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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine
Vorrichtung zum Bestimmen der Polarisationseigen-
schaften von durch ein Material emittiertem, reflek-
tiertem oder transmittiertem Licht unter Verwendung
eines Rasterlasermikroskops.

[0002] Bei Verwendung eines Rasterlasermikros-
kops (RLM) werden ausgewahlte Punkte (wohldefi-
nierte Volumeneinheiten) des getesteten Materials
durch einen fokussierten Laserstrahl bestrahlt, wor-
aufhin Information zur Intensitat des transmittierten,
reflektierten oder emittierten Lichts erhalten wird, die
allgemein in digitaler Form gespeichert werden kann.
Das Signal des Rasterlasermikroskops wahrend des
Abrasterns eines Felds vorbestimmter Breite und
Lange wird dazu verwendet, ein Bild hoher Auflésung
fur detaillierte Analyse zu erhalten. Die Bildqualitat
kann unter Verwendung des RLM im Konfokalmodus
weiter erhoht werden, wobei der Stérungseffekt von
Licht, das von anderen Punkten als dem Brennpunkt
herrGhrt, im Wesentlichen ausgeschlossen werden
kann. Bei den meisten kommerziell erhaltlichen Ras-
terlasermikroskopen (wie Zeiss 410 oder 510) bildet
der Konfokalmodus ein Grundmerkmal, jedoch kann
er nur fur reflektiertes oder emittiertes Licht (Fluores-
zenz) verwendet werden. Der Konfokalmodus eines
Rasterlasermikroskops sorgt fir eine nicht-zerstéren-
de, optische Scheibenbildung der Probe und eine Re-
konstruktion dreidimensionaler "Bilder". Unter Ver-
wendung eines Zwei- oder Mehrphotonenanregungs-
verfahrens mit einem Laser, das streng auf das Test-
gebiet eingeschrankt werden kann, wodurch der st6-
rende Effekt der Hintergrundstrahlung (Intensitat)
praktisch vollstdndig beseitigt werden kann, kann
eine stark verbesserte Bildqualitat erzielt werden (A.
Diaspro und M. Robello: Multi-Photon Excitation Mic-
roscopy to Study Biosystems, European Microscopy
and Analysis, Marz 1999).

[0003] Rasterlasermikroskope sorgen — im Ver-
gleich mit herkdmmlichen Mikroskopen und Verfah-
ren — fur Information der Probenstruktur mit hoher
Qualitat und hoher Aufldsung. Dennoch liefern diese
Verfahren keinerlei Information zur Anisotropie und
vielen anderen physikalischen Wechselwirkungen
der Probe, die nur durch Polarisationsspektroskopie-
verfahren untersucht werden kénnen.

[0004] Die Verwendung von polarisiertem Licht lie-
fert Bilder der Probe, die Information zur anisotropen
Struktur, beispielsweise die rdumliche Anordnung der
Ubergangsdipole, und zur physikalischen Wechsel-
wirkung zwischen einander und der Mikroumgebung
enthalten. Die anisotropen Eigenschaften der Materi-
alien beeinflussen allgemein die Polarisationseigen-
schaften des durch die Materialien auf anisotrope
Weise emittierten, reflektierten oder transmittierten
Lichts, weswegen die Untersuchung der Polarisati-

onseigenschaften des durch die Materialien emittier-
ten, reflektierten oder transmittierten Lichts Schluss-
folgerungen betreffend die optische Anisotropie und
auch die Molekilanordnung des getesteten Materials
ermdglicht. Mit polarisiertem Licht ausgeflhrte Mes-
sungen (LD: Lineardichroismus, CD: Zirkulardichrois-
mus) sind von T. C. Oadkberg in Application note,
Stokes Polarimetry, Hinds Instruments Inc., 1991 be-
schrieben. Ein ahnliches Verfahren kann auch zum
Messen der Doppelbrechung verwendet werden. Die
lineare Polarisation der Lumineszenzemission liefert
wichtige Information zur Anisotropie der Emissionsdi-
pole, weswegen die Charakteristik des Anisotro-
piewerts (R) hierfur wichtige Information zur Material-
struktur liefert, die durch andere Techniken nicht er-
halten wird. Der Anteil zirkular polarisierter Lumines-
zenz (CPL) der Emission (des emittierten Lichts) lie-
fert wichtige Information zur chiralen Struktur des Ma-
terials, wenn es angeregt ist, die auf keine andere
Weise erhalten werden kann. Weitere wichtige Infor-
mation ist der Grad der Polarisation (P) der Fluores-
zenz, der eine Schlussfolgerung zur Energietibertra-
gung zwischen den Dipolen, der Mikroviskositat der
Molekulumgebung, der Anregungslebensdauer und
anderer wichtiger Parameter erlaubt. Die Definition,
Messung und der physikalische Inhalt von P, R und
CPL sind von J. R. Kakovicz in seinem Buch "Princip-
les of Fluorescence Spectroscopy" Plenum Press
New York, 1983 und I. Z. Steinberg in seinem in Me-
thods in Enzymology verdffentlichten Bericht detail-
liert angegeben.

[0005] Wahrend einer Differenzpolarisations-Bild-
aufnahme, wie sie von Kim et al. in "Differential pola-
rization imaging 1. Theory", in Biophysical Journal Nr.
52(6):911-927 DEC 1987 verdffentlicht ist, werden
zwei verschiedene Bilder der Probe unter Verwen-
dung von orthogonal polarisiertem Licht erzeugt, wo-
bei die zugehorige, Intensitats-normierte Differenzin-
formation zur anisotropen Struktur des Materials oder
der Probe liefert. Der CD-, LD und andere Differenz-
polarisationswerte des transmittierten Lichts liefern
wichtige Information zur anisotropen Struktur des
Materials, die durch andere Techniken nicht verflg-
bar ist.

[0006] Die Polarisationseigenschaften der Fluores-
zenz (des emittierten Lichts) kdnnen im Prinzip da-
durch bestimmt werden, dass ein Polarisatorbauele-
ment (beispielsweise ein Polarisationsfilter) vor dem
RLM-Detektor platziert wird, das Polarisationsfilter
zwischen zwei Winkelpositionen zum Durchlassen
der orthogonalen Komponenten linear polarisierten
Lichts gedreht wird, und zwei Bilder aufeinanderfol-
gend an den beiden Positionen des Polarisationsfil-
ters aufgenommen werden. Obwohl dieses Verfah-
ren mit dem Zubehor zum RLM Zeiss 410 ausgeflhrt
werden kann, liefert es wegen der zeitlichen Schwan-
kung der Fluoreszenzintensitat, insbesondere bei bi-
ologischen Proben, keine zufriedenstellenden Ergeb-
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nisse. Ein weiteres Problem kann die Intensitatsvari-
ation des beleuchtenden Laserlichts bilden. Auch
kdnnen Schwingungen und Bewegungen der Probe
oder des Tischs zu einer deutlichen Verzerrung fuh-
ren.

