen nur sehr langsame Scan-Geschwindigkeiten be-
nutzt werden.

[0004] Ein moderneres Verfahren besteht darin,
dass fir jedes detektierte Photon die Zeit nach dem
letzten Laserimpuls, die x-y-Position des Laser-Fo-
kus in der Probe und (bei Bedarf) die Wellenlédnge
des Photons bestimmt werden. Uber diesen Parame-
tern wird eine mehrdimensionale Photonenverteilung
aufgebaut. Die Scan-Geschwindigkeit ist dabei nur
durch den Scanner begrenzt. Entsprechende Verfah-
ren sind z. B. in [1] und [7] beschrieben. Nachfol-
gend sollen ausschliellich Verfahren betrachtet wer-
den, die auf dem Aufbau mehrdimensionaler Photo-
nenverteilungen beruhen.

[0005] Ein Problem entsteht, wenn die zu bestim-
mende Zeitfunktion selbst zeitlichen Anderungen un-
terworfen ist und diese Anderungen verfolgt werden
sollen. Solche Anderungen kénnen z.B. durch neu-
ronale Aktivitdt, durch Stoffwechsel-Aktivitat, oder
durch den Herzschlag eines Versuchstieres oder Pa-
tienten entstehen. Die betreffenden Variationen kén-
nen im Zeitbereich von Millisekunden bis zu meh-
reren Sekunden ablaufen. Will man die dadurch in-
duzierten Anderungen in den Abklingfunktionen von
Fluoreszenz-, Phosphoreszenz- oder Streusignalen
rdaumlich aufgeldst aufzeichnen, bendétigt man ei-
ne Messfolge, die wenigstens um eine Gréfienord-
nung schneller als diese Anderung ist. Bekannte, auf
zeitkorrelierter Einzelphotonenzahlung und Raster-
Scanning beruhende Verfahren und Anordnungen er-
mdglichen Messfolgen von einigen Sekunden bis her-
ab zu einigen 100 ms pro Schritt [11].

[0006] Fur schnellere Messfolgen entstehen zwei
Probleme: Fur jeden Schritt der Folge ist wenigstens
ein kompletter x-y-Scan notwendig. Die bekannten
Scanner benoétigen dazu 100 ms bis etwa 1 s. Das be-
grenzt die Geschwindigkeit der Messfolge. Das zwei-
te Problem besteht darin, dass der Photonenfluss von
der Probe nicht beliebig erhéht werden kann, ohne
diese zu zerstoren. Es ist deshalb nicht mdéglich, in
ausreichend kurzer Zeit alle Pixel des Scans mit einer
zur Bestimmung der Abklingfunktion ausreichenden
Anzahl von Photonen zu fiillen.

[0007] Ein bekannter Weg zur Verringerung der
Scan-Zeiten bei Erhaltung der dreidimensionalen
raumlichen Auflésung ist das Scannen mit einem fo-
kussierten Strahl entlang einer definierten Linie inner-
halb einer x-y-Ebene oder innerhalb eines x-y-z-Rau-
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mes [9]. Mit den bekannten Scanner-Prinzipien wer-
den in diesem Falle Scan-Zeiten im Bereich von 1 ms
und darunter erreicht. Das Problem der begrenzten
Photonenzahl wird damit jedoch nicht gelést, und An-
wendungen in Verbindung mit Fluoreszenz-Lebens-
dauer-Detektion oder zeitkorrelierter Photonenzah-
lung sind bisher nicht bekannt.

[0008] Ein weiterer bekannter Weg zu schnellen
Aufzeichnung von Fluoreszenzbildern besteht darin,
dass der Fokus des Anregungsstrahles mit optischen
Mitteln zu einer Linie deformiert wird. Die Probe wird
mit dieser Linie senkrecht zu deren Ausdehnung ge-
scannt. Das von der Probe emittierte Licht wird auf
einen Multi-Element-Detektor projiziert, dessen Ele-
mente entlang der projizierten Linie angeordnet sind.
Damit werden raumlich zweidimensionale Bilder mit
einem eindimensionalen Scan aufgezeichnet [5, 8].
Der Nachteil besteht darin, dass die erzeugte Linie
nicht beliebig geformt und im Raum angeordnet wer-
den kann. Darlber hinaus ist ein Multi-Element-De-
tektor mit einer groflen Anzahl von Elementen not-
wendig. Anwendungen des Verfahrens zur Detektion
der Fluoreszenz-Lebersdauer oder deren zeitlicher
Anderung sind nicht bekannt.

