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(587) Abstract

The invention relates to an optical system in the ray
path of a confocal fluorescence microscope, comprising at
least one laser light source (1, 2), a device positioned in
the illuminating/detecting beam (3, 4, 5) for separating the
exciting light (8) from the fluorescent light (9), an objective
(10) arranged between the device and the object (7), and a
detector (11) positioned downstream of the device situated
in the detecting beam (5). The aim of the invention is
to increase the fluorescence yield of the system while
retaining its compact structure. To this end the separating
device comprises a mirror (13) which is dimensioned and
positioned in the illuminating and/or detecting beam (3, 4,
5) in such a way that for the dark—field illumination of
the object (7) it reflects the non—expanded exciting beam
arriving from the laser light source (1, 2) into the objective
(10) and permits the transit of the fluorescence light (9)
arriving from the object (7) in the direction of the detector
(11) with full numerical aperture, the fluorescent light beam
being reduced by the mirror (13) cross—section active in the
detecting beam (5).

(57) Zusammenfassung

Eine optische Anordnung im Strahlengang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops, mit mindestens einer Laserlichtquelle (1, 2), einer
im Beleuchtungs—/Detektionsstrahlengang (3, 4, 5) angeordneten Einrichtung zur Trennung des Anregungslichts (8) von dem Fluoreszenzlicht
(9), einem zwischen der Einrichtung und dem Objekt (7) angeordneten Objektiv (10) und einem der Einrichtung im Detektionsstrahlengang
(5) nachgeordneten Detektor (11), ist zur Erhdhung der Fluoreszenzausbeute bei einfacher Bauweise dadurch gekennzeichnet, daf3 die
Einrichtung einen Spiegel (13) umfaBt und daB der Spiegel (13) im Beleuchtungs—/Detektionsstrahlengang (3, 4, 5) derart angeordnet und
dimensioniert ist, daB er zur Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts (7) den von der Laserlichtquelle (1, 2) kommenden, nicht aufgeweiteten
Anregungsstrahl in das Objektiv (10) reflektiert und das vom Objekt (7) kommende Fluoreszenzlicht (9) mit voller numerischer Apertur —
vermindert um den im Detektionsstrahlengang (5) wirksamen Querschnitt des Spiegels (13) — in Richtung des Detektors (11) passieren 148t.
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"Optische Anordnung im Strahlengang eines konfokalen

Fluoreszenzmikroskops"

Die Erfindung betrifft eine optische Anordnung im Strahlengang eines
konfokalen Fluoreszenzmikroskops, mit mindestens einer Laserlichtquelle,
einer im Beleuchtungs-/Detektionsstrahiengang angeordneten Einrichtung zur
Trennung des am Objekt reflektierten Anregungslichts von dem vom Objekt
abgestrahlten Fluoreszenzlicht, einem zwischen der Einrichtung und dem
Objekt angeordneten Objektiv und einem der Einrichtung im

Detektionsstrahlengang nachgeordneten Detektor.

Aus der Praxis ist es bereits seit Jahren bekannt, zur Trennung des am Objekt
reflektierten Anregungslichts von dem vom Objekt abgestrahlten
Fluoreszenzlicht dichroitische Strahlteiler zu verwenden. Bei der simultanen
Mehrfarbanwendung finden entsprechend mehrfach dichroitische Strahlteiler
Anwendung. Das vom reflektierten Anregungslicht befreite Fluoreszenzlicht
wird — nach Trennung mittels Strahlteiler — mittels eines besonderen
Detektors detektiert. Die in der Praxis verwendeten Strahlteiler sind im
allgemeinen teuer. Dartiber hinaus eignen sich diese Strahiteiler fur
quantitative Vergleichsmessungen hoher Prazision und hoher Mef3dynamik
nur wenig, zumal diese Strahlteiler u.a. auch temperaturabhangig sind.
Darlberhinaus weisen dichroitische Strahlteiler Transmissionsverluste von

etwa 10% fur die Detektion auf.

Wiarde man bspw. einen wellenlangenunabhéngigen Strahlteiler einsetzen,
wirde dies die Kosten zweifelsohne herabsetzen. Nachteilig ware hierbei
jedoch, dal man dabei das Streulicht des Anregungslichts vor der Detektion

herausfiltern muR, bspw. durch Einsatz eines Sperrfilters. Dies ist wiederum in
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baulicher Hinsicht aufwendig und verursacht abermals Kosten. AuRerdem
wird dadurch die Fluoreszenzausbeute verringert. Simultane

Mehrfarbanwendungen sind dann jedoch nicht méglich.