[0007] US 5,457,536 schlagt eine Verbesserung am
RLM von Zeiss vor, wodurch das Rasterlasermikros-
kop flir universelle Anwendung eine punktweise Mes-
sung des Dichroismus und der Doppelbrechung des
durch die Probe gestrahlten Lichts ausfliihren kann.
Der auf die Probe gerichtete Laserstrahl wird durch
einen zwischen die Laserlichtquelle und die Probe
eingefugten Polarisationszustandsgenerator modu-
liert. Um eine Polarisationskomponente des durch
die Probe gestrahlten Lichts auszuwahlen, existiert
auf der anderen Seite der Objektebene ein Polarisa-
tionsanalysator. Der Ausgang des Analysator ist mit
einem Fotodetektor verbunden, der mit einem Aus-
gang einer Demodulatoreinheit verbunden ist. Ein
Nachteil dieser Konfiguration besteht darin, dass bei
den meisten RLMs wahrend LD-, und CD- und Dop-
pelbrechungsmessungen, die nur im Transmissions-
modus ausgefiihrt werden kénnen, der Konfokalmo-
dus nicht verfugbar ist. Dieses Verfahren ermdglicht
keine Messung des Polarisationsinhalts des emittier-
ten oder reflektierten Lichts, und damit keine Mes-
sung der Anisotropie bei der linearen oder zirkularen
Polarisation (r, CPL) der Emission (des emittierten
Lichts). Dies bildet einen Hauptnachteil beim Unter-
suchen biologischer Proben, bei denen in weitem
Umfang konfokale Fluoreszenzmikroskopie verwen-
det wird. Bei den meisten biologischen Anwendun-
gen kann wichtige Information zur rdumlichen Anord-
nung der verschiedenen Komponenten dadurch er-
halten werden, dass die Emission mehrerer Chromo-
phore beobachtet wird. Jede Einzelinformation trans-
portiert andere Polarisationsinformation, die mit den
genannten herkdmmlichen Techniken nicht analysiert
werden kann. Bei vielen RLMs ist es nicht mdglich
oder sehr schwierig, wegen der Kopplung des Laser-
lichts mittels einer optischen Faser das Laserlicht zu
modulieren. Es ist auch von Nachteil, dass keine
Moglichkeit besteht, den Polarisationsinhalt des
Lichts vollstéandig detailliert zu charakterisieren, wes-
wegen einige wichtige Parameter — die den Elemen-
ten der Miller-Matrix zugewiesen sind — nicht be-
stimmt werden kénnen.

[0008] Daher ist es eine Aufgabe der Erfindung, ein
Verfahren und eine Vorrichtung zu schaffen, die die
Vorteile der Rasterlasermikroskopie und der Polari-
metrie kombinieren, wobei die Kombination zu mehr
mit einem einzelnen Verfahren gemessenen Para-
metern fuhrt, oder mit verschiedenen Konfiguratio-
nen einer einzelnen Vorrichtung mit speziellem Hin-
blick auf die Parameter der emittierten Fluoreszenz,
wie im Konfokalmodus bei einer einzelnen oder meh-
reren Wellenldngen im Wesentlichen gleichzeitig ge-
messen, oder im Hinblick auf die Mdglichkeit einer

moglichst kompletten Analyse des Polarisationsin-
halts von emittierten, transmittiertem oder reflektier-
tem Licht.

[0009] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es,
die Fehler zu eliminieren oder zu kompensieren, die
sich aus einer Wellenlangenabhéangigkeit und der Po-
larisationsverzerrung der optischen Bauteile wah-
rend den Messungen ergeben.

[0010] Diese Ziele werden durch ein Verfahren zum
Bestimmen von Polarisationsdifferenzwerten von
durch ein Testmaterial emittiertem, reflektiertem oder
transmittiertem Licht mit einem Rasterlasermikros-
kop vom Typ mit Rasterstrahl erreicht. Das Testmate-
rial wird durch einen Laserstrahl mit bekanntem und
einstellbarem oder variablem Polarisationszustand
beleuchtet. GemaR der Erfindung verflgt das Verfah-
ren Uber die folgenden Schritte:
— Empfangen von Licht von jedem beleuchteten
Punkt des Materials, wobei das Licht Gber einen
durch das Material modifizierten Polarisationszu-
stand verfligt oder der Polarisationszustand derje-
nige des durch das Material emittierten Lichts ist;
— Messen der Intensitat zweier orthogonaler Pola-
risationskomponenten des von jedem beleuchte-
ten Punkt des Materials empfangenen Lichts im
Wesentlichen zur gleichen Zeit, und Zuweisen ei-
nes Signals zu jeder gemessenen Intensitat; und
— Erzeugen eines Differenzsignals aus den zwei
gemessenen Intensitatssignalen, um einen Pola-
risationsdifferenzwert zu erhalten, der fiir einen je-
weiligen Bildpunkt des Materials reprasentativ ist.

[0011] GemalR einer weiteren Erscheinungsform
der Erfindung wird die Intensitatsdifferenz der ortho-
gonalen Polarisationskomponenten entsprechend
der ausgefiihrten Messung durch die Werte 1, |, + 1,
I, + 21, oder irgendeinen anderen Wert, wie er einem
Element der Miller-Matrix zugewiesen ist und durch
Messen oder Berechnen bestimmt ist, geteilt.

[0012] GemaR einer anderen Erscheinungsform der
Erfindung wird der Lichtstrahl entsprechend dem Po-
larisationszustand oder einem vorbestimmten Pro-
zentsatz der Intensitat des Lichts in zwei verschiede-
ne Strahlen aufgeteilt, und in jedem der Teillichtstrah-
len wird die Intensitat nur einer der Polarisationskom-
ponenten gemessen.

[0013] GemalR einer weiteren Erscheinungsform
der Erfindung wird die Phase zwischen den Polarisa-
tionskomponenten eines vom Material empfangenen
Lichtstrahls periodisch entsprechend einer Funktion
mit vorbestimmter Frequenz und Form zwischen zwei
Endpositionen variiert, und die Polarisationskompo-
nenten werden anschliefend mit demselben Analy-
sator gemessen.

[0014] Die Phase zwischen den Polarisationskomp-
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onenten des vom Material empfangenen Lichtstrahls
variiert vorzugsweise entsprechend einer Sinusfunk-
tion zwischen den zwei Endpositionen.

[0015] Auch kann die Wellenlangenabhangigkeit
der Polarisationseigenschaften durch das Verfahren
gemal der Erfindung bestimmt werden, wobei dem
Schritt des Variierens der Phase zwischen den Pola-
risationskomponenten des vom Material empfange-
nen Lichtstrahls ein weiterer Schritt folgt, gemaf dem
der Lichtstrahl entsprechend ausgewahlten Wellen-
langen unterteilt wird und Messungen in jedem der
Teillichtstrahlen gleichzeitig ausgefihrt werden. Die
Fehler der gemessenen Werte kdnnen falls erforder-
lich kompensiert werden.

[0016] Gemal einer anderen Erscheinungsform der
Erfindung wird die Phase zwischen den Polarisati-
onskomponenten des beleuchteten Lichtstrahls peri-
odisch entsprechend einer Funktion (vorzugsweise
einer Sinusfunktion) mit vorbestimmter Frequenz und
Form zwischen zwei Endpositionen variiert, und die
Werte FDLC und FDCD werden durch periodisches
Messen der Intensitat des durch das Material emit-
tierten Lichts mit vorbestimmter Frequenz (2f und f)
und Phase bestimmt.