[0009] Ein Verfahren zum Aufbau von Photonenver-
teilungen Uber rdumlichen Koordinaten und zwei ver-
schiedenen Zeitkoordinaten ist in [10] beschrieben.
Hierbei werden den Photonen gleichzeitig die Zeit
innerhalb einer hochfrequenten Pulsperiode der An-
regungsstrahlung und die Zeit innerhalb der Peri-
ode einer zusatzlichen langsameren Modulation zu-
geordnet. Aus diesen Daten werden zwei unabhan-
gige Photonenverteilungen aufgebaut mit dem Ziel,
gleichzeitig Lumineszenzabklingvorgdnge auf ver-
schiedenen Zeitskalen, z.B. Fluoreszenz und Phos-
phoreszenz, aufzuzeichnen. Dynamische Variatio-
nen der Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzlebens-
dauer werden damit nicht erfasst.

[0010] Die Offenlegungsschrift DE 199 20 158 A1
beschreibt ein Verfahren zur Aufzeichnung von Fluo-
reszenz-Lifetime-Bildern. Das Verfahren beruht auf
einem Raster-Scan in Verbindung mit Zeitkorrelier-
ter Einzelphotonenzahlung (Time-Correlated Single
Photon Counting, TCSPC) und einem gepulsten La-
ser. Zeitliche Anderungen der Fluoreszenzabkling-
funktionen sind bei diesem Verfahren nur durch wie-
derholte Messung und Vergleich der erhaltenen Da-
ten zu ermitteln. Die schnellsten Anderungen, die
man auf diese Weise verfolgen kann, liegen in der
Grolenordnung der Messzeit fir einen einzelnen Da-
tensatz. Diese ist bei dem angewendeten Verfahren
im Bereich von Sekunden oder Minuten, mindestens
jedoch so lang wie ein ein einzelner Frame des Ras-
ter-Scans. Ein Frame dauert mit der zur Zeit verflig-
baren Scanner-Technik zwischen 100 ms und eini-
gen Sekunden. Schnellere Anderungen werden nicht
erfasst, weiterhin ergibt sich das Problem, dass in ei-
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nem einzelnen Frame des Raster-Scans keine aus-
reichende Anzahl von Photonen aufgesammelt wer-
den kann, um die Fluoreszenz-Lifetime in den einzel-
nen Pixeln zu ermitteln.

[0011] Die Offenlegungsschrift
DE 10 2004 006 960 A1 beschreibt ein Verfah-
ren zur Kompensation von Bewegungs-Artefakten in
TCSPC-FLIM Bildern. Dazu wird eine schnelle Folge
von Bildern aufgezeichnet, und die Bilder werden mit
einem unabhangig ermittelten Verschiebungsvektor
aufsummiert. Dieses Verfahren dient nicht der Auf-
zeichnung von schnellen Anderungen von Fluores-
zenzlebensdauern und kann auch nicht dazu genutzt
werden.

[0012] In der Offenlegungsschrift DE 103 39 312 A1
wird ein Verfahren zur spektral aufgelésten Registrie-
rung von Fluoreszenzbildern beschrieben. Die Pro-
be wird bei diesem Verfahren zwar gescannt, aber
es wird keine Photonenverteilung, insbesondere kei-
ne solche Uber zwei verschiedenen Zeiten aufge-
zeichnet. Fluoreszenz-Lebensdauern, insbesondere
schnelle Anderungen der Fluoreszenz-Lebensdauer,
werden nicht detektiert.

