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(54) Title: PARALLELIZATION OF THE STED MICROSCOPY METHOD
(54) Bezeichnung : PARALLELISIERUNG DES STED-MIKROSKOPIEVERFAHRENS

Fig. 1

(57) Abstract: The invention relates to a STED microscope
and to a STED microscopy method. The STED microscope
comprises: a light source for producing an excitation beam
and a depletion beam; a first diffractive optical element
(DOE1) and a second diffractive optical element (DOE2) each
having a periodic arrangement of diffractive sub-elements,
wherein the first diffractive optical element (DOE1) is
designed to diffract an excitation beam in such a way that an
array of punctiform excitation regions (20) is produced; and
the second diffractive optical element (DOE2) is designed to
diffract a depletion beam in such a way that an array of
doughnut-shaped depletion regions (30) is produced.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
ein STED-Mikroskop und ein STED Mikroskopievertahren.
Das STED Mikroskop umfasst: eine Lichtquelle zum
Erzeugen eines Anregungsstrahls und eines Ausschaltestrahls;
ein erstes diffraktives optisches Element (DOE1) und ein
zweites diffraktives optisches Element (DOE2) mit jeweils
einer periodischen Anordnung von diffraktiven Sub-
Elementen, wobei das erste diffraktive optische Element
(DOE1) ausgelegt ist, einen Anregungsstrahl derart zu
beugen, dass ein  Array von  punktformigen
Anregungsbereichen (20) erzeugt wird; und das zweite
diffraktive optische Element (DOE2) ausgelegt ist, einen
Ausschaltestrahl derart zu beugen, dass ein Array von Donut-
formigen Ausschaltebereichen (30) erzeugt wird.
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"Parallelisierung des STED-Mikroskopieverfahrens"

Beschreibung
Die vorliegende Erfindung betrifft ein STED-Mikroskop und ein STED-Verfahren.

Mikroskopische Stimulated Emission & Depletion (STED) Verfahren erméglichen es, die
klassischen Grenzen der optischen Aufldsung zu {iberwinden und haben in der Mikroskopie
einen .Durchbruch bewirkt. Bei dem STED Verfahren werden Fluoreszenzmolekiile durch Licht
bestimmter Wellenlangen in einen angeregten Zustand Uberfiihrt, aus dem die Molekiile
spontan mittels Fluoreszenz wieder in den Grundzustand zuriickkehren. Durch Depletion
mittels stimulierter Emission wird der Bereich, aus dem Fluoreszenz emittiert wird, wesentlich
kleiner #gemacht als der vom Anregungslicht beleuchtete beugungsbegrenzte Bereich. Dazu
wird das Objekt nicht nur mit dem fokussierten Anregungsstrahl beleuchtet, sondern
gleichzeitig mit einem zweiten Strahl, dem ,Ausschaltestrahl“, mit einer ringférmigen bzw.
Donut-féormigen Lichtverteilung. Der Anregungsstrahl und der Ausschaltestrahi Gberlappen so,
dass sich die maximale Intensitat des Anregungsstrahls in der Mitte des Ausschaltestrahls (d.h.
da wo der Ausschaltestrahl dunkel ist) befindet. Dadurch werden die Fluoreszenzmolekiile im
AuBenbereich des Anregungsfokus gezielt ,ausgeschaltet®. Die Fluoreszenzmolekiile im
zentralen Bereich bleiben hingegen unbeeinflusst. Details des STED Verfahrens sind in der

Literatur ausfiihrlich beschrieben und werden als bekannt vorausgesetzt.

Konventionelle STED Verfahren verwenden ein Mikroskopobjektiv und eine scannende (d.h.
serielle oder Punkt-fiir-Punkt) Abtastung des Objekts, um ein vollstandiges Bild zu erhalten. Fir
groBe Bildfelder entstehen hierdurch lange Scanzeiten, weiche diverse Probleme mit.sich
bringen, wie z.B. Zeitaufwand, Veranderung der Probe, etc. Des Weiteren wird zum Erzevu‘gen
des Donut-formigen Depletion-Bereichs bzw. Ausschaltebereichs (blicherweise eine
Phasenplatte mit einer Spiralphase verwendet. Die Spiralphasenplatte bewirkt, dass in einer
Zwischenebene eine ringformige bzw. Donut-Verteilung entsteht, welche auf das zu
untersuchende Objekt mittels geeigneter Abbildungssysteme abgebildet wird. Mit einer

Spiralphasenplatte kann jedoch die Topologie des erzeugten ringformigen bzw. Donut-formigen
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Bereichs nicht flexibel gewahlt werden.

Vor diesem Hintergrund ist es eine technische Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine

schnellere, robustere und flexiblere STED-Mikroskopie zu ermdglichen.

Diese Aufgabe wird durch ein STED-Mikroskop und ein entsprechendes Verfahren fiir die STED-
Mikroskopie mit den Merkmalen der jeweiligen unabhéngigen Anspriiche gelost. Bevorzugte

Ausfiihrungsformen sind Gegenstand der abhangigen Anspriiche.

Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft ein STED-Mikroskop mit diffraktiven Elementen. Das
Mikroskop umfasst eine Lichtquelle bzw. Beleuchtungsvorrichtung, die ausgelegt ist, einen
Anregungsstrahl und einen Ausschaltestrahl zu erzeugen. Die Wellenldnge des
Anregungsstrahls kann geeignet gewdhlt werden, um die Fluoreszenzfarbstoffe in der zu
untersuchenden Probe anzuregen. Die Wellenldnge des Ausschaltestrahls (STED-Strahl) kann
geeignet gewdhlt werden, um ein Abregen bzw. Ausschalten von angeregten
Fluoreszenzfarbstoffen mittels stimulierter Emission zu erzielen. Die Lichtquelle kann z.B.
gepulste oder cw-Laser, sowie gegebenenfalls weitere optische Komponente, wie Strahlteiler,

Kollimatoren, Linsen, etc., umfassen.