[0017] Messungen in einem Konfokalmodus bein-
halten auch den Schritt des Auswahlens der vom
Brennpunkt des Laserlichts auf der Probe empfange-
nen Lichtkomponente und zum AusschlieRen derjeni-
gen Lichtkomponenten, die von anderen Punkten als
dem Brennpunkt empfangen werden. Dies ermog-
licht eine optische Scheibenbildung der Probe.

[0018] Gemal einer weiteren Erscheinungsform
der Erfindung wird zum Beleuchten der Probe und
zum praktisch gleichzeitigen Veranlassen einer Zwei-
oder Mehrphotonenanregung in den Molekilen der
Probe Laserlicht verwendet, das eine raumliche
und/oder zeitliche Intensitatskonzentration erlaubt.
Dieses Verfahren sorgt automatisch fiir den Vorteil ei-
ner konfokalen Messung. Die Probe kann unter Ver-
wendung sehr kurzer Bestrahlungszeiten der einzel-
nen Pixel abgerastert und fir eine langere Zeitperio-
de gemessen werden, ohne durch das Laserlicht
nachteilig beeinflusst zu werden.

[0019] Das Verfahren gemaR der Erfindung sorgt fur
eine einfache Art zum Bestimmen der Stokes-Para-
meter (I, Q, U, V) in mindestens einem der Lichtstrah-
len des Mikroskops.

[0020] Durch die Erfindung ist ein Verfahren ge-
schaffen, mit dem die Elemente der Miller-Matrix in
einem transmittierten oder reflektierten Laserstrahl
im Mikroskop durch Andern des Polarisationszu-
stands des beleuchtenden Laserlichts in vier Schrit-
ten (depolarisiert, linear polarisiert mit 0 (oder 90
Grad), linear polarisiert mit +45 (oder —-45 Grad) und

zirkular polarisiert) bestimmt werden kénnen, wah-
rend die Stokes-Parameter (I, Q, U, V) in jedem der
vier Zustande bestimmt werden.

[0021] Die Ziele der Erfindung werden durch eine
Vorrichtung zum Bestimmten der Polarisationsdiffe-
renzwerte von Licht, das durch ein Testmaterial emit-
tiert, reflektiert oder transmittiert wird, erreicht, die
Uber ein Rasterlasermikroskop vom Rasterstrahltyp
und ferner Folgendes verflugt:

eine Laserlichtquelle zum Erzeugen eines Laserlicht-
strahls, der das Testmaterial oder die Probe punkt-
weise beleuchtet;

einen Polarisationszustandsgenerator, der zwischen
der Laserlichtquelle und dem Material oder der Pro-
be, die getestet wird, angeordnet ist, um einen Strahl
mit bekanntem und einstellbarem variablem Polarisa-
tionszustand zu erzeugen; und

einen Detektor zum Bestimmen der Intensitat des
Lichts mit einem durch die Probe modifizierten Pola-
risationszustand oder der Intensitat des Lichts mit
dem Polarisationszustand des durch die Probe emit-
tierten Lichts, wobei der Detektor das Licht empfangt.

Gemal der Erfindung

ist eine Einrichtung zum raumlichen oder zeitlichen
Aufteilen orthogonaler Polarisationskomponenten
zwischen der Probe und dem Detektor angeordnet;
und

mit dem Ausgang des Detektors ist eine Verarbei-
tungseinheit zum Bestimmen der Intensitat zweier or-
thogonaler Polarisationskomponenten und zum Er-
zeugen der Intensitatsdifferenz dieser Polarisations-
komponenten verbunden, um einen Polarisationsdif-
ferenzwert zu erhalten, der fiir einen jeweiligen Bild-
punkt des Testmaterials oder der Probe reprasentativ
ist.

[0022] Die Vorrichtung gemaR der Erfindung kann
im vom Material empfangenen Lichtstrahl ein opti-
sches Bauteil zum raumlichen Aufteilen der Polarisa-
tionskomponenten entsprechend ihrem Polarisati-
onszustand oder entsprechend einem vorbestimm-
ten Prozentsatz der Intensitat aufweisen, mit einem
Detektor in den entsprechend dem Polarisationszu-
stand der Polarisationskomponenten aufgeteilten
Lichtstrahlen, oder mit einem Detektor und einem
Analysator vor dem Detektor zum selektiven Durch-
lassen einer der Polarisationskomponenten in den
Lichtstrahlen, die entsprechend einem vorbestimm-
ten Prozentsatz der Intensitat aufgeteilt wurden.

[0023] Bei einer bevorzugten Ausfliihrungsform der
Erfindung ist im vom Material empfangenen Licht-
strahl ein Photoelastizitatsmodulator (PEM, Kerr-Zel-
le oder dergleichen) vorhanden, um die Polarisati-
onskomponenten zeitlich zu unterteilen und vor dem
Detektor ist ein passiver Polarisationsanalysator vor-
handen.
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[0024] Um die Wellenlangenabhangigkeit der Pola-
risationsparameter zu bestimmen, kann die Verfah-
ren gemaf der Erfindung mindestens einen Wellen-
langen-selektiven Strahlteiler zwischen dem passi-
ven Polarisationsanalysator und dem Detektor auf-
weisen, und ferner kénnen in den durch den Wellen-
langen-selektiven Strahlteiler aufgeteilten Lichtstrah-
len weitere Detektoren vorhanden sein.

[0025] Um den Polarisationszustand des beleuch-
tenden Laserlichts zu modulieren, kann die Vorrich-
tung mit einer Polarisationszustand-Einstelleinheit
mit einem passiven optischen Polarisationsbauele-
ment und einem Polarisationsmodulator (PEM) ver-
sehen sein.

[0026] Die Vorrichtung kann auch mit einer feinen
Lochblende im von der Probe empfangenen Licht-
strahl versehen sein, um die auf die Probe fokussier-
te Lichtkomponente auszuwahlen.

[0027] Es kann auch von Vorteil sein, die Vorrich-
tung mit einer Laserlichtquelle zum Erzeugen von
raumlich und/oder zeitlich konzentriertem Laserlicht
fur Zwei- oder Mehrphotonenanregung der Molekiile
der Probe zu versehen.

[0028] Um die Stokes-Parameter zu bestimmen,
kann die Vorrichtung gemaf der Erfindung zwischen
dem Photoelastizitdtsmodulator und dem passiven
Polarisationsanalysator einen zweiten Photoelastizi-
tatsmodulator (PEM) aufweisen, dessen optische
Achse um 45 Grad in Bezug auf die optische Achse
des ersten Photoelastizitdtsmodulators (PEM) ge-
dreht ist.

[0029] Um die Elemente der Mduller-Matrix zu be-
stimmen, kann die Verfahren gemafR der Erfindung
mit einem Polarisationszustandsgenerator mit einem
Depolarisator, einem Linear- oder Zirkularpolarisator
und einem optischen Phasenverzdgerer oder ir-
gendeiner Kombination hiervon versehen sein.