[0013] In der Offenlegungsschrift
DE 10 2008 018 475 A1 wird eine Kamera beschrie-
ben, die durch Vergleich der Phasenlage eines ge-
pulsten oder modulierten Anregungssignals mit der
Phasenlage des Lumineszenzsignals die Lebens-
dauer der Lumineszenz in den einzelnen Pixeln des
Bildes bestimmt. Die Kamera soll ein zum TCSPC
alternatives Messverfahren zur Ermittlung von Lu-
mineszenz-Lebenszeiten ermdéglichen. Es bietet je-
doch im Gegensatz zum TCSPC nicht die Mdglich-
keit, Photonenverteilungen aufzubauen, um zeitliche
Veranderungen in der Lumineszenz-Lebenszeit im
sub-ms Bereich zu registrieren.

[0014] Das Patent DE 10 2006 029 809 B3 be-
schreibt ein Verfahren, bei dem ein Objekt an ei-
nem einzelnen Punkt mit einem Laser angeregt wird
und das Spektrum des Fluoreszenzsignals gemes-
sen wird. Das Verfahren basiert nicht auf Photonen-
zahlung, misst keine Fluoreszenz-Lifetime, baut kei-
ne Photonenverteilung tber Raum und/oder Zeit auf,
und detektiert auch keine schnellen Anderungen der
Fluoreszenz-Abklingfunktion.

[0015] Inder Patentschrift DE 600 01 731 T2 wird ein
Verfahren zur Bestimmung von Fluoreszenz-Para-
metern einzelner Molekile beschrieben. Die Moleki-
le diffundieren entweder durch den Anregungs-Fokus
oder sind selbst stochastischen Anderungen in inrem
Fluoreszenzverhalten unterworfen. Die Fluoreszenz-
parameter werden in kurzen Zeitintervallen bestimmt,
und Histogramme der Haufigkeit der ,Molekil-Zu-
stédnde” Uber mehreren Parametern aufgebaut. Eine
Verteilung von Fluoreszenz-Photonen lber mehrere
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Zeiten (d.h. die Registrierung einer schnellen Ande-
rung in der Fluoreszenzlebenszeit), insbesondere in-
nerhalb einer kurzen Zeit im Bereich von sub-ms, in
dem schnelle Veranderungen in der Fluoreszenzle-
benszeit durch die schnelle Laserpulsfolge induziert
wurde oder nach einem externen Ereignis, wird nicht
aufgebaut. Das Verfahren entspricht damit weder in
seinem Wirkungsmechanismus noch in seinem Ziel
dem erfindungsgeméafien Verfahren.

[0016] Die Patentanmeldung
DE 10 2009 013 147 A1 beschreibt einen Raster
Scan einer Probe mit dem Ziel der Integration Uber
den gesamten Scan, um mdglichst schnell ein grof3e-
res Probenvolumen zu erfassen. Das Verfahren baut
keine Photonenverteilung tber den Ort in der Pro-
be und auch keine Photonenzeiten auf. Das Verfah-
ren beinhaltet nicht die Messung einer Fluoreszenz-
lebenszeit. Es wird ferner auch keine Mdéglichkeit vor-
geschlagen, die Registrierung einer schnellen Ande-
rung in der Fluoreszenzlebenszeit zu messen.

[0017] Das Patent DE 698 24 174 T2 stellt ein auto-
matisches Verfahren zum Analysieren von Zellen vor.
Durch Kombination von Zell-Screening-Formaten mit
Fluoreszenz-basierten molekularen Reagenzien und
einer computergestitzten Merkmalsextraktion, Da-
tenanalyse und Automatisierung soll eine schnelle-
re Bewertung von Arzneimittelkandidaten erméglicht
werden Fur das Durchmustern von Verbindungen
werden Standard-Mikrotiterplatten (86 bis 129 Milli-
meter grof3 mit 96 Vertiefungen) verwendet. Mit Scan-
ner ist dabei das Scannen von Vertiefung zu Vertie-
fung in circa 5 Sekunden gemeint. Die Datenerfas-
sung pro Vertiefung dauert circa 5 Sekunden, d.h. 10
Sekunden fir eine Vertiefung bis zur nachsten.