Bei Verwendung eines einfachen Strahlteilers gelangt zudem ein
Streulichtreflex des Anregungslichts zurlck in die Laserlichtquelle und stort
die dort stattfindende stimulierte Emission, was sich wiederum durch

unerwlinschte Intensitatsschwankungen des Laserlichts bemerkbar macht.

Fur hochstaufloésende Anwendungen nutzt man zur Beleuchtung bzw. zum
Scannen die gesamte numerische Apertur. Dies fuhrt zu einem
Beleuchtungsfokus, der in lateraler Richtung sehr Klein ist, so daf} langere
Aufnahmezeiten erforderlich sind. Fir Anwendungen, bei denen die Auflésung
eine untergeordnete Rolle spielt, ist diese Vorgehensweise aufgrund der

langeren Aufnahmezeiten nachteilig.

Hinsichtlich der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wird lediglich beispielhaft
verwiesen auf Engelhardt und Knebel in ,Physik in unserer Zeit*, 24. Jahrg.,
1993, Nr. 2 ,Konfokale Laserscanning-Mikroskopie* und D.K. Hamilton und T.
Wilson in Appl. Phys. B 27, 1982, 211-213 ,Three-Dimensional Surface

Measurement Using the Confocal Scanning Microscope®.

Der vorliegenden Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, eine optische
Anordnung im Strahlengang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops derart
auszugestalten und weiterzubilden, dal gegenuber der gattungsbildenden
Anordnung mit herkémmlichem dichroitischem Strahlteiler eine Erhéhung der

Fluoreszenzausbeute bei einfacher Bauweise realisierbar ist.

Die erfindungsgemafe optische Anordnung im Strahlengang eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops l6st die voranstehende Aufgabe durch die Merkmale
des Patentanspruches 1. Danach ist die eingangs genannte optische
Anordnung dadurch gekennzeichnet, daf die Einrichtung einen Spiegel
umfaRt und daR der Spiegel im Beleuchtungs-/Detektionsstrahlengang derart
angeordnet und dimensioniert ist, daR er zur Dunkelfeldbeleuchtung des

Objekts den von der Laserlichtquelle kommenden, nicht aufgeweiteten

PCT/DE99/02910
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Anregungsstrahl in das Objektiv reflektiert und das vom Objekt kommende
Fluoreszenzlicht mit voller numerischer Apertur — vermindert um den im
Detektionsstrahlengang wirksamen Querschnitt des Spiegels — in Richtung

des Detektors passieren laft.

In erfindungsgeméRer Weise ist zunéchst erkannt worden, dal} die
Einrichtung einen Spiegel umfaflt und daf der Spiegel im Beleuchtungs-
/Detektionsstrahlengang derart angeordnet und dimensioniert ist, dal er zur
Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts den von der Laserlichtquelle kommenden,
nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl in das Objektiv reflektiert und das vom
Objekt kommende Fluoreszenzlicht mit voller numerischer Apertur —
vermindert um den im Detektionsstrahlengang wirksamen Querschnitt des

Spiegels — in Richtung des Detektors passieren lafit.

Erfindungsgemal ist weiter erkannt worden, dal es sich bei der Einrichtung
zum Trennen des am Objekt reflektierten Anregungslichts von dem vom
Objekt abgestrahiten Fluoreszenzlicht — anstelle eines herkommlichen
dichroitischen Strahlteilers — um einen Spiegel handeln kann, der im
Beleuchtungs-/Detektionsstrahlengang angeordnet ist. Dieser Spiegel ist
dabei derart — hinreichend klein — zu dimensionieren, dal} er zur
Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts den von der Laserlichtquelie kommenden,
nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl in das Objektiv reflektiert und das vom
Objekt kommende Fluoreszenzlicht mit voller numerischer Apertur in Richtung
des Detektors passieren 1aRt, wobei das Fluoreszenzlicht um den im
Detektionsstrahlengang wirksamen Querschnitt des Spiegels vermindert ist.
Der vom Objekt reflektierte Hauptreflex des Anregungslichts wird in
vorteilhafter Weise an dem Spiegel aus dem Detektionsstrahlengang

herausreflektiert.