Ferner umfasst das Mikroskop zwei diffraktive optische Elemente, die jeweils ein Array bzw.
eine periodische Anordnung von diffraktiven Sub-Elementen aufweisen. Das erste diffraktive
optische Element ist ausgelegt, den Anregungsstrahl derart zu beugen, dass ein Array bzw. eine
periodische Anordnung von punktférmigen Anregungsbereichen erzeugt wird. Das zweite
diffraktive optische Element ist ausgelegt, den Ausschaltestrahl (STED-Strahl oder Depletion-
Strahl) derart zu beugen, dass ein Array bzw. eine periodische Anordnung von ringférmigen
bzw. Donut-férmigen Ausschaltebereichen (Depletion-Bereichen) erzeugt wird. Das Array kann

z.B. ein eindimensionales oder zwei-dimensionales Array sein.

Anders ausgedriickt wird mittels des ersten diffraktiven optischen Elements ein Array von
fokussierten  Lichtpunkten  bzw.  Beleuchtungsspots  (Anregungsbereichen  bzw.
Anregungsfokussen oder Anregungsfoki) erzeugt. Mittels des zweiten diffraktiven optischen
Elements wird ein Array, z.B. ein eindimensionales oder zwei-dimensionales Array, von

ringférmigen bzw. Donut-férmigen Beleuchtungsspots (Ausschaltebereichen bzw. Depletion-
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Bereichen) fiir die STED Mikroskopie erzeugt. Vorzugsweise fallen die Zentren der
punktfdrmigen Anregungsbereiche zusammen mit den Zentren der ringférmigen bzw. Donut-

formigen Ausschaltebereiche.

Das erste und/oder das zweite diffraktive optische Element kdnnen transmissive Elemente
sein. Dies ermdglicht einen besonders kompakten Bau des STED Mikroskops. Die einzelnen
Anregungsbereiche (Anregungsfokusse bzw. Anregungsfoki) bzw. Ausschaltebereiche
(Depletion-Bereiche) werden von den jeweiligen Sub-Elementen des ersten bzw. des zweiten
diffraktiven optischen Elements erzeugt. Jedes diffraktive Sub-Element weist ein Muster auf,
welches ausgelegt ist, die entsprechende punkt- oder Donut-formige Intensitatsverteilung im
jeweiligen Anregungs- oder Ausschaltebereich mittels Diffraktion zu erzeugen. Das Muster

kann z.B. durch Lithographie oder andere geeignete Methoden erzeugt werden.

Ferner kann das STED-Mikroskop eine Detektionseinheit zum Detektieren des von einer zu
untersuchenden Probe ausgesandten Fluoreszenzlichts umfassen. Die Detektionseinheit kann

einen zwei-dimensionalen Detektor umfassen, z.B. eine CCD Kamera.

Ein Vorteil des vorgeschlagenen STED-Mikroskops ist die ,Parallelisierung® des STED
Verfahrens, da das Objekt gleichzeitig von mehreren Anregungs-und Ausschaltestrahlen
beleuchtet wird, wodurch mehrere Anregungs- und Ausschaltebereiche entstehen. Bei
herkdmmlichen STED Verfahren, die auf eine serielle Abtastung des Objekts basieren, ist die
Beleuchtungszeit (Verweilzeit) pro Punkt sehr kurz. Mit dem vorgeschlagenen STED Mikroskop
ist eine wesentlich hohere Verweilzeit (z.B. um etwa 10000 Mal) und damit auch eine

Bestrahlung mit wesentlich mehr Licht (z.B. 10000 Mal) moglich.

Zudem kann der Arbeitsabstand (d.h. die Brennweite fo) des STED Mikroskops gréBer als der
von herkémmlichen STED-Mikroskopen sein. Der Arbeitsabstand kann z.B. bei einer
numerischen Apertur NA =0,75 in Luft oder NA = 1,14 mit Immersion (Brechungsindex n =
1,33) bis zu 2000 pym betragen, im Vergleich zu einem Arbeitsabstand von 130 um bei einem
herkémmlichen STED-Objektiv. Vorzugsweise ist der Arbeitsabstand gleich oder groBer als

1000 pm.

Ein weiterer Vorteil ist es, dass mittels diffraktiver optischer Elemente eine Vielfalit von
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Intensitatsverldufe erzeugt .werden konnen, wobei die einzelnen Parameter der
Intensitatsverteilung (wie z.B. Ringradius und Ringbreite) unabhangig voneinander eingestellt
werden konnen. Dadurch kann das STED-Mikroskop besser und flexibler an die jeweilige

Messsituation angepasst werden.

Die komplexe Amplitude eines diffraktiven optischen Sub-Elements kann mit der Formel (1)

beschrieben werden:
u(i’):A(F)eXp(i(o(i‘)) (1)

Die Fourier-Transformation der komplexen Amplitude im k-Raum liefert das Spektrum des

diffraktiven optischen Sub-Elements.