[0018] Die Patentanmeldung
DE 10 2008 059 788 A1 betrifft die Analyse von Zeit-
serien von Lumineszenzbildern. Die Aufzeichnung
von zeitlichen Anderungen der Fluoreszenz-Lifetime
ist nicht beinhaltet.

[0019] Die Patentschrift DD 205 522 A1 beschreibt
das generelle, technische Prinzip der zeitkorrelier-
ten Einzelphotonenzahlung. Eine Aufzeichnung Gber
zwei unabhangige Zeiten bzw. die Aufzeichnung von
zeitlichen Anderungen der Zeitfunktionen von opti-
schen Signalen wird weder erwdhnt noch nahegelegt.

[0020] Das Patent EP 0 418 588 B1 beschreibt ein
Verfahren zum Auslesen eines Strahlungsdosime-
ters. Das Glas des Dosimeters wird durch die vor-
her empfangene energiereiche Strahlung lumines-
zent. Die Lumineszenz wird durch Anregung mit ei-
nem UV-Laser ausgelesen. Wahrend der Bestrah-
lung klingt die Lumieszenz langsam ab. Diese Ab-
nahme ist nicht verursacht durch die Lunineszenz-Le-
bensdauer, sondern durch Entleerung der von der en-
ergiereichen Strahlung induzierten Farbzentren. Die
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Abnahme wird gemessen und zur Bestimmung der
empfangenen Dosis ausgewertet. Es wird somit eine
zeitliche Anderung einer Lumineszenzintensitat ge-
messen. Das Verfahren beinhaltet nicht die Messung
einer Fluoreszenzlebenszeit. Es wird ferner auch kei-
ne Mdoglichkeit vorgeschlagen, die Registrierung ei-
ner schnellen Anderung in der Fluoreszenzlebenszeit
Zu messen.

[0021] Die Anmeldung DE 10 2010 016 395 A1 be-
schreibt ein Verfahren zur gleichzeitigen Aufzeich-
nung von Phosphoreszenz- und Fluoreszenz-Life-
time-Bildern. Hierbei werden die Zeiten der Photonen
auf zwei unabhéangigen Zeitskalen ermittelt, namlich
bezogen auf die Zeit innerhalb der Pulsperiode des
Lasers und bezogen auf die Zeit innerhalb der Peri-
ode einer zusatzlichen Modulation des Lasers. Dar-
aus werden jedoch zwei unabhangige Photonenver-
teilungen aufgebaut.

[0022] Die Anmeldung DE 100 54 426 A1 betrifft ein
Verfahren zur Abtastung von Lumineszenzabkling-
vorgangen mit einem zeitlich verschiebbaren Gate-
Impuls. Das Verfahren erfordert ein Scannen der
Gate-Verzogerung. Es beruht nicht auf zeitkorrelier-
barer Photonenzahlung, baut keine Photonenvertei-
lung Uber zwei unabhangigen Zeiten auf, und dient
auch nicht der Aufzeichnung von schnellen Anderun-
gen der Abklingfunktion.

[0023] Das Patent DE 691 12 493 T2 betrifft eine An-
ordnung zur Bestimmung von Fluoreszenzmustern,
vorzugweise in Verbindung mit einer Elekrophorese-
vorrichtung und zur Anwendung in der DNA-Analy-
se. Die Messung erfolgt nicht durch Photonenzah-
lung, sondern mit einem linearen Detektor, dessen
Signal verstérkt und von einem A-D-Wandler digi-
talisiert wird. Das Verfahren baut keine Photonen-
verteilungen auf. Uber die Bewegung der Molekiile
innerhalb der Elektrophoresevorrichtung werden in-
direkt unterschiedliche Fluoreszenz-Signaturen tber
der Zeit erfasst. Das betrifft jedoch nicht die Fluores-
zenz-Lifetime, insbesondere nicht deren Anderung
nach einer Stimulation eines Messobjektes.