Aufgrund der hinreichend kleinen Ausgestaltung des Spiegels bzw. der
spiegelnden Flache wird lediglich der nicht aufgeweitete Anregungsstrahi in
das Objektiv reflektiert. Durch die Beleuchtung mit einer derart ,kleinen”

numerischen Apertur (bspw. 10% der sonst Ublichen Apertur) erzielt man eine

PCT/DE99/02910
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_Dunkelfeldbeleuchtung®, die entlang der optischen Achse einen elongierten
Fokusbereich mit einem wohl definierten Fokusdurchmesser lateral aufweist.
ErfindungsgemaR wird eine hinreichende Beleuchtungstoleranz in der
Objektlage entlang der optischen Achse erreicht, was sich auf spezielle
Anwendungen in der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie besonders gunstig
auswirkt. Des weiteren ist eine Beleuchtung mit einer hohen intraszenischen
Dynamik gewahrleistet. Der Vorteil einer solchen hohen intraszenischen
Dynamik liegt darin, daR bspw. zwei unmittelbar benachbarte Objekte
unterschiedlicher absoluter Fluoreszenzintensitat, z.B. Objekt A mit 100% und
Objekt B mit 0,05%, in der gleichen Konfokalebene ohne ,Uberleuchten” des

helleren Objekts getrennt voneinander mefibar sind.

in besonders vorteilhafter Weise ist der Spiegel derart dimensioniert bzw.
klein ausgestaltet, daR er fir das zu detektierende Fluoreszenzlicht im
Detektionsstrahlengang einen Veriust von etwa 1% hervorruft. Dies erméglicht

eine effiziente Detektion mit besonders hohem Dynamikbereich.

Der hier verwendete Spiegel kénnte im Rahmen einer besonders einfachen
Ausfuhrungsform als unabhangiges Bauteil ausgefihrt sein, wobei der Spiegel
wiederum von einer Halterung getragen ist. Im Rahmen einer solchen
Ausgestaltung entfallt der Einsatz eines herkommlichen Strahlteilers
vollkommen, da hier namlich im Strahlengang an entsprechender Stelle
lediglich der kleine Spiegel angeordnet ist. Im Rahmen einer weiteren
Alternative kdnnte der Spiegel als vorzugsweise integraler verspiegelter
Bereich eines — ansonsten herkémmlichen — Strahiteilers ausgefihrt sein,
wobei der Spiegel bzw. der verspiegelte Bereich zumindest weitgehend in der
Mitte des Strahlteilers angeordnet bzw. ausgebildet ist. Dieser kleine —
integrale — Spiegel kénnte in etwa rund oder elliptisch bzw. oval ausgebildet
sein. Letztendlich handelt es sich hier um einen verspiegelten Bereich in der
Mitte eines Strahlteilers, der ebenso wie ein isolierter Spiegel den nicht
aufgeweiteten Anregungsstrahl in das Objektiv reflektiert. Auch hier findet die
Beleuchtung mit einer &uRerst kleinen numerischen Apertur zur Begunstigung

der Dynamik statt.
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Der nicht spiegeinde Bereich des Strahlteilers kénnte in Richtung des
Detektors in etwa 10% Reflexion und 90% Transmission aufweisen. Dabei
kénnte es sich im Konkreten um eine Anti-Reflex(AR)-Beschichtung auf der
dem Detektor zugewandten Seite des Strahlteilers handein. Dieser Strahlteiler
laRkt das Fluoreszenzlicht gemaR dem Ublichen — unendlichen — Strahlengang
mit der vollen numerischen Apertur — reduziert um das auf den verspiegelten
Bereich treffende Fluoreszenzlicht — in Richtung des Detektors passieren.
Durch den verspiegelten Bereich entsteht fur das zu detektierende
Fluoreszenzlicht ein duBerst geringer Verlust, namlich in Abhéangigkeit von der
GrofRe des Spiegels. Hier lassen sich Verluste von lediglich 1% realisieren,

was zu der bereits zuvor erwahnten hohen Dynamik fuhrt.

Des weiteren konnte der nicht spiegeinde Bereich des Strahlteilers derart
ausgestaltet und ggf. beschichtet sein, daR die optischen Eigenschaften des
nicht spiegeinden Bereichs des Strahlteilers zumindest weitgehend
temperaturunabhéngig sind. Die Reproduzierbarkeit der Messung ist dadurch

beginstigt.