Das Spektrum im k-Raum a,,,,t(iél, 0) eines optimalen ersten diffraktiven optischen Sub-

Elements, das ausgelegt ist, eine punktférmige Lichtverteilung zu erzeugen, ist vorzugsweise

durch die Formel (2) gegeben:

2
. [0} 2
—_ -z ( ) —kl_ 3 =
~ _ C —lklro’_L
Uy (kL,O) =e e 2

Das Spektrum ﬁopt(EJ_, 0) eines optimalen zweiten diffraktiven optischen Elements, das
ausgelegt ist, eine ringformige bzw. Donut-férmige Lichtverteilung zu erzeugen, ist

vorzugsweise durch die Formel (3) gegeben:

[

ﬁopt (EL,O) = 27Z'Ro Jo %\/E . e—iz (:) - e_ﬂ;jo’l o

In den Formeln (2) und (3) bezeichnen:

- k
ky = (ky ky) bzw. (k:,) einen Wellenvektor im k-Raum, welcher die Komponenten k, und k,,
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des Wellenvektors zusammenfassend beschreibt;

z eine Ausbreitungsdistanz der Welle bzw. des Lichtstrahls (in die Lichtausbreitungsrichtung);
w = 2rt/f, wobei fdie Lichtfrequenz ist;

c die Lichtgeschwindigkeit;

7oL = (x,¥) einen Vektor, welcher die Verschiebung beziiglich des Ursprungs des
Anregungsbereichs (Anregungsfokus) oder des Donut-formigen Ausschaltebereichs in der x —
y Ebene beschreibt, wobei die x — y die Ebene senkrecht zur Lichtausbreitungsrichtung z ist;
Jo eine Besselfunktion nullter Ordnung;

R, den Ringradius des erzeugten Donut-formigen Ausschaltebereichs.

Die Amplitude und die Phase der Sub-Elemente des ersten und des zweiten diffraktiven
optischen Elements kdnnen jeweils mittels Fourier-Transformation der Formel (2) bzw. der
Formel (3) erhalten werden. Die Fourier-Transformation der Formel (2) bzw. Formel (3) liefert
folglich ein ,ideales” diffraktives Sub-Element fir das erste bzw. zweite diffraktive optische
Element. Ein solches ,ideales” diffraktives Sub-Element weist eine kontinuierliche Amplitude

und eine kontinuierliche Phase auf.

Um die Herstellbarkeit zu vereinfachen werden bindre bzw. binarisierte diffraktive Sub-
Elemente vorgeschlagen, bei denen die Amplitude normalisiert (z.B. Amplitude = 1) und die
Phase binarisiert wird. Die komplexe Amplitude eines binarisierten Phasenelements kann somit

durch die Formel (4) beschrieben werden:

uy (F) = 1-exp(i05 (7)) opei @

05 (F)e{0,7}

Es hat sich herausgestellt, dass die durch die Formel (2) und (3) definierten diffraktiven
optischen Elemente bzw. Sub-Elemente besonders geeignet sind, optimale punktformige bzw.
Donut-férmige Lichtverteilungen zu erzeugen. So weist ein durch Formel (2) definiertes
diffraktives optisches Element bzw. Sub-Element einen wesentlich schéarferen Fokus auf
(sowohl in x- als auch in y-Richtung) als ein vergleichbares refraktives optisches Element (z.B.

eine Mikrolinse aus Glas oder Kunststoff). Dies ermdglicht eine hohere Prazision und eine
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bessere Auflosung des Scanvorgangs.

Jeder ringformige bzw. Donut-formige Bereich (Ausschaltebereich), der mittels eines
diffraktiven optischen Elements nach der Formel (3) erzeugt wird, weist eine Ringbreite und
einen Ringradius auf, welche durch die periodisch angeordneten Sub-Elemente des ersten
diffraktiven optischen Elements vorgegeben sind. Ein besonderer Vorteil des vorgeschlagenen
diffraktiven obtischen Elements ist, dass der Ringradius nahezu beliebig und unabhéngig von
der Ringbreite gewahlt werden kann. Bei einer herkdmmlichen Spiralphasenplatte dagegen ist
lediglich eine Stufenhéhe von m mdéglich, so dass der Ringradius nicht gewahlt bzw. variiert
werden kann. Des Weiteren ist es durch Modifikation der Besselfunktion madglich, den
Intensitatsverlauf quantitativ und flexibel einzustellen, was mit einer herkémmlichen

Spiralphasenplatte nicht moglich ist.

Die Anzahl der Sub-Elemente des ersten und/oder des zweiten diffraktiven optischen Elements
kann variieren und kann z.B. bis zu mehrere Tausend oder Zehntausend betragen.
Vorzugsweise ist die Anzahl der Sub-Elemente groBer als der durch die numerische Apertur
festgelegte Uberlapp. Bei einer Periode von 25 pm und einem Elementendurchmesser von 1

cm kann die Anzahl der Sub-Elemente beispielsweise 400 x 400 = 160 000 sein.

Das Array von Sub-Elemente des ersten diffraktiven optischen Elements und/oder des zweiten
diffraktiven optischen Elements kann eine Periode kleiner als 100 pm aufweisen,
beispielsweise eine Periode zwischen 10 und 100 pym. Bei einer zwei-dimensionalen Anordnung
kénnen die Perioden in zwei orthogonalen Richtungen (z.B. in x- und y-Richtung) gleich oder
unterschiedlich sein. Vorzugsweise sind die Perioden der Arrays des ersten und des zweiten

diffraktiven optischen Elements gleich.

Aufgrund der relativ kleinen Periode (z.B. von 1 pm bis 100 pm) ist ein schnelleres Scannen bei
einer vorgegebenen Auflésung moglich. Bei einer herkdmmlichen Spiralphasenplatte misste
die Periode viel groBer (z.B. ca. 5 mm) sein, um ahnlich gute Ergebnisse bzw. eine ahnlich gute
Qualitat der Donut-formigen Ausschaltbereiche zu erzielen. Eine Periode, welche kleiner als
100 pm ist, wiirde somit bei herkémmlichen Phasenplatten wegen beugungsbedingter

Strukturverbreiterung nicht funktionieren. Somit ist es mdglich, die BaugroBe des STED-
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Mikroskops zu verringern.

Die diffraktiven optischen Elemente koénnen durch Lithographie, insbesondere
Elektronenstrahllithographie hergestellt werden. Das erste und/oder das zweite diffraktive
optische Element kann/kénnen jeweils eine Glasplatte aufweisen, wobei zumindest eine der
Oberflachen der Glasplatte Erh6hungen und/oder Vertiefungen aufweist, die die diffraktiven
Muster der Sub-Elemente bilden. Ein Vorteil der lithographischen Verfahren ist die hohe

Genauigkeit mit der die diffraktiven Muster erzeugt werden konnen.