[0024] Das Patent DE 44 45 214 C2 beschreibt
die Messung der radumlichen Verteilung von Fluores-
zenz-Intensitaten mit einem optischen Vielkanalana-
lysator. Durch Messung an verschiedenen Detektor-
Positionen wird ein tomographisches Verfahren reali-
siert. Es erfolgt keine Aufzeichnung von Fluoreszenz-
Abklingfunktionen oder deren Anderung.

[0025] Die Auslegeschrift DE 1 274 384 A betrifft
eine Anordnung zur Prifung und zum Abgleich von
Einrichtungen zum Feststellen Phosphoreszierender
Kennzeichen. Bei diesem Verfahren Lumineszenz
wird angeregt und gemessen.
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[0026] Ziel der Erfindung ist ein Verfahren, bei dem
entlang einer beliebig im Raum liegenden Linie die
Lichtintensitat als Funktion sowohl der Zeit nach ei-
nem optischen Anregungsimpuls als auch einer wei-
teren Zeit im Bereich der erwarteten Anderungen die-
ser Funktion aufgezeichnet wird. Das Verfahren soll
auch in solchen Fallen sinnvolle Daten liefern, wenn
die mittlere Detektionsrate von der GréRenordnung
der reziproken Pixel-Zeit des Scans ist oder sogar
darunter liegt. Weiterhin soll das Verfahren in der La-
ge sein, solche Daten gleichzeitig bei verschiedenen
Anregungs- und Emissions-Wellenlangen zu liefern.

[0027] Diese Aufgabe wird erfindungsgeman folgen-
dermallen gel6st.

[0028] Die Probe wird mit dem fokussierten Strahl
einer hochfrequent gepulsten Anregungslichtquelle
entlang einer beliebigen Linie im Raum repetierend
gescannt. Durch geeignete optische Mittel wird dafur
gesorgt, dass Licht (Fluoreszenz, Phosphoreszenz,
oder diffus gestreutes Anregungslicht) nur aus dem
Bereich des Anregungs-Fokus detektiert wird. Ver-
fahren und Anordnungen fir den Scan-Vorgang an
sich sind seit langer Zeit bekannt [5] und werden hier
nicht beansprucht.

[0029] Die aus dem Bereich des Anregungs-Fokus
detektierten Photonen werden von einem geeigneten
Detektor detektiert. Fir jedes einzelne Detektionser-
eignis werden die Zeit innerhalb der Anregungs-Puls-
periode, t, und die Position des Anregungsstrahls, x,
auf der gescannten Linie bestimmt. Weiterhin wird
bestimmt die Zeit, T, des Detektionsereignisses nach
einem Referenzimpuls, der mit der erwarteten zeitli-
chen Anderung der Fluoreszenz-, Phosphoreszenz-
oder Streu-Zeitfunktion korreliert ist. Dieser wird ent-
weder aus einer externen Stimulation der Probe oder
aus einem proben-internen Ereignis, z.B. dem Herz-
schlag eines Versuchstieres, abgeleitet. Uber diesen
Parametern, also t, x und T, wird eine Verteilung der
Photonenzahl, n, aufgebaut. Diese kann betrachtet
werden als ein Array von Zeitfunktionen, n(t), in der
x,T-Ebene, also Uber der Position innerhalb der ge-
scannten Linie und der Zeit nach der Stimulation. So-
weit nur eine einmalige Stimulation der Probe be-
trachtet wird, scheint das Verfahren - auer der Ver-
meidung von Auslesezeiten fir die Daten der einzel-
nen Scan-Perioden - keine besonderen Vorteile auf-
zuweisen. Die Aufldsung fiir Anderungen der Zeit-
funktion ist die Zeit flir das Scannen der Linie. Diese
ist zwar kurzer als die Zeit eines x-y-Scans, aber die
Anzahl der Photonen pro Pixel (d.h. Zeitfunktion) in-
nerhalb der x-T-Ebene ist nach wie vor durch das Ver-
haltnis von mittlerer Photonenrate und Pixelfrequenz
bestimmt. Damit verbieten sich schnelle Scans mit
entsprechend kurzen Pixel-Zeiten.