Nun gelangt vom Objekt aus nicht nur Fluoreszenzlicht in den
Detektionsstrahlengang, sondern auch Ruckreflexe des Anregungslichts.
Solche Riickreflexe sind unerwinscht. Zur Unterdrickung der Rickreflexe
des Anregungslichts am Objekt zuriick in die Laserlichtquelle kénnte das
Objekt schief angeordnet sein. Dies bedeutet, dal das Objekt selbst nicht
orthogonal zur optischen Achse angeordnet ist, so daf} sich flr das
rickreflektierte Anregungslicht ein separater Strahlengang ergibt, der zum
Beleuchtungsstrahlengang zumindest geringflgig — rdumlich — versetzt ist. In
diesem besonderen Strahlengang lassen sich ohne weiteres herkémmliche
Lichtfallen anordnen, um namlich das rickreflektierte Anregungslicht wirksam

auszublenden.

Im Falle einer erwiinschten Objektverschiebung, bspw. zum Auffinden eines
weiteren Objekts, ist es von besonderem Vorteil, wenn das Objekt in seiner

Ebene derart bewegbar ist, dal der beleuchtete Objektbereich stets den
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gleichen Abstand zu dem Objektiv aufweist. Dadurch gelangt das am Objekt
reflektierte und/oder gestreute Licht gemal den voranstehenden
Ausfiihrungen nicht zuriick in die Laserlichtquelle, sondern Gber den

besonderen Strahlengang in eine Lichtfalle.

Alternativ zu der Vorkehrung einer Lichtfalle kénnte der Spiegel — im Rahmen
einer Ausgestaltung als isoliertes Bauteil — einen absorbierenden Bereich zur
Absorption des vom Objekt gestreuten und/oder reflektierten Anregungslichts
aufweisen. Die Vorkehrung besonderer Lichtfallen ist dabei nicht mehr
erforderlich, wodurch sich eine raumliche Reduktion der Anordnung ergibt. So
konnte der Spiegel — im Rahmen einer runden oder elliptischen bzw. ovalen
Ausgestaltung — einen spiegeinden bzw. reflektierenden Bereich und einen

absorbierenden Bereich aufweisen.

Ebenso ist es mdglich, daR der Strahlteiler neben dem verspiegelten Bereich
einen absorbierenden Bereich zur Absorption des vom Objekt gestreuten
und/oder reflektierten Anregungslichts aufweist. Auch im Rahmen einer
solchen Ausgestaltung kann die Vorkehrung einer besonderen Lichtfalle
entfallen, so daf® auch diese Ausgestaltung den Vorteil in sich birgt, die

Anordnung mit geringstem Raumbedarf bauen zu kénnen.

SchiieRlich ist es von ganz besonderem Vorteil, wenn durch ein geeignetes
Verhaltnis von Strahldivergenz zur Wellenlange der verwendeten
Laserlichtquellen eine zumindest anndhrend gleiche — axiale — Fokuslage
maoglich ist. Dadurch ist zum einen die notwendige Beleuchtungstoleranz in
der Objektlage entlang der optischen Achse gegeben und ist zum anderen
eine Beleuchtung mit einer hohen intraszenischen Dynamik gewahrleistet.
Hierzu wird zur Vermeidung von Wiederholungen auf die voranstehenden

Ausflihrungen verwiesen.

Es gibt nun verschiedene Méglichkeiten, die Lehre der vorliegenden Erfindung
in vorteilhafter Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits
auf die dem Patentanspruch 1 nachgeordneten Anspriiche, andererseits auf

die nachfolgende Erlauterung von Ausflihrungsbeispielen der Erfindung
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anhand der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlduterung der
bevorzugten Ausfihrungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung
werden auch im allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und

Weiterbildungen der Lehre erlautert. In der Zeichnung zeigt

Fig. 1 in einer schematischen Darstellung den grundsétzlichen Aufbau einer
erfindungsgemafen optischen Anordnung im Strahlengang eines

konfokalen Fluoreszenzmikroskops,

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung einen Strahlteiler mit mittigem

Spiegel,

Fig. 3 in einer schematischen Darstellung einen anstelle des Strahlteilers

verwendbaren Spiegel als separates Bauteil und

Fig. 4 in einer schematischen Darstellung einen Spiegel mit integralem

reflektierenden und absorbierenden Bereich.

Fig. 1 zeigt in einer schematischen Darstellung ein Ausflihrungsbeispiel einer
optischen Anordnung im Strahlengang eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops, wobei diese Anordnung — bei dem hier gewahlten
Ausfuhrungsbeispiel — zwei Laserlichtquellen 1, 2, eine im Beleuchtungs-
/Detektionsstrahlengang 3, 4, 5 angeordnete Einrichtung 6 zur Trennung des
am Objekt 7 reflektierten Anregungslichts 8 von dem vom Objekt 7
abgestrahiten Fiuoreszenzlicht 9, ein zwischen der Einrichtung 6 und dem
Objekt 7 angeordnetes Objektiv 10 und einen der Einrichtung 6 im

Detektionsstrahlengang 5 nachgeordneten Detektor 11 umfalt.