Die Glasplatte kann z.B. mit einem Photolack beschichtet werden, welcher auf Basis der
herzustellenden bzw. vorgegebenen diffraktiven Sub-Elemente oder diffraktiven Strukturen
belichtet wird. AnschlieBend wird der Photolack entwickelt, so dass sich abhéngig vom
verwendeten Photolack die belichteten oder die nicht belichteten Stellen des Photolacks |osen.
Prinzipiell kénnen die im Photolack vorhandenen Strukturen bereits verwendet werden.
Vorzugsweise werden jedoch die Strukturen in die Glasplatte gedtzt und anschlieBend der
Photolack entfernt. Die Herstellung kann durch Replikationstechnik erfolgen, bei der durch ein
Abformen eines Masters Kopien hergestellt werden kénnen. Andere Methoden zur Herstellung

von diffraktiven optischen Elementen sind ebenfalls maoglich.

Es ist ferner moglich, rdumliche Lichtmodulatoren (wie z.B. LCD Modulatoren) als diffraktive
optische Elemente einzusetzen. Die rdumlichen Lichtmodulatoren konnen elektronisch
steuerbar sein. Insbesondere kénnen die diffraktiven Muster der einzelnen diffraktiven Sub-
Elemente dynamisch verdnderbar sein, um z.B. den Radius der Anregungsbereiche und/oder
den Ringradius und/oder die Ringbreite der Ausschaltebereiche zu verandern. Ebenfalls ist es
méglich, die Anordnung der Anregungs- und Ausschaltebereiche (z.B. die Periode der beiden
Arrays) und/oder deren Position der dynamisch zu verdndern. Ein Vorteil von elektronisch
steuerbaren  Lichtmodulatoren ist, dass die erzeugten Anregungs- und/oder
Ausschaltebereiche schnell und flexibel und ohne die Verwendung zusatzlicher mechanischer
und/oder optischer Teile geandert und an die jeweilige Messsituation angepasst werden
kénnen. Wegen der herstellungsbedingten MindestgroBe der Modulatorpixel kann eine

Verkleinerungsoptik eingesetzt werden.

Das STED-Mikroskop kann ferner umfassen:
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ein erstes Abbildungssystem zum Abbilden des mittels des ersten diffraktiven optischen
Elements erzeugten Arrays von Anregungsbereichen auf eine zu untersuchende Probe; und

ein zweites Abbildungssystem zum Abbilden des mittels des zweiten diffraktiven
optischen Elements erzeugten Arrays von Ausschaltebereichen auf die zu untersuchende

Probe.

Das erste und das zweite Abbildungssystem konnen zumindest eine Linse bzw. ein Objektiv
umfassen. Es ist méglich, dass die beiden Abbildungssysteme gemeinsame Komponente (z.B.
ein gemeinsames Objektiv) aufweisen. Das erste und das zweite Abbildungssystem konnen
weitere Komponenten, wie z.B. Strahlteiler, spektrale und/oder raumliche Filter, Blenden, etc.,
umfassen. Vorzugsweise sind alle Objektive fiir eine Abbildung ins Unendliche optimiert

("infinity corrected").

Eine beispielhafte Beleuchtungsvorrichtung umfasst ein erstes Abbildungssystem mit einem
ersten Objektiv, ein zweites Abbildungssystem mit einem zweiten Objektiv und ein drittes
Objektiv, welches Bestandteil sowohl des ersten als auch des zweiten Abbildungssystems ist.
Durch zumindest einen Strahlteiler kénnen der Anregungsstrahl und der Ausschaltestrahl
(Depletion-Strahl) liberlagert und dem dritten Objektiv zugefiihrt werden. Vorzugsweise ist der

zumindest eine Strahlteiler nicht-polarisierend und weist ein Teilungsverhéltnis von 50:50 auf.

Das erste und das zweite diffraktive optische Element und die Objektive konnen derart
angeordnet und ausgelegt werden, dass ein Punkt in der Objektebene des ersten
Abbildungssystem vom ersten Objektiv in eine (perfekte) Planwelle gewandelt wird. Das dritte
Objektiv wandelt diese Planwelle wieder in einen beugungsbegrenzten Punkt. Die Kombination
des ersten und des dritten Objektiv bewirkt somit eine optische Abbildung. Ebenso bewirkt die

Kombination des zweiten und des dritten Objektivs eine optische Abbildung.

Das erste diffraktive optische Element erzeugt somit ein Array von Fokussen
(Anregungsfokussen bzw. Anregungsfoki) in der Objektebene des ersten Abbildungssystems,
so dass ein entsprechendes Bild auf der Probe entsteht. Das zweite diffraktive optische Element
erzeugt ein Array von Donut-Ringen bzw. Donut-formigen Ausschaltebereichen in der
Objektebene des zweiten Abbildungssystems. Das Bild entsteht ebenfalls auf der Probe und

Uberlagert sich dort mit dem Array von Fokussen bzw. Foki (Anregungsfokussen bzw.
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Anregungsfoki).