[0030] Um beleuchtendes Laserlicht mit modulier-
tem Polarisationszustand zu liefern, kann die Polari-
sationszustand-Einstelleinheit der Vorrichtung einen
Photoelastizitatsmodulator (PEM) aufweisen, der
zwischen zwei passiven Linearpolarisatoren mit zu-
einander parallelen oder orthogonalen Polarisations-
ebenen versehen ist, wobei die optische Achse des
Photoelastizitditsmodulators (PEM) unter 45 Grad in
Bezug auf die passiven Linearpolarisatoren einge-
stellt ist, wobei hinter dem zweiten Linearpolarisator
ferner ein Depolarisator vorhanden ist.

[0031] Gemal der Erfindung verfligt die Vorrichtung
zum Bestimmen der Polarisationsdifferenzwerte, ein-
schlielich des durch Fluoreszenz erfassten, linearen
und zirkularen Dichroismus (FDLD, FDCD) des emit-
tierten, durch anisotrop absorbierende Restmateriali-

en reflektierten Lichts, Uber ein Rasterlasermikros-
kop vom Rasterstrahltyp mit einem Polarisationszu-
standsgenerator. Die Vorrichtung weist ferner Fol-
gendes auf:

eine Laserlichtquelle zum Erzeugen eines Laserlicht-
strahls, der das Testmaterial oder die Probe punkt-
weise beleuchtet;

ein passives optisches Polarisationsbauelement und
einen Polarisationsmodulator zwischen der Laser-
lichtquelle und dem Testmaterial oder der Probe, um
polarisiertes Laserlicht mit einer modulierten Polari-
sationsorientierung zu erzeugen, die zwischen ortho-
gonalen Polarisationszustanden durchgefahren wird.

[0032] GemaR der Erfindung weist die Vorrichtung
auch Folgendes auf: einen Detektor zum Bestimmen
der Intensitat von Reflexionslicht, dessen Polarisati-
onszustand durch die Probe polarisiert wird oder der
Intensitat von durch die Probe emittiertem Licht, in
Zuordnung zu den Polarisationskomponenten des
beleuchtenden Lichts, wobei das Material oder die
Probe im durch die Probe reflektierten oder emittier-
ten Laserstrahl positioniert ist;

und eine Verarbeitungseinheit zum Bestimmen der
Intensitat zweier orthogonaler Polarisationskompo-
nenten und zum Erzeugen der Intensitatsdifferenz
derselben, um einen Polarisationsdifferenzwert zu er-
halten, der fir einen jeweiligen Bildpunkt des Materi-
als reprasentativ ist, wobei diese Einheit mit dem
Ausgang des Detektors verbunden ist.

[0033] Um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbes-
sern, kann die Vorrichtung gemafR der Erfindung mit
einem Polarisationszustandsgenerator mit einem
Photoelastizitatsmodulator (PEN) versehen sein, der
zwischen zwei passiven Linearpolarisatoren positio-
niert ist, deren Polarisationsebenen parallel oder or-
thogonal zueinander verlaufen, wobei die optische
Achse des Photoelastizitdtsmodulators (PEM) unter
45 Grad in Bezug auf die passiven Linearpolarisato-
ren eingestellt ist, und ferner mit einem Depolarisator
hinter dem zweiten Linearpolarisator.

[0034] Um die gemessenen Signale zu wandeln und
zu verarbeiten, und um die Fehler wahrend der Mes-
sung zu kompensieren, kann die Vorrichtung gemaf
der Erfindung mit einer Signalverarbeitungseinheit
versehen sein, die mit dem Ausgang des mindestens
einen Detektors verbunden ist. Die Signalverarbei-
tungseinheit verfiigt tber mindestens einen Lockin-
verstarker, ein Tiefpassfilter und einen Analog-Digi-
tal-Wandler. Bei digitaler Signalverarbeitung und ei-
ner Bilderzeugungseinheit mit analogem Eingang ist
in der Signalverarbeitungseinheit auch ein Digi-
tal-Analog-Wandler erforderlich.

[0035] Die Erfindung wird nun gemaf den beigefig-
ten Zeichnungen detaillierter beschrieben.

[0036] Fig. 1 ist ein schematisches Diagramm einer
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Vorrichtung gemaf der Erfindung mit zwei Kanalen
zum Arbeiten in einem Emissions- oder Reflexions-
modus;

[0037] Fig. 2 ist ein schematisches Diagramm einer
Vorrichtung gemaf der Erfindung mit zwei Kanalen
zum Arbeiten in einem Emissions- oder Reflexions-
modus;

[0038] Fig. 3 ist ein schematisches Diagramm einer
Vorrichtung gemaR der Erfindung mit einem Kanal,
um entsprechend dem Modulationsprinzip zu arbei-
ten;

[0039] Fig. 4 ist ein schematisches Diagram einer
Vorrichtung gemaf der Erfindung, die gemal dem
Modulationsprinzip arbeitet, um bei verschiedenen
Wellenlangen zu messen;

[0040] Fig. 5 ist ein schematisches Diagramm einer
Vorrichtung gemaf der Erfindung, um die Stokes-Pa-
rameter zu messen,;

[0041] Fig. 6 ist ein schematisches Diagramm einer
Vorrichtung gemaf der Erfindung, um die Elemente
der Muller-Matrix zu bestimmen;

[0042] Fig. 7 ist ein schematisches Diagramm einer
Signalverarbeitungs- und Bilderzeugungseinheit zum
Anzeigen der gemessenen Werte;

[0043] Fig. 8 ist ein schematisches Diagramm einer
in der Vorrichtung gemaR der Erfindung verwendeten
Signalverarbeitungseinheit;

[0044] Fig.9 ist ein schematisches Diagram einer
Vorrichtung gemaR der Erfindung, um die FDLD- und
die FDCD-Werte zu bestimmen; und

[0045] Fig. 10 ist ein Diagramm zum Veranschauli-
chen eines Verfahrens zum Kompensieren eines Si-
nusfehlers der Photoelastizitdtsmodulatoren.

[0046] Die Fia. 1 zeigt eine zweikanalige Konfigura-
tion mit einer Probe und einem Objekttisch 6, der mit
Laserlicht einer Laserlichtquelle 1 beleuchtet wird,
wobei das Laserlicht durch eine Polarisationszu-
stand-Einstelleinheit 2 geschickt wird. Das reflektier-
te Licht oder das Fluoreszenzlicht wird durch einen
Strahlteiler 4 (beispielsweise einen halbdurchlassi-
gen Spiegel) abgelenkt. Auf diese Art werden durch
einen zweiten Strahlteiler 8 zwei Lichtstrahlen er-
zeugt. In beiden Lichtstrahlen ist ein jeweiliger Detek-
tor 16 bzw. 17 vorhanden, um ein Ausgangssignal
proportional zur Lichtintensitat zu erzeugen, das in
Signalverarbeitungseinheiten 18 eingegeben wird. In
jedem der Kanéle cs1 und CS2 wird die Intensitat nur
einer Polarisationskomponente gemessen. Als
Strahlteiler 8 kann ein halbdurchlassiger Spiegel ver-
wendet werden. In diesem Fall wird der eintretende