[0030] Die Situation ist véllig anders, wenn eine re-
petierende Stimulation der Probe betrachtet wird. Es
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ist dann nicht mehr notwendig, dass jedes Pixel in der
x-T-Ebene der Photonenverteilung innerhalb der Pi-
xel-Zeit mit Photonen gefiillt wird. Fir einen schnellen
Scan wird das Zahlen der Photonen vollstdndig vom
Scan-Prozess dekorreliert: Wenn ein Photon detek-
tiert wird, wird es je nach Position des Scanners und
nach der Zeit nach der letzten Stimulation in ein Pixel
innerhalb der x-T-Ebene eingetragen. Der Zeitkanal
innerhalb dieses Pixels bestimmt sich nach der Zeit
nach dem Anregungsimpuls. Um das t-x-T Array zu
fullen, muss man also nur die Messung ausreichend
lange fortsetzen.

[0031] Das Verfahren kann fur die gleichzeitige Mes-
sung in mehreren Wellenldngen-Bereichen erweitert
werden. Dazu wird z.B. mit einem Vielkanal-Detektor
die Wellenlange, A, der einzelnen Photonen bestimmt
und als weiterer Parameter der Photonenverteilung
benutzt. Es entsteht dann eine Verteilung tber t,x,T
und A. Diese kann als eine Anzahl von t,x, T-Verteilun-
gen fur verschiedene Wellenlangen interpretiert wer-
den.

[0032] Eine denkbare Modifikation des Verfahrens
besteht darin, dass die Wellenldnge der Anregungs-
lichtquelle in schneller Folge, innerhalb eines Pixels
der Linie, Linie fir Linie, oder von einer Stimulations-
periode zur nachsten geandert wird. Wird die Anre-
gungswellenlange als Parameter der Photonenver-
teilung benutzt, entsteht ebenfalls eine t,x,T,A-Vertei-
lung, aber diesmal nicht fur die Emissions-, sondern
fur die Anregungswellenlénge.

[0033] Ebenso ist es mdglich, abwechselnd mehre-
re verschiedene Linien, z.B. in variablem Abstand zu-
einander, zu scannen. Der Abstand, d, wird als Para-
meter der Photonenverteilung benutzt, so dass eine
t,x,T,d-Verteilung entsteht. Als Sonderfall kann auch
der Abstand zwischen dem Laser-Focus und dem
Punkt der Photonendetektion variiert werden. Ein sol-
ches Verfahren ist fir die Messung von diffus ge-
streuten Signalen sinnvoll.

[0034] Ein weiterer Vorteil des vorgeschlagenen
Verfahrens ist, dass sich sowohl die t,x,T-Verteilung
als auch die t,x,T,X-Verteilungen mit vorhandenen
Programmen flr die Analyse von Fluoreszenz-Life-
time-Imaging-(FLIM)-Daten darstellen und analysie-
ren lassen.

Ausflhrungsbeispiel

[0035] Das Verfahren soll anhand von Fig. 1 an ei-
nem Anwendungsbeispiel erlautert werden.

[0036] Eine Anregungslichtquelle erzeugt Lichtim-
pulse mit einer Frequenz im MHz-Bereich. Das Anre-
gungslicht wird tUber einen Scanner geleitet und Uber
ein geeignetes optisches System auf die Probe fokus-
siert. Der Scanner wird so gesteuert, dass der fokus-
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sierte Anregungsstrahl auf der Oberflache oder inner-
halb der Probe eine Linie der gewlinschten Form und
Lage beschreibt.

[0037] Die Probe wird durch aufieren Einfluss in ei-
ner Weise stimuliert, dass sich die optischen Eigen-
schaften, wie zum Beispiel das Fluoreszenz- oder
Phosphoreszenz-Abklingverhalten oder die Streu-
und Absorptionseigenschaften andern.

[0038] Das von der Probe abgestrahlte Licht wird in
geeigneter Weise einem Detektor zugeflhrt. Dieser
liefert einen elektrischen Impuls fiir jedes detektierte
Photon. In einer Zeitmess-Anordnung geeigneter Art
wird die zeitliche Lage, t, dieser Impulse in der jewei-
ligen Pulsperiode der Anregungsquelle bestimmt.