Vorzugsweise ist/sind das erste und/oder zweite Abbildungssystem derart justierbar bzw.
justiert, dass das Array von Anregungsbereichen mit dem Array von Ausschaltebereichen auf
der Probe im Wesentlichen {iberlappt, insbesondere so, dass jeder Anregungsbereich mit einem
zugehdrigen Ausschaltebereich Uberlappt bzw. {iberlagert ist. Die Ausrichtung bzw. das
Justieren der Anregungsbereiche und der Donut-féormigen Ausschaltebereiche zueinander kann
z.B. durch Verschieben des ersten und/oder des zweiten diffraktiven optischen Elements
erfolgen. Dies kann z.B. durch eine mechanische Anordnung (umfassend z.B. ein Stellelement)
oder durch einen piezoelektrischen Aktuator realisiert werden. Das STED-Mikroskop kann
dementsprechend Justiermittel umfassen, die ausgelegt sind, das erste und/oder das zweite
diffraktive optische Element in zumindest eine Richtung in einer Ebene, die senkrecht zur
Lichtausbreitungsrichtung ist, zu verschieben. Die Justiermittel konnen ferner ausgelegt sein,
das erste und/oder das zweite diffraktive optische Element ebenfalls entlang der
Lichtausbreitungsrichtung zu verschieben. Aufgrund des geringeren Gewichts von diffraktiven
optischen Elementen ist die Realisierung einer mechanischen Translation bzw. Verschiebung
mit hoher Genauigkeit vergleichsweise einfach. Werden elektronisch steuerbare raumliche
Lichtmodulatoren verwendet, kann die Ausrichtung bzw. das Justieren elektronisch erfolgen,

z.B. durch ein Verschieben des durch den Lichtmodulator erzeugten Diffraktionsmusters.

Ferner kann das STED Mikroskop einen Scanner bzw. Scanmittel umfassen, der bzw. das
ausgelegt ist, die Arrays von Anregungs- und Ausschaltebereichen zu bewegen, um die Probe
mit den Arrays von Anregungs- und Ausschaltebereichen abzutasten. Somit kénnen auch
groBere Objekte mikroskopisch untersucht werden, wobei bei jedem Schritt die Probe parallel
von mehreren Anregungs- und Ausschaltebereiche beleuchtet wird. Der Scan kann mechanisch
(z.B. durch eine mechanische Bewegung des ersten und des zweiten optischen Elements),
durch zusétzliche optische Elemente oder elektronisch erfolgen. Es ist ebenfalls maoglich, die

Probe zu verschieben.

Das STED-Mikroskop kann ferner ein Wechselrad umfassen, welches eine Mehrzahl von
unterschiedlichen diffraktiven optischen Elementen umfasst, und welches es ermdglicht, das
zweite diffraktive optische Element durch ein anderes diffraktives optisches Element zu

ersetzen. Durch Austausch des zweiten diffraktiven optischen Elements konnen z.B.
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Ausschaltebereiche mit unterschiedlichen Ringbreiten und/oder Radien erzeugt werden.

Ebenfalls ist es méglich, unterschiedliche Depletion-Intensitaten zu realisieren.

GemiB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren fiir die STED Mikroskopie
bereitgestelit. Das Verfahren umfasst die Schritte:

Bereitstellen eines STED Mikroskops nach einem der oben beschriebenen Aspekte;

Beleuchten des ersten diffraktiven optischen Elements mit einem Anregungsstrahl und
Erzeugen eines Arrays von punktférmigen Anregungsbereichen auf einer zu untersuchenden
Probe bzw. auf einem zu untersuchenden Objekt;

Beleuchten des zweiten diffraktiven optischen Elements mit einem Ausschaltestrahl und
Erzeugen eines Arrays von Donut-formigen Ausschaltebereichen auf der zu untersuchenden
Probe bzw. auf dem zu untersuchenden Objekt, wobei das Array von Anregungsbereichen und
das Array von Ausschaltebereichen im Wesentlichen tiberlappen;

Detektieren zumindest eines Teils des Fluoreszenzlichts, das von der zu untersuchenden

Probe bzw. dem zu untersuchenden Objekt ausgesendet wird.

Das Verfahren kann ferner eine Ausrichtung bzw. ein Justieren des ersten und zweiten
diffraktiven optischen Elements umfassen, um eine Uberlappung des Arrays von
Anregungsbereichen und des Arrays von Ausschaltebereichen zu erzielen. Insbesondere erfolgt
die Ausrichtung bzw. das Justieren so, dass jeder Anregungsbereich mit einem zugehorigen
Ausschaltebereich tiberlappt bzw. lberlagert ist und dass die maximale Intensitat des
jeweiligen Anregungsbereichs im Wesentlichen mit dem Zentrum des jeweiligen
Ausschaltebereichs zusammenfillt. Wie oben beschrieben kann die Ausrichtung bzw. das
Justieren des ersten und des zweiten optischen Elements mechanisch oder elektronisch

erfolgen.

Die Erfindung wird im Folgenden unter Bezugnahme auf die beigefiigten Zeichnungen néaher

erlautert und beschrieben. Es zeigen:

Fig. 1 den prinzipiellen Aufbau eines STED-Mikroskops;
Fig. 2A die Amplitude und Fig. 2B die Phase eines beispielhaften ,idealen® diffraktiven

optischen Sub-Elements, das ausgelegt ist, eine punktférmige Lichtverteilung zu erzeugen;
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Fig. 2C die Phase eines beispielhaften bindren diffraktiven optischen Sub-Elements, das
ausgelegt ist, eine punktformige Lichtverteilung zu erzeugen;

Fig. 3A eine Grauwertdarstellung der Phase eines beispielhaften diffraktiven optischen Sub-
Elements, das ausgelegt ist, eine punktformige Lichtverteilung zu erzeugen;

Fig. 3B die Phase eines beispielhaften bindren diffraktiven optischen Sub-Elements, das
ausgelegt ist, eine punktformige Lichtverteilung zu erzeugen;

Fig. 3C die Intensitat des Beugungsbilds eines beispielhaften diffraktiven optischen Sub-
Elements, das ausgelegt ist, eine ringformige bzw. Donut-formige Lichtverteilung zu erzeugen;
Fig. 3D die Intensitat des Beugungsbilds eines beispielhaften binéren diffraktiven optischen
Sub-Elements, das ausgelegt ist, eine ringformige bzw. Donut-formige Lichtverteilung zu
erzeugen;

Fig. 4A die Phase eines beispielhaften bindren diffraktiven optischen Elements, das ausgelegt
ist, eine periodische Anordnung bzw. ein Array von Donut-férmigen Lichtspots zu erzeugen;
Fig. 4B ein Array von Donut-férmigen Lichtspots (Anregungsbereichen), das durch das in Fig.