Fig. 1 1aRt schematisch erkennen, dal das Anregungslicht 8 tber einen
Strahivereiniger 12 zu der Einrichtung 6 gelangt, von dieser in das Objektiv 10
reflektiert wird und von dort aus zum Objekt 7 gelangt. Das Fluoreszenzlicht 9
gelangt wiederum durch das Objektiv 10 hindurch zu der Einrichtung 6,
passiert diese mit Ausnahme des in erfindungsgemater Weise als Spiegel 13
ausgebildeten reflektierenden Bereichs und gelangt Gber eine Tubuslinse 14,

ein Sperrfilterrad 15 und eine Detektionslochblende 16 zu dem Detektor 11.
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Erfindungsgemafl umfaflt die Einrichtung 6 einen Spiegel 13, wobei der
Spiegel 13 im Beleuchtungs-/Detektionsstrahlengang 3, 4, 5 derart
angeordnet und dimensioniert ist, dal3 er zur Dunkelfeldbeleuchtung des
Objekts 7 den von den Laserlichtquellen 1, 2 kommenden, nicht
aufgeweiteten Anregungsstrahl bzw. das Anregungslicht 8 in das Objektiv 10
reflektiert und das vom Objekt 7 kommende Fluoreszenzlicht 9 mit voller
numerischer Apertur — vermindert um den im Detektionsstrahlengang 4, 5
wirksamen Querschnitt des Spiegels 13 in Richtung des Detektors 11

passieren lalt.

Bei dem in den Fig. 1 und 2 gezeigten Ausflhrungsbeispiel ist die Einrichtung

6 als Strahlteiler ausgeflhrt, wobei dort mittig der Spiegel 13 integriert ist.

Fig. 3 zeigt eine alternative Ausgestaltung der Einrichtung 6 dahingehend,
daf diese schlicht und einfach als singularer Spiegel 13 ausgefihrt ist, wobei
es sich bei dem Spiegel 13 um ein eigenstandiges Bauteil handelt. Der
Spiegel 13 koénnte eine insgesamt verspiegelte Flache gemal der Darstellung

in Fig. 3 aufweisen.

Bei dem in Fig. 4 dargesteliten Ausflihrungsbeispiel ist der Spiegel 13
ebenfalls als separates Bauteil ausgefihrt, wobei die Flache des Spiegels 13
in eine reflektierende Spiegelflache 17 und in eine absorbierende Flache 18
unterteilt ist. Durch diese MaRnahme erlbrigt sich die Vorkehrung einer

separaten Lichtfalle fur etwa ruckreflektiertes Anregungslicht 19.

Sofern als Einrichtung 6 ein Strahlteiler beispielsweise gemaf der Darsteliung
in den Fig. 1 und 2, aber auch eine Ausflihrungsform nach den Fig. 3 und 4
verwendet wird, lassen sich die Rlckreflexe bzw. 148t sich das rlickreflektierte
Anregungslicht 19 dadurch ,unschadiich* machen, dal die Probe bzw. das
Objekt 7 schief gestellt, d.h. nicht orthogonal zur optischen Achse 23
angeordnet ist. Dadurch wird das rtickreflektierte Anregungslicht 19
geringfligig zum Beleuchtungsstrahlengang 20 bzw. zum Strahlengang des
Anregungslichts 8 versetzt, so daR das rickreflektierte Anregungslicht 19

entlang eines eigenen Strahlengangs 21 rlckreflektiert wird. Dort ist an

PCT/DE99/02910
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geeigneter Stelle eine Lichtfalle 22 angeordnet, die aufgrund der Ausrichtung
des Strahlengangs 21 abseits des Beleuchtungsstrahlengangs 20 bzw. des

Anregungslichts 8 liegt.