Lichtstrahl mit einem vorgegebenen Intensitatsver-
haltnis aufgeteilt. In einem der Teillichtstrahlen kann
ein weiterer Spiegel 9 platziert werden, um einen
ausgewahlten Lichtstrahl abzulenken. Beide Teillicht-
strahlen (abgelenkte Lichtstrahlen) enthalten alle Po-
larisationskomponenten, weswegen die zu messen-
den Polarisationskomponenten durch passive Polari-
sationsanalysatoren 12 und 13 gemessen werden
mussen, die vor dem Detektor 16 bzw. 17 positioniert
sind. Als Strahlteiler 8 kann auch ein polarisierender
Strahlteiler (beispielsweise ein Wollaston-Prisma
oder dergleichen) verwendet werden, um im ersten
Teilstrahl nur eine erste Polarisationskomponente
durchzulassen und im zweiten Teilstrahl nur eine
zweite Polarisationskomponente durchzulassen. Po-
larisierende Strahlteiler sind kommerziell von Melles
Griot oder Oriel erhaltlich. Spezielle polarisierende
Strahlteiler sind auch von OZ Optics, Ltd. erhaltlich.
Im abgelenkten Lichtstrahl kann, falls erforderlich, ein
weiterer Spiegel 9 platziert sein, um in diesem Fall
den Lichtstrahl des Kanals cs1 zum Detektor 16 ab-
zulenken. Wenn ein polarisierender Strahlteiler 8 ver-
wendet wird, sind keine passiven Polarisationsanaly-
satoren 12 und 13 erforderlich. In den Lichtstrahlen
der Kandle cs1 und cs2 sowie vor den Detektoren 16
und 17 kénnen auch Farbfilter 14 und 15 verwendet
werden, um die Intensitat des unerwiinschten Lichts
zu schwachen. In den Lichtstrahlen der Kanale cs1
und cs2 positionierte Blenden 10 bzw. 11 kdénnen fur
konfokale Bilderzeugung erforderlich sein. Messun-
gen in einem Konfokalmodus beinhalten auch den
Schritt des Auswahlens der vom Brennpunkt des La-
serlichts auf der Probe empfangenen Lichtkompo-
nente, wobei Lichtkomponenten ausgeschlossen
werden, die von anderen Punkten als dem Brenn-
punkt empfangen werden. Dies erméglich eine opti-
sche Schichtbildung der Probe. Im von der Probe 5
empfangenen Lichtstrahl kann auch, vorzugsweise
vor dem Strahlteiler, ein Phasenverzdgerer 7 (Viertel-
wellenlangenplatte) dazu verwendet werden, ein
Auswahlen der zirkular polarisierten Komponenten
selbst dann zu ermdglichen, wenn nur linear polari-
sierende Strahlteiler oder Analysatoren verwendet
werden. Die Anordnung der Fiq. 1 ist eine mogliche
Ausfihrungsform zum gleichzeitigen Messen der In-
tensitat zweier verschiedener Polarisationskompo-
nenten, wie sie von der pixelweise beleuchteten Pro-
be durch das Rasterlasermikroskop empfangen wer-
den. Die proportional zu den Intensitatswerten ver-
laufenden analogen Signale werden in die Signalver-
arbeitungseinheit 18 eingegeben, wo erforderliche
Wandlungs-, Berechnungs- und Korrekturvorgange
ausgefuhrt werden. Auf Grundlage der zwei Polarisa-
tionskomponenten |, und |,, die im Wesentlichen or-
thogonal zueinander sind, wird das Ausgangssignal
durch eine der folgenden Formeln oder eine der For-
meln berechnet, die zum Bestimmen der Elemente
der Muller-Matrix verwendet werden:

lowt = 14 = 1 (1
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loue = (1 = L)/(ly + 1) (2)
Lo = (Il = L)/(14 + 215) )

[0047] Die Formel (3) wird vorzugsweise beim Mes-
sen der Anisotropie von mit Zylindersymmetrie orien-
tierten Emissionsdipolen verwendet. Die durch das
Verfahren gemal der Erfindung gemessenen Polari-
sationskomponenten sind orthogonal zueinander.
Die sich ergebenden Werte der obigen Formeln wer-
den durch die Signalverarbeitungseinheit 18 be-
stimmt. Einer der obigen Rechenvorgéange wird fur je-
des der Pixel (beleuchtete Punkte der Probe) ausge-
fuhrt, und das Ergebnis wird in einer Speichereinrich-
tung abgespeichert. Die abgespeicherte Bildinforma-
tion wird auf einer Anzeigeeinrichtung (Schirm, Moni-
tor usw.) durch eine Videosignalverarbeitungseinheit
und durch Software angezeigt.

[0048] Bei einer Ausfuhrungsform wird das Aus-
gangssignal der Signalverarbeitungseinheit 18 ein-
fach zum Bildsignaleingang des RLM geliefert. Bei ei-
ner anderen Ausfiihrungsform, wie sie in der Fig. 7
veranschaulicht ist, wird das Synchronisiersignal
zum Scannen/Rastern des Laserlichts des RLM und
des Ausgangssignals der Signalverarbeitungseinheit
18 ferner durch eine elektronische Steuerungsein-
heit, beispielsweise einen Computer COMP, zu ei-
nem Bildsignal verarbeitet, und dann wird das Bild
auf einem Monitor MON angezeigt.

[0049] Die in der Eig. 2 dargestellte Ausfuhrungs-
form unterscheidet sich von der aus der Fig.1 er-
kennbaren Ausflihrungsform nur dadurch, dass das
Laserlicht 3 durch die Probe 5 lauft und die Messun-
gen am transmittierten Licht ausgefuhrt werden. Fir
die Messungen werden dieselben Elemente verwen-
det, wie sie aus der Fig. 1 erkennbar sind. Dieselben
Elemente in der Fig. 2 sind mit denselben Bezugszei-
chen derselben Elemente in der Eig. 1 markiert. Der
Spiegel 4' ist bei diesem Beispiel nicht notwendiger-
weise ein halbdurchlassiger Spiegel, sondern es
kann ein beliebiger optischer Spiegel verwendet wer-
den.

[0050] In der Fig. 3 ist eine andere Ausfiuhrungs-
form der Erfindung zum Messen der anderen Polari-
sation ohne Aufteilung des von der Probe empfange-
nen Lichtstrahls, d.h. unter Verwendung nur eines
Lichtstrahls, dargestellt. Um dies zu bewerkstelligen,
ist eine Anordnung zum zeitlichen Trennen der Pola-
risationskomponenten verwendet. Zu diesem Zweck
wird die Phase zwischen den Polarisationskompo-
nenten des von der Probe 15 empfangenen Licht-
strahls periodisch entsprechend einer Funktion mit
vorbestimmter Frequenz und Form (vorzugsweise
entsprechend einer Sinusfunktion) zwischen zwei
Endpositionen variiert, und die Polarisationskompo-
nenten werden anschlieBend durch denselben Ana-
lysator 25 mit demselben Detektor 27 gemessen.