4A gezeigte diffraktive optische Element erzeugt wird.

Fig. 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines STED-Mikroskops. Das STED Mikroskop umfasst
eine Lichtquelle bzw. Beleuchtungsvorrichtung (nicht gezeigt), die einen Anregungsstrahl und
die einen Ausschaltestrahl (Depletion-Strahl) erzeugt. Die Lichtquelle bzw. die

Beleuchtungsvorrichtung kann z.B. zwei gepulste oder cw-Laser umfassen.

Der Anregungsstrahl wird durch das erste diffraktive optische Element DOE1 gebeugt, so dass
eine Mehrzahl von Anregungsstrahlen erzeugt wird. Jeder der erzeugten Ausschaltestrahlen
wird mittels eines ersten Abbildungssystems in einem punktférmigen Spot (Anregungsbereich
bzw. Anregungsfokus) fiir die STED-Mikroskopie abgebildet. Der Ausschaltestrahl wird durch
das zweite diffraktive optische Element DOE2 gebeugt, so dass eine Mehrzahl von
Ausschaltestrahlen erzeugt wird. Jeder der erzeugten Ausschaltestrahlen wird mittels eines
zweiten Abbildungssystems in einem ringférmigen bzw. Donut-férmigen Ausschaltebereich

(Depletion-Bereich) fiir die STED-Mikroskopie abgebildet.

Das erste Abbildungssystem umfasst ein erstes Objektiv MO1 und ein drittes Objektiv MO3,
das zweite Abbildungssystem umfasst ein zweites Objektiv MO2 und das dritte Objektiv MO3.
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Die Kombination aus dem ersten Objektiv MO1 und dem dritten Objektiv MO3 bewirkt eine
optische Abbildung. Das erste diffraktive optische Element DOE1 erzeugt ein Array von
Fokussen bzw. Foki (Abbildungsfokussen bzw. Anregungsfoki) in der Objektebene des ersten
Abbildungssystems MO 1-MO3, wobei das Bild dieses Arrays auf dem untersuchten Objekt O
entsteht. Das zweite diffraktive optische Element erzeugt ein Array von Donut-férmigen Spots
(Donut-Ringen) in der Objektebene des zweiten Abbildungssystems MO2-MO3, wobei das Bild
dieses Arrays ebenfalls auf dem Objekt entsteht und sich dort mit dem Array von Fokussen
bzw. Foki liberlagert. Das Alignment bzw. die Ausrichtung zwischen Fokus und Donut kann
durch laterales Verschieben von DOE1 und DOE2 relativ zu einander erfolgen. Die laterale
Verschiebung kann in mechanischer Form (z.B. durch ein Stellelement) oder in
piezoelektrischer Form realisiert werden. Das Objekt wird somit durch ein Array 20 von
punktformigen Lichtflecken bzw. Anregungsfokussen (Anregungsbereichen) und ein Array 30

von ringformigen bzw. Donut-férmige Lichtflecken (Ausschaltebereichen) beleuchtet

Der Strahlteiler BS1 fiihrt die durch die Beugung an dem ersten diffraktiven optischen Element
DOE1 erzeugten und durch das erste Objektiv MO1 propagierten Anregungsstrahlen sowie die
durch die Beugung an dem zweiten diffraktiven optischen Element erzeugten und durch das
zweite Objektiv MO2 propagierten Anregungsstrahlen. Der dichroische Strahlteiler BS2 trennt
das vom Objekt O emittierte Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht zusammen. Das
Fiuoreszenzlicht wird von einer Kamera 10, wie z.B. einer CCD-Kamera registriert. Die Objektive
MO1 bis MO3 sind vorzugsweise fiir eine Abbildung ins Unendliche optimiert (bzw. "infinity

corrected").

Das erste diffraktive optische Element und das zweite diffraktive optische Element umfassen
jeweils ein Array von diffraktiven optischen Sub-Elementen. Die Arrays konnen eindimensionale

oder zweidimensionale Arrays sein. Die einzelnen Sub-Elemente kénnen wie folgt erhalten

werden:

Die Lichtausbreitung einer Lichtverteilung von z = 0 in Richtung z > 0 kann durch die Formel (5)

beschreiben werden:
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V()= [f(E0) NE g A

2
(27) | )

wobei:
ﬁ(/_c.l,O): die Lichtverteilung (Winkelspektrum) bei z = 0 (d.h. in der Pupille) beschreibt.

Die Formel (5) ist bei einem periodischen Muster bzw. einem periodischen Wellenfeld im

Rahmen der skalaren Optik (ohne Vektorcharakter) exakt.

Die Bedingung fiir einen Fokus ist, dass die Lichtamplitude in einem Punkt (x,y) maximal ist,
d.h. u(Fo,l,z) muss maximimiert werden. Dies wird erreicht, wenn alle Beitrage unter dem
Integral positiv sind. Folglich ist das optimale Objekt- bzw. Elementspektrum @,y bei 7, das

komplex konjugierte der Terme im Integral:

(6)

Eine Fourier-Transformation des durch Formel (6) gegebenen Objekt- bzw.
Elementenspektrums liefert das einzelne diffraktive Sub-Element des ersten diffraktiven

optischen Elements bzw. dessen Am.plitude und Phase. Dabei gilt fiir die Koordinaten im

Pupillenraum (z;) und im Frequenzraum (Z)

N .
() =3() e () =3(5) )

wobei A die Lichtwellenlange ist.