[0039] Weiterhin wird der Ort, x, des Anregungs-
strahles entlang der gescannten Linie innerhalb der
Probe im Moment der Photonen-Detektion bestimmt.
Das kann entweder durch Zahlen von pixelsynchro-
nen Taktperioden innerhalb der Scan-Periode oder
Verarbeitung der digitalen Steuersignale des Scan-
ners erfolgen.

[0040] Als dritte Messgrdsse wird die Zeit des Pho-
tons nach dem Stimulations-Ereignis bestimmt. Das
kann entweder durch Z&hlen von Perioden eines un-
abhéangigen Clock-Oszillators oder durch Zahlen der
Perioden des Scanners erfolgen. Die zweite Metho-
de hat den Vorteil, dass die Zeitmessung automatisch
mit den Scan-Perioden synchronisiert ist.

[0041] Aus den so ermittelten Werten, t, x, und T,
wird eine Photonenverteilung aufgebaut. Der Aufbau
dieser Verteilung kann sowohl durch eine Hardware-
Logik als auch durch Software erfolgen. Die Hard-
ware-Ldsung besteht aus einem Speicher, der durch
die (digitalen) GréRen t, x, und T adressiert wird. Bei
jeder Photonen-Detektion wird der Wert der Photo-
nenzahl, n, im adressierten Speicherplatz inkremen-
tiert. Die Software-Lésung wird realisiert, indem die
digitalen Werte t, x, und T, fiir jedes Photon in einen
Rechner Gbertragen werden. Die dort installierte Soft-
ware adressiert Uber die Werte t, x, und T einen Spei-
cherplatz innerhalb eines geeigneten Speicherberei-
ches und inkrementiert die dort vorhandene Photo-
nenzahl, n. Das Resultat nach der Detektion einer
groflen Anzahl von Photonen ist die gesuchte Photo-
nen-Verteilung n (t, x, T). Diese kann als ein Array
von Zeitfunktionen n(t) in einer x-T-Ebene betrachtet
werden, siehe Fig. 1 rechts.

[0042] Durch Verwendung eines Vielkanal-Detek-
tors ist es mdglich, der n (t, x, T)-Verteilung eine wei-
tere Koordinate, ndmlich die Wellenlange des emit-
tierten Photons hinzuzufugen. Das Prinzip istin Fig. 2
erlautert. Das emittierte Signal wird dazu in seine
spektralen Komponenten aufgespalten. Diese wer-
den in mehreren Detektor-Kanalen detektiert. Die
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Ausgangsimpulse der Detektor-Kanédle werden zu-
sammengefasst und der Zeitmessung, t, zugeflhrt.
Gleichzeitig bestimmt ein Encoder den Detektorka-
nal, der das entsprechende Photon detektiert hat.
Dem Detektorkanal ist die Wellenlénge, A, des Pho-
tons zugeordnet. Sie wird als zusétzliche Koordinate
zum Aufbau der Photonenverteilung verwendet. Es
entsteht eine Verteilung n (t, x, T, A).

[0043] Fur das beschriebene Verfahren ist es uner-
heblich, auf welche Weise die Photonen vom ange-
regten Punkt auf den Detektor Ubertragen werden.
Fir Fluoreszenz- und Phosphoreszenz-Anwendun-
gen mit konventioneller Anregung ist es zweckmanRig,
das Emissionssignal Uber den Scanner zuriickzufiih-
ren. Der angeregte Punkt kann dann in ein stationa-
res Pinhole projiziert werden um Photonen aus Berei-
chen oberhalb und unterhalb des Anregungs-Fokus
zu unterdriicken. Fur Anwendungen mit Multi-Photo-
nen-Anregung kann das emittierte Licht unter Umge-
hung des Scanners direkt auf einen Detektor projiziert
werden. Da in diesem Falle keine Anregung oberhalb
und unterhalb des Anregungsfokus entsteht, brau-
chen entsprechende Signalanteile auch nicht unter-
druckt zu werden.