Zum periodischen Variieren der Phase zwischen den
Polarisationskomponenten, ein Polarisationsmodula-
tor, wie ein Photoelastizitaitsmodulator (PEM), ein
elektrooptischer Modulator (EOM), ein akustoopti-
scher Modulator, eine Kerr-Zelle, eine Pockels-Zelle
oder dergleichen. Bei einer bevorzugten Ausfih-
rungsform, wie sie in der Fig. 3 dargestellt ist, wird
vor einem Detektor 27 zum Messen der Lichtintensi-
tat ein Photoelastizitatsmodulator 23 verwendet, wo-
bei ein dazu proportionales Ausgangssignal geliefert
wird. Um nur eine Polarisationskomponente auszu-
wahlen, ist zwischen dem Detektor 27 und dem Pho-
toelastizitatsmodulator 23 ein passiver Polarisations-
analysator 25 verwendet. Ein geeigneter Photoelasti-
zitdtsmodulator ist von Hinds Instruments unter der
Handelsbezeichnung I/FS50 erhaltlich, jedoch kon-
nen andere Typen oder Einrichtungen mit derselben
Wirkung verwendet werden. Der Ausgang des Detek-
tors 27 ist mit einem Eingang der Signalverarbei-
tungseinheit 28 auf dieselbe Weise, wie sie bereits
aus den Fig. 1 und Fig. 2 zu ersehen waren, verbun-
den.

[0051] Vor dem Detektor 27 kann auch ein Farbfilter
26 verwendet werden, um die Intensitdt des uner-
wlinschten Hintergrundlichts zu schwachen. Eine im
Lichtstrahl positionierte Blende 21 kann fur konfokale
Bilderzeugung erforderlich sein. Im von der Probe 5
empfangenen Lichtstrahl kann auch, vorzugsweise
vor dem Photoelastizitdtsmodulator 23, ein Phasen-
verzogerer 22 (Viertelwellenlangenplatte) verwendet
werden, um die Auswahl der zirkular polarisierten
Komponenten selbst dann zu ermdglichen, wenn nur
ein linearer Polarisationsanalysator verwendet wird.

[0052] Bei der genannten einkanaligen Konfigurati-
on kann die Anzahl der fiir die Messungen verwende-
ten Elemente im Wesentlichen auf die Halfte verrin-
gert werden, was auch zu einer wesentlichen Kosten-
senkung fuhrt. AuRer den wirtschaftlichen Vorteilen
besteht ferner ein technischer Nutzen dahingehend,
dass die Messung im selben Lichtstrahl mit densel-
ben elektrooptischen Bauteilen ausgefuhrt werden
kann, was Fehler aufgrund von Toleranzen der Bau-
teile verringert. Der Photoelastizitdtsmodulator 23
wird durch ein elektrisches Signal mit vorbestimmter
Frequenz und Form, wie eine Sinuswechselspan-
nung, gesteuert, wobei die Steuerung zu einer sich
sinusformig andernden Breite d des Photoelastizi-
tatsmodulators entsprechend d = d0 + A-sin(2ft)
fuhrt. Die Anfangsbreite des Photoelastizitdtsmodu-
lators ohne jede angelegte Steuerspannung ist dO.
Die Maximalbreite ist dO + A und die Minimalbreite ist
d0 — A. Im geerdeten Zustand andert der Photoelas-
tizitatsmodulator die Polarisationseigenschaften des
transmittierten Lichts nicht. Wenn die Maximalande-
rung der Breite des Photoelastizitdtsmodulators
Lambda/4 betragt (Lambda ist die Wellenlange des
verwendeten Lichts), wird das linear polarisierte Ein-
fallslicht durch den Photoelastizitdtsmodulator in des-
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sen Zustand mit dO + A in links oder rechts zirkular
polarisiertes Licht gewandelt, und im Zustand d0 — A
des Photoelastizitatsmodulators wird das Ausgangs-
lichtin rechts oder links zirkular polarisiertes Licht ge-
wandelt. Wenn die maximale Anderung der Breite
des Photoelastizitditsmodulators Lambda/2 betragt
(Lambda ist die Wellenldnge des verwendeten
Lichts), wird das linear polarisierte Einfallslicht durch
den Photoelastizitdtsmodulator in dessen Zustand
mit dO + A oder dO0 — A in linear polarisiertes Licht ge-
wandelt, dessen Polarisationsebene um 90 Grad in
Bezug auf die Polarisationsebene des einfallenden
Lichts gedreht ist. Es sei darauf hingewiesen, dass in
diesem Fall beim Erreichen der Lambda/4-Positionen
links oder rechts zirkular polarisiertes Licht abhangig
von der Anderungsrichtung geliefert wird.

[0053] So kann festgestellt werden, dass unter Ver-
wendung einer Steuerung, die zu maximalen Ande-
rungen der Breite A = Lambda/2 am Ausgang des ge-
steuerten Photoelastizitdtsmodulators 23 fuhrt, linear
polarisiertes Licht mit derselben Richtung wiederholt
mit der Frequenz 2f in Bezug auf die Frequenz f der
Steuerungsspannung erscheint, wohingegen beim
Verwenden einer Steuerung, die zu maximalen An-
derungen der Breite A = Lambda/4 fihrt, zirkular po-
larisiertes Licht mit derselben Richtung wiederholt mit
der Frequenz f der Steuerspannung erscheint.

[0054] Der lineare Polarisationsanalysator vor dem
Detektor lasst nur im Wesentlichen das eine ausge-
wabhlte linear polarisierte Licht mit einer Polarisations-
ebene parallel zur Polarisationsachse des Analysator
durch, was wiederum zum Maximum des Detektors-
signals fihrt, wobei alle anderen Polarisationslicht-
komponenten zu einem kleineren Wert des Detek-
torssignals fuhren. Das linear polarisierte Licht mit
der Polarisationsrichtung orthogonal zur Polarisati-
onsachse des Analysators liefert das minimale De-
tektorssignal. Wenn der Photoelastizitdtsmodulator
23 vor dem Analysator 25 positioniert ist, um an den
Endpositionen linear polarisiertes Licht mit einem Po-
larisationwinkel von 0 bzw. 90 Grad relativ zur Polari-
sationsachse des passiven Polarisationsanalysators
25 zu fuhren, wechselt das Ausgangssignal die Inten-
sitat periodisch mit der Frequenz 2f in Bezug auf die
Frequenz f in der Steuerspannung, wie in der
Fig. 10D dargestellt ist.

[0055] Die Signalverarbeitung unterscheidet sich
von derjenigen, die in Zusammenhang mit der Fig. 1
erlautert wurde. Wahrend die Anordnung der Fig. 1
statische Signale fiir die Weiterverarbeitung liefert,
liefert die Konfiguration der Fig. 3 Polarisationskom-
ponenten, und deren gemessene Intensitatswerte
andern sich zeitlich periodisch mit einer relativ hohen
Frequenz von mindestens 10 kHz, vorzugsweise
mindestens 100 kHz. Unter diesen Umstéanden muss
die Messung synchron zur Sinussteuerspannung des
RLMs mit exakt vorbestimmten Phasenpositionen

ausgeflhrt werden. Es kénnen wiederholte Messun-
gen mit vorbestimmter Frequenz an vorbestimmten
Phasenpositionen mit einem phasenempfindlichen
oder Lockinverstarker ausgefuhrt werden, der Mes-
sungen mit vorbestimmter Frequenz f oder in einem
Dualmodus mit vorbestimmten Frequenzen f und 2f
ausfihren kann. Die phasenempfindlichen (Lockin)
Verstarker liefern in einem herkémmlichen Differenz-
modus einen Intensitatsdifferenzwert Al = 12 — 1.
Phasenempfindliche (Lockin) Verstarker, die mit rela-
tiv hohen Frequenzen von mindestens 10 kHz, vor-
zugsweise mindestens 100 kHz arbeiten, sind von
mehreren Hersteller erhaltlich, wie von EG&G oder
Jupiter.