Ein diffraktives Sub-Element, das durch eine Fourier-Transformation des Objektspektrums nach
Formel (6) erhalten wird, weist eine Amplitude und eine Phase in kontinuierlicher Form auf und

ist geeignet, eine punktformige Lichtverteilung im Fokusraum bzw. ein Fokuss zu erzeugen.
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Diese punktformige Lichtverteilung kann mittels eines geeigneten Abbildungssystems auf dem
zu untersuchenden Objekt abgebildet werden. Fig. 2A zeigt die Amplitude und Fig. 2B die
Phase eines solchen beispielhaften ,idealen“ diffraktiven optischen Sub-Elements, das mittels
einer Fourier-Transformation der Formel (6) erhalten wird und ausgelegt ist, eine punktférmige

Lichtverteilung zu erzeugen.

Da die Herstellung eines diffraktiven Elements mit kontinuierlicher Amplitude und/oder Phase
schwierig ist, wird ein binares diffraktives optisches Element vorgeschlagen. Um ein binares
diffraktives optisches Element zu erhalten, kann die Amplitude des Fourier-Transformierten
normiert werden (z.B. auf 1 gesetzt werden). Ferner kann die Phase des Fourier-

Transformierten binarisiert werden. Fig. 2C zeigt die Phase eines beispielhaften binaren

diffraktiven optischen Elements.

Fig. 3A-3D illustrieren den Einfluss der Normierungs- und Binarisierungsoperationen auf den
Fokus bzw. auf die Lichtverteilung in der Fokusebene. Fig. 3A zeigt die Phase eines

beispielhaften ,idealen“ diffraktiven optischen Elements (d.h. ohne Binarisierung) und Fig. 3B
die Phase (+11/2, - 1i/2) eines bindren diffraktiven optischen Elements. Fig. 3C zeigt die
Intensitit des Beugungsbilds des in Fig. 3A gezeigten diffraktiven optischen Elements. Fig. 3D
zeigt dasselbe fiir das in Fig. 3B gezeigte binarisierte diffraktive opitsche Element. Wie aus dem
Vergleich von Fig. 3C und 3D ersichtlich ist, beeintréchtigt die Binarisierung die Form des Fokus
nicht wesentlich, sondern nur die Peakamplitude und den Hintergrund. Das in Fig. 3A-3D
gezeigte Beispiel wurde speziell so gewahlt, dass der Unterschied zwischen einem
Jidealen® und einem binarisierten diffraktiven optischen Element deutlich wird. In einer
praktischen Situation ist dieser Unterschied so kiein, dass er nicht oder nur kaum wahrnehmbar

ist.

Das mittels einer Fourier-Transformation der Formel (6) erhaltene diffraktive optische Element
bzw. Sub-Element (binar oder kontinuierlich) weist bei gleichen Parametern (Durchmesser und
Brennweite) einen wesentlich scharferen Fokus auf (sowohl in x- als auch in y-Richtung) als ein
refraktives optisches Element (z.B. eine Mikrolinse aus Glas oder Kunststoff). Dies ermoglicht

eine hohere Prazision und eine bessere Auflosung des Scanvorgangs.
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Die einzelnen Sub-Elemente des zweiten diffraktiven optischen Elements kénnen &hnlich zu
den Sub-Elementen des ersten diffraktiven optischen Elements erhalten werden, wobei als
Pupillenfunktion nicht die Konstante 1 (wie beim ersten diffraktiven optischen Element),
sondern das Fouriertransformierte der gewiinschten Verteilung verwendet wird. Fir eine
ringférmige bzw. Donut-férmige Verteilung ist dies die Besselverteilung Jo. Die Bedingung fir

einen Donut-férmigen Spot ist somit:

[

(8)

Formel (8) ergibt das optimale Objekt- bzw. Elementspektrum ii,,, eines Donut-férmigen Spots
bzw. einer Donut-férmigen Lichtverteilung bei 7;,,. Die Fourier-Transformation des durch
Formel (8) gegebenen Objektspektrums liefert das einzelne diffraktive Sub-Element des
zweiten diffraktiven optischen Elements. Ein solches ,ideales” diffraktives Sub-Element weist
eine Amplitude und eine Phase in kontinuierlicher Form auf und ist geeignet, eine Donut-
formige Lichtverteilung im Fokusraum zu erzeugen. Durch eine Binarisierung (umfassend eine
Normalisierung der Amplitude und Binarisierung der Phase) kann ein entsprechendes binares
diffraktives optisches Sub-Element erhalten werden. Die periodische Anordnung mehrerer Sub-

Elemente (ideal oder binar) bildet das zweite diffraktive optische Element.

Fig. 4A zeigt die Phase eines beispielhaften binéren diffraktiven optischen Elements, das
ausgelegt ist, eine periodische Anordnung bzw. ein Array von Donut-formigen Lichtspots zu
erzeugen. Das gezeigte diffraktive optische Element umfasst ein Array von 3 x 3 binaren
diffraktiven Sub-Elementen (Phasenelementen) mit den folgenden Parametern: Periode P= 64
pm, Ringradius Ao = 2 um und f =5 mm, wobei £, die ndtige Ausbreitungsdistanz fur die
Entstehung des Fokus bzw. der Donut-Verteilung ist. Das diffraktive Muster eines jeden Sub-
Elements wurde nach einer Binarisierung der Fouriertransformierten der Formel (8) erhalten.
Fig. 4B zeigt das erzeugte Array von Donut-férmigen Lichtspots (Anregungsbereichen). Sowohl
der Ringradius Ro als auch die Ringposition entspricht der Designvorgabe. Die in Fig. 4B
gezeigte x-y Verteilung entspricht der mit einer Spiralphasenplatte erzeugten Donut-férmigen

Verteilung, mit dem Unterschied, dass sowohl der Ringradius als auch die Ringbreite einstelibar
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sind. Es kénnten nach Bedarf auch andere Verlaufe der Depletion-Intensitat gewahlt werden,

was mit einer Spiralphasenplatte nicht moglich ist.