Hinsichtlich weiterer vorteilhafter Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung
wird zur Vermeidung von Wiederholungen auf die Ausfihrungen im

allgemeinen Teil der Beschreibung verwiesen.
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Bezugszeichenliste

Laserlichtquelle

Laserlichtquelle
Beleuchtungsstrahlengang
Beleuchtungs-/Detektionsstrahlengang
Detektionsstrahlengang

Einrichtung zur Trennung des am Objekt
reflektierten Anregungslichts von dem vom
Objekt abgestrahlten Fluoreszenzlicht
Objekt

Anregungslicht

Fluoreszenzlicht

Objektiv

Detektor

Strahlvereiniger

Spiegel

Tubuslinse

Sperrfilterrad

Detektionslochblende

Spiegelflache

absorbierende Flache

ruckreflektiertes Anregungslicht
Beleuchtungsstrahlengang
Strahlengang des ruckreflektierten

Anregungslichts
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22 Lichtfaile
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Patentanspriiche

Optische Anordnung im Strahlengang eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops, mit mindestens einer Laserlichtquelie (1, 2),
einer im Beleuchtungs-/Detektionsstrahlengang (3, 4, 5) angeordneten
Einrichtung (6) zur Trennung des am Obijekt (7) reflektierten
Anregungslichts (8) von dem vom Objekt (7) abgestrahlten
Fluoreszenzlicht (9), einem zwischen der Einrichtung (6) und dem
Objekt (7) angeordneten Objektiv (10) und einem der Einrichtung (6)
im Detektionsstrahlengang (5) nachgeordneten Detektor (11),
dadurch gekennzeichnet, daR die Einrichtung (6) einen Spiegel (13)
umfaRt und dal der Spiegel (13) im Beleuchtungs-
/Detektionsstrahlengang (3, 4, 5) derart angeordnet und dimensioniert
ist, daR er zur Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts (7) den von der
Laserlichtquelle (1, 2) kommenden, nicht aufgeweiteten
Anregungsstrahl in das Objektiv (10) reflektiert und das vom Objekt (7)
kommende Fluoreszenzlicht (9) mit voller numerischer Apertur —
vermindert um den im Detektionsstrahlengang (5) wirksamen
Querschnitt des Spiegels (13) — in Richtung des Detektors (11)

passieren laft.

Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal} der
Spiegel (13) derart dimensioniert ist, da er flr das zu detektierende
Fluoreszenzlicht (9) im Detektionsstrahlengang (5) einen Verlust von

etwa einem Prozent hervorruft.

Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf

der Spiegel (13) als unabhangiges Bauteil ausgefihrt ist.
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Anordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal} der

Spiegel (13) von einer Halterung getragen ist.

Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal
der Spiegel (13) als vorzugsweise integraler verspiegelter Bereich

eines Strahlteilers ausgeflhrt ist.

Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dal’ der
Spiegel (13) zumindest weitgehend in der Mitte des Strahlteilers

angeordnet bzw. ausgebildet ist.

Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dal}

der Spiegel (13) in etwa rund ausgebildet ist.

Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dal

der Spiegel (13) in etwa elliptisch ausgebildet ist.

Anordnung nach einem der Anspriche 5 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daf’ der nicht spiegelnde Bereich des Strahlteilers
(6) in Richtung des Detektors (11) in etwa 10% Reflexion und 90%

Transmission aufweist.

Anordnung nach einem der Anspriche 5 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dal die optischen Eigenschaften des nicht
spiegeinden Bereichs des Strahlteilers zumindest weitgehend

temperaturunabhéngig sind.

Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dal zur Unterdriickung des Ruckreflexes des
Anregungslichts (8) am Objekt (7) zurtick in die Laserlichtquelle (1, 2)
das Objekt (7) schief, d. h. nicht orthogonal zur optischen Achse (23),

angeordnet ist.

Anordnung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dal fir das
rickreflektierte Anregungslicht (19) in dessen zum
Beleuchtungsstrahlengang (20) zumindest geringfligig versetzten

Strahlengang (21) eine Lichtfalle (22) vorgesehen ist.

PCT/DE99/02910
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Anordnung nach einem der Ansprlche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dal das Objekt (7) in seiner Ebene derart bewegbar
ist, dal der beleuchtete Objektbereich stets den gleichen Abstand zu
dem Objektiv (10) aufweist.

Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, daf der Spiegel (13) einen absorbierenden Bereich
(18) zur Absorption des vom Objekt (7) gestreuten Anregungslichts (8)

aufweist.

Anordnung nach einem der Anspriche 5 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dald der Strahlteiler neben dem verspiegelten
Bereich einen absorbierenden Bereich (18) zur Absorption des vom

Obijekt (7) gestreuten Anregungslichts (8) aufweist.

Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, da durch ein geeignetes Verhaltnis von
Strahldivergenz zur Wellenlange der verwendeten Laserlichtquellen (1,

2) eine zumindest anndhernd gleiche Fokuslage realisierbar ist.

PCT/DE99/02910
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