[0056] Die bei der Konfiguration der Fig. 3 zu ver-
wendende Signalverarbeitungseinheit 28 kann so
konfiguriert sein, wie es in der Fig. 8A dargestellt ist,
mit einem Tiefpassfilter LP und einem phasenemp-
findlichen Verstarker FE, der mit dem Ausgang des
Detektors verbunden ist und tber einen Analog-Digi-
tal-Wandler AD verfiigt, der mit dem Ausgang des
Tiefpassfilters LP verbunden ist. Bei einer digitalen
Signalverarbeitungs- und Bilderzeugungseinheit mit
Analogeingang ist auch ein Digital-Analog-Wandler
DA erforderlich. Die vorliegenden, von Zeiss herge-
stellten RLMs verfiigen Uber eine Bilderzeugungsein-
heit mit Analogeingang, weswegen der Digital-Ana-
log-Wandler DA daflir sorgt, dass die Kompatibilitat
gewabhrt ist.

[0057] Die meisten RLM-Systeme (auch das
Zeiss-RLM vom Typ 410) sind dazu geeignet, die In-
tensitat der von einer Probe emittierten Fluoreszenz
mit Komponenten verschiedener Wellenlangen da-
durch zu messen, dass jede Emissionswellenlange
abgetrennt wird und mit einem speziellen Detektor
(typischerweise einem Photoelektronenvervielfa-
cher) gemessen wird. Die Anregung kann bei einer
einzelnen Frequenz oder mehreren Frequenzen er-
folgen. Zur Abtrennung kénnen dichroitische Spiegel
verwendet werden. Bei der in der Eig. 4 dargestellten
Konfiguration zum Messen bei verschiedenen Wel-
lenlangen ist die Beleuchtung der Probe 5 dieselbe,
wie sie in der Fig. 1 erkennbar ist und in Zusammen-
hang mit dieser beschrieben wurde. Im von der Probe
5 empfangenen und durch den halbdurchlassigen
Spiegel abgelenkten Lichtstrahl befinden sich ein
Photoelastizitditsmodulator 31 (wie der von Hinz er-
haltliche FS50) und ein passiver Polarisationsanaly-
sator 32. Dem Analysator folgend dichroitische Spie-
gel oder dichroitische Strahlteiler 33 zum Aufteilen
des von der Probe empfangenen Lichts entspre-
chend den verschiedenen Wellenlangen, und ein op-
tischer Spiegel 34, falls erforderlich, um einen abge-
trennten Lichtstrahl abzulenken. Durch den vor den
dichroitischen Spiegeln oder Strahlteilern 33 positio-
nierten Photoelastizitdtsmodulator 31 (wie dem Typ
FS50 von Hinz) kdnnen alle Wellenlangenkomponen-
ten der Fluoreszenz gleichzeitig moduliert werden.
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Obwohl die Modulationstiefe des Polarisationszu-
stands aufgrund der verschiedenen Wellenlangen
differiert, kann sie berechnet werden und mit einem
Korrekturfaktor kompensiert werden. Auf diese Wei-
se kann das in Zusammenhang mit der Fig. 3 be-
schriebene verfahren auf mehrere Wellenlangen er-
weitert werden. Betreffend die Tatsache, dass die
meisten dichroitischen Strahlteiler fir den Polarisati-
onszustand selektiv arbeiten, kann der passive Pola-
risator 32 manchmal weggelassen oder durch dichro-
itische Spiegel ersetzt werden. Es sind auch dichroi-
tische Strahlteiler kommerziell erhaltlich, die in einem
groRen Wellenlangenbereich unempfindlich auf den
Polarisationszustand von Licht sind. In den verschie-
denen Wellenlangen-selektiven Kanalen wird die In-
tensitat in den Detektoren 37 gleichzeitig erfasst, und
die erfassten Signale werden an eine gemeinsame
Signalverarbeitungseinheit 38 geschickt, um eine Si-
gnalverarbeitung, wie sie oben detailliert beschrieben
ist, auszufiihren. Diese Konfiguration erfordert die
Anwendung einer Mehrfacheinrichtung oder Mehrka-
naleinrichtung zum Messen. Die Signalverarbeitung
ist durch die Tatsache vereinfacht, dass bei dieser
Konfiguration die Modulationsfrequenz in allen Kana-
len dieselbe ist.

[0058] Es kann eine im Lichtstrahl positionierte
Blende 35 fir konfokale Bilderzeugung erforderlich
sein, und es kann ein Farbfilter 36 dazu verwendet
werden, die Intensitdt des unerwiinschten Hinter-
grundlichts zu schwachen.

[0059] Die bei der in der Fig. 4 dargestellten Konfi-
guration verwendete Signalverarbeitungseinheit 38
kann dieselbe sein, wie sie in der Fig. 8A dargestellt
ist und in Zusammenhang mit der Fig. 3 detailliert be-
schrieben ist. Um die dreifache Datenmenge der drei
Kanale zu verarbeiten, kann die Signalverarbeitungs-
einheit der Fig. 8A dreifach vorhanden sein, oder bei
ausreichend hoher Verarbeitungsgeschwindigkeit ist
es auch moglich, die Ausgange der Detektoren 37
der drei Kanale abwechselnd mit dem Eingang der
Signalverarbeitungseinheit 38 zu verbinden (Multip-
lexbetrieb).

[0060] Die Anordnung der Fig. 4 kann — bei einem
einzelnen Emissionsband — auch dazu verwendet
werden, die verschiedenen Polarisationskomponen-
ten des Lichtstrahls zu trennen. Zu diesem Zweck
mussen anstelle des einzelnen Modulators und Ana-
lysators vor der Ablenkung ein jeweiliger Modulator
und Analysator in jedem Kanal angewandt werden.
Die Konfiguration eines Kanals ist in der Fig. 3 darge-
stellt. Demgeman kénnen in zwei Kanalen die Inten-
sitatsdifferenzen 1(90°) — 1(0°) und 1(+45°) — 1(-45°)
der linear polarisierten Emission und der zirkular po-
larisierten Komponente gemessen werden. Die Mes-
sung von |(+45°) — [(-45°) wird auf dieselbe Weise
wie diejenige von [(90°) — 1(0°) ausgefihrt, jedoch
werden der Modulator auf 0° und der Analysator auf

45° eingestellt. Dies kann bei Anisotropiemessungen
besonders wichtig sein. Wahrend dieser Messungen
kann auch ein Wert proportional zur vollen Intensitat
der Fluoreszenz bestimmt werden, und so kénnen
Empfindlichkeitsunterschiede kompensiert werden.
Dies wird in Verbindung mit der Fig. 10 detaillierter
beschrieben. Unter Verwendung von drei Kanalen
kénnen alle Charakteristikparameter, beispielsweise
alle Komponenten des Stokes-Vektors (I, Q, U, V)
des Polarisationszustands der emittierten Fluores-
zenzstrahlung oder der Reflexionsstrahlung be-
stimmt und als Bild angezeigt werden, wie es oben
beschrieben ist.