Weitere Kombinationen von Merkmalen und/oder andere Geometrien und/oder Anordnungen
des STED-Mikroskops sind selbstversténdlich auch moglich. Ferner sind die in der
Beschreibung genannten Vorteile von Merkmalen oder Kombinationen von Merkmalen

beispielhaft und kdnnen alternativ oder kumulativ zur Wirkung kommen.
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Bezugszeichenliste

MO 1-MO3 Objektive
DOE1, DOE2 diffaktive optische Elemente;
BS1, BS2 Strahlteiler;

0 Objekt bzw. Probe

10 Detektionseinheit (z.B. CCD Kamera)

20 Array von punktférmigen Anregungsbereichen (Anregungsfokussen bzw.
Anregungsfoki);

30 Array von ringformigen bzw. Donut-formigen Ausschaltebereichen
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Anspriiche

1.  STED-Mikroskop umfassend

eine Lichtquelle, die ausgelegt ist, einen Anregungsstrahl und einen Ausschaltestrahl zu
erzeugen;

ein erstes diffraktives optisches Element (DOE1) und ein zweites diffraktives optisches
Element (DOE2) mit jeweils einer periodischen Anordnung von diffraktiven Sub-Elementen,
wobei

das erste diffraktive optische Element (DOE 1) ausgelegt ist, einen Anregungsstrahl derart
zu beugen, dass ein Array von punktférmigen Anregungsbereichen (20) erzeugt wird; und

das zweite diffraktive optische Element (DOE2) ausgelegt ist, einen Ausschaltestrahl

derart zu beugen, dass ein Array von Donut-formigen Ausschaltebereichen (30) erzeugt wird.

2.  STED-Mikroskop nach Anspruch 1,
wobei die diffraktiven Sub-Elemente des ersten diffraktiven optischen Elements (DOE1)

jeweils auf einer, vorzugsweise binarisierten und/oder normalisierten, Fourier-Transformation

der Funktion ﬁopt(ﬁl, 0) basieren, wobei

@ 2
—iz, || — —sz_ o
C —lkJ_ro’_L
e

; und/oder

Uy, (kl,O) =e
wobei die diffraktiven Sub-Elemente des zweiten diffraktiven optischen Elements (DOE2)

jeweils auf einer, vorzugsweise binarisierten und/oder normalisierten, Fourier-Transformation

der Funktion ﬁopt(EJ_, 0) basieren, wobei

[

i, (K.,0)=27R, J, f_;\/g ST s,

und wobei:

I_El = (ky, ky) einen Wellenvektor im k-Raum mit den Komponenten kx und ky bezeichnet;
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z die Ausbreitungsrichtung der Welle bzw. des Lichtstrahls bezeichnet;
w = 2n/f, wobei fdie Lichtfrequenz ist;

c die Lichtgeschwindigkeit ist;

710 = (x,y) einen Vektor, welcher den Ort des Anregungsbereichs oder des
Ausschaltebereichs in der x — y Ebene beschreibt, bezeichnet; ‘
Jo eine Besselfunktion nullter Ordnung ist;

R, den Ringradius des erzeugten Donut-férmigen Ausschaltebereichs bezeichnet.

3.  STED-Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2,

wobei die periodische Anordnung der Sub-Elemente des ersten diffraktiven optischen
Elements (DOE1) eine Periode, die kleiner als 100 ym ist, aufweist, und/oder

wobei die periodische Anordnung der Sub-Elemente des zweiten diffraktiven optischen

Elements (DOE2) eine Periode, die kleiner als 100 pm ist, aufweist.

4.  STED-Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner umfassend

ein erstes Abbildungssystem (MO1, MO3) zum Abbilden des mittels des ersten
diffraktiven optischen Elements erzeugten Arrays (20) von Anregungsbereichen auf eine zu
untersuchende Probe (O); und

ein zweites Abbildungssystem (MO1, MO3) zum Abbilden des mittels des zweiten
diffraktiven optischen Elements (DOE2) erzeugten Arrays (30) von Ausschaltebereichen auf die

zu untersuchende Probe (O).

5.  STED-Mikroskop nach Anspruch 4, wobei das erste Abbildungssystem (MO1, MO3)
und/oder zweite Abbildungssystem (MO2, MO3) derart justierbar ist/sind, dass das Array von
Anregungsbereichen (20) mit dem Array von Ausschaltebereichen (30) im Wesentlichen

uberlappt.

6.  STED-Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner umfassend ein
Wechselrad mit einer Mehrzahl von diffraktiven optischen Elementen, welches ausgelegt ist,
das zweite diffraktive optische Element (DOE2) durch ein anderes diffraktives optisches

Element zu ersetzen.
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7.  Verfahren fiir die STED-Mikroskopie, umfassend die Schritte:

Bereitstellen eines STED Mikroskops nach einem der vorangegangenen Anspriiche;

Beleuchten des ersten diffraktiven optischen Elements (DOE1) mit einem
Anregungsstrahl und Erzeugen eines Arrays von punktformigen Anregungsbereichen auf einer
zu untersuchenden Probe (O);

Beleuchten des zweiten diffraktiven optischen Elements (DOE2) mit einem
Ausschaltestrahl und Erzeugen eines Arrays von Donut-férmigen Ausschaltebereichen auf der
zu untersuchenden Probe (O), welches im Wesentlichen mit dem Array von
Anregungsbereichen tiberlappt;

Detektieren zumindest eines Teils des Fluoreszenzlichts, das von der zu untersuchenden

probe (O) ausgesendet wird.

8.  Verfahren nach Anspruch 7, ferner umfassend den Schritt:

Ausrichtung des ersten diffraktiven optischen Elements (DOE1) und zweiten diffraktiven
optischen Elements (DOE2), um eine Uberlappung des Arrays von Anregungsbereichen und des
Arrays von Ausschaltebereichen zu erzielen, wobei die Ausrichtung ein laterales Verschieben

des ersten und/oder des zweiten diffraktiven optischen Elements umfasst.
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