[0044] Fir Messungen der diffusen Streuung kann
es notwendig sein, den Detektionspunkt gegen den
Anregungspunkt definiert rdumlich zu versetzen. Das
kann durch einen Versatz des Pinholes erfolgen. Ei-
ne flexiblere Lésung entsteht, wenn das emittierte Si-
gnal durch einen zweiten Scanner geleitet wird, der
zeitsynchron mit dem Scanner des Anregungsstrah-
les arbeitet. Beide Scanner kbnnen dann definiert ge-
geneinander versetzt arbeiten. Es ist auch mdglich,
diesen Versatz zeitlich schnell zu variieren. Ist die Va-
riation schneller als die untersuchten Anderungen in
der Probe, kann der Versatz, d, als zusétzlicher Pa-
rameter der Photonenverteilung verwendet werden.
Das Resultat ist eine n (t, x, T, d)-Verteilung. Diese
kann interpretiert werden als eine Anzahl von Photo-
nenverteilungen wie in Fig. 2 dargestellt. Diese gilt
aber nicht fur verschiedene Wellenlédngen, sondern
fur verschiedenen Versatz, d, zwischen Anregungs-
und Messpunkt.

[0045] Eine ahnliche Erweiterung ergibt sich, indem
die Wellenlange der Anregungslichtquelle in schnel-
ler Folge variiert wird. Das Resultat ist dann eine An-
zahl von Photonenverteilungen flir verschiedene An-
regungswellenlangen.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Aufzeichnung von zeitlichen An-
derungen der Fluoreszenzabklingfunktion entlang ei-
ner Linie innerhalb einer rdumlich ausgedehnten Pro-
be, gekennzeichnet dadurch, dass die Probe mit dem
Strahl einer hochfrequent gepulsten Lichtquelle ent-
lang besagter Linie repetierend gescannt wird, ein-
zelne Photonen der durch die Lichtquelle angeregten
Fluoreszenz-, Phosphoreszenz- oder diffusen Streu-
signale detektiert werden, fir jedes Photon die Dis-
tanz entlang der Linie, die Zeit innerhalb der Laser-
Pulsperiode und die Zeit nach einem beliebigen Er-
eignis innerhalb oder auRerhalb der Probe bestimmt
sowie die Verteilung der Photonenzahl Uber diesen
Parametern aufgebaut wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem zusatzlich
die Wellenlange der Photonen des Fluoreszenzlich-
tes bestimmt und eine Verteilung der Photonen tber
die Distanz entlang der Linie, der Zeit innerhalb der
Laser-Pulsperiode, der Zeit nach dem Ereignis und
der Wellenlange der Photonen aufgebaut wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Wel-
lenlange der Anregungslichtquelle periodisch variiert
und eine Verteilung der Photonen Uber die Distanz
entlang der Linie, der Zeit innerhalb der Laser-Puls-
periode, der Zeit nach dem Ereignis und der Anre-
gungswellenlange aufgebaut wird.
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4. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem ein raumli-
cher Versatz zwischen dem Punkt der Anregung und
dem Punkt der Messung besteht, dieser in schnel-
ler Folge variiert wird, und eine Verteilung der Pho-
tonen Uber die Distanz entlang der Linie, der Zeit in-
nerhalb der Laser- Pulsperiode, der Zeit nach dem
Ereignis und besagtem Versatz zwischen dem Anre-
gungs- und Messpunkt aufgebaut wird

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, bei
dem das besagte Ereignis durch Messung einer be-
liebigen physikalischen oder chemischen GréRe aus
einem innerhalb der Probe stattfindenden, von der
Messung unabhangigen Vorgang abgeleitet wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4 oder 5, bei
dem das besagte Ereignis im Aufpriagen einer An-
derung einer beliebigen physikalischen oder chemi-
schen GréRe auf die Probe besteht.

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem diese phy-
sikalische GroRe die Intensitat oder die Wellenlange
der zur Anregung der Probe verwendeten hochfre-
quent gepulsten Lichtquelle ist.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spruiche, bei dem die Zeiten der Photonen nach dem
besagten Ereignis durch Zahlen der Scan-Perioden
bestimmt werden.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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Fig. 1
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