[0061] Es ist bekannt, ein Einkanalverfahren zu ver-
wenden, um die Werte des Stokes-Vektors oder den
Zustand des polarisierten Lichts zu bestimmen.
Durch Implementieren dieses Verfahrens in einem
Rasterlasermikroskop (RLM) kénnen alle Werte (I, Q,
U, V) des Stokes-Vektors gemessen und als Bild an-
gezeigt werden (Fig. 5). Zu diesem Zweck werden
zwei Photoelastizitdtsmodulatoren 43 und 44 in Rei-
he mit dem von der getesteten Probe empfangenen
Lichtstrahl positioniert. Die optische Achse des ers-
ten Photoelastizitdtsmodulators 43 verfugt Uber ei-
nen Winkel von 45 Grad, und diejenige des zweiten
Photoelastizitdtsmodulators 44 verfugt Uber einen
Winkel von 0 Grad in Bezug auf eine Referenzebene.
Zwischen dem zweiten Photoelastizitdtsmodulator 44
und dem Detektor 47 wird ein passiver Polarisations-
analysator 45 (wie ein Glann-Thompson-Prisma) mit
einer optischen Achse von einem Winkel von 22,5
Grad zur selben Bezugsebene verwendet. Der Aus-
gang des Detektors 47 ist ahnlich wie bei den oben
beschriebenen Ausfuhrungsformen mit der Signal-
verarbeitungseinheit 48 verbunden. In diesem Fall
verfugt die Signalverarbeitungseinheit 48 uber drei
phasenempfindliche (Lockin) Verstarker FE1...FE3
und ein Tiefpassfilter LP, wie es in der Fig. 8B darge-
stellt ist. Um die Intensitat |, ohne Fehlerkompensa-
tion zu bestimmen, wird ein digitales Tiefpassfilter
verwendet. Zum Kompensieren des Fehlers wahrend
der Intensitdtsmessung ist ein in vier Phasen emp-
findlicher (Lockin) Verstarker FE4 erforderlich. Bei di-
gitaler Signalverarbeitung ist ein Analog-Digi-
tal-Wandler AD mit dem Analogausgang des Tief-
passfilters LP verbunden. Um Kompatibilitat mit der
Bildaufnahmeeinheit eines RLM mit Analogeingang
zu bewabhren, ist auch ein Digital-Analog-Wandler DA
erforderlich. Als phasenempfindlicher (Lockin) Ver-
starker kann ein von KFKI (Budapest) hergestellter
DPSD (digital Phase sensitive detector) verwendet
werden, der zwei phasenempfindliche Verstarker in
Doppelkonfiguration enthalt.

[0062] Die Realisierung der obigen Bildaufnahme-
verfahren wird deutlich unterstitzt, wenn die ver-
schiedenen Funktionen der Signalverarbeitungsein-
heit (SPU) (phasenempfindliche Verstarkung, Fre-
quenzauswahl, Signalaufbereitung) steuerbar sind.
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Dies wird mit einer einzelnen DPSD-Platine (KFKI,
Budapest) bewerkstelligt, bei der es sich um ein auf
niedriger Ebene programmierbares Bauteil handelt,
das die folgenden Funktionen liefert. Das Eingangs-
signal kann mit irgendeinem periodischen, skalaren
Signal multipliziert werden, bevor ein Mittelwert be-
rechnet wird, was bedeutet, dass nicht nur die Ampli-
tude eines Signals einer ausgewahlten Frequenz in
einem Differenzmodus gemessen werden kann — wie
bei herkdmmlichen phasenempfindlichen (Lockin)
Verstarkern —, sondern dass es auch maéglich ist, dies
im Additionsmodus zu messen. Im Differenzmodus
spricht das Ausgangssignal auf die Starke des Ein-
gangssignals mit einer Phase ® verringert um die
Starke des Eingangssignals mit einer Phase © + 1
an. Das skalare Produkt der zwei Funktionen ist all-
gemein P = §f1 (t)-f2(t). Die Multiplizierfunktion fir den
Additionsmodus ist in der Fig. 10B dargestellt, und
die Multiplizierfunktion flr den Differenzmodus ist in
der Fig. 10C dargestellt.

[0063] Die Werte des Stokes-Vektors werden so be-
stimmt, wie es unten beschrieben ist:

[, Intensitat: das Signal |, des Tiefpassfilters LP, das
mit dem Signal (I, + I, + 2I.)) des phasenempfindli-
chen (Lockin) Verstarkers FE4 kompensiert ist, der
im Additionsmodus des RLM 43 oder 44 mit einer
Frequenz 2f arbeitet.

Q, linear polarisierte Komponente entsprechend
0°-90°: Signal des FE1, der im Differenzmodus des
RLM 44 bei einer Frequenz 2f arbeitet.

U, linear polarisierte Komponente entsprechend
1+45°: Signal des FE2, der im Differenzmodus des
RLM 43 bei einer Frequenz 2f arbeitet.

V, zirkular polarisierte Komponente entsprechend: Si-
gnal des FE3, der im Differenzmodus des RLM 43
oder 44 bei einer Frequenz f arbeitet.

[0064] Die gemessenen Werte kbnnen — nach dem
Aufbereiten — an einen geeigneten Eingang der Bild-
aufnahmeeinheit (Videosignalverarbeitungsplatine)
des RLM geliefert werden, um die Polarisationsdiffe-
renz(DP)werte als Bild, dhnlich dem Intensitatsbild
beim "herkémmlichen" Modus anzuzeigen.

[0065] GemalR einer anderen Erscheinungsform der
Erfindung kénnen auch die Synchronisiersignale zum
Durchrastern der Pixel in den Richtungen x und y di-
rekt durch eine geeignete Bildverarbeitungsschal-
tung (Fig. 7) verwendet werden. Infolge dessen ist es
mdglich, die Bildverarbeitung unabhangig von derje-
nigen des RLM auszufliihren, wahrend die Kompatibi-
litat beim Speichern der angezeigten Bilder mit den
RLM-Bildern aufrechterhalten werden kann. Der Vor-
teil dieses Verfahrens im Vergleich zur Messung ge-
mal der Fig. 4 besteht darin, dass zur Messung nur
ein Erfassungskanal erforderlich ist und dass nach
der Neuzuordnung der Detektor als externen Einheit
verwendet werden kann. Das Polarisationsbild kann
ohne weitere Verwendung des RLM erhalten werden,

und so ist dies von dessen Hardware- und Software-
eigenschaften unabhangig.

[0066] Die Fig. 6 zeigt andere Typen der Polarisati-
onszustand-Einstelleinheit, die in Kombination mit
der Anordnung der Fig. 5 firr die Mdglichkeit sorgen,
alle Elemente der Miller-Matrix im Transmissionsmo-
dus unter Verwendung verschiedener bekannter Po-
larisationszustadnde des Beleuchtungslichts zu be-
stimmen. Zu diesem Zweck wird die Konfiguration
der Fig. 5 hinter der Probe (hinter dem Spiegel 4 in
der Fig. 2) positioniert. Die Elemente der Miller-Ma-
trix werden gemaR der Erfindung durch ein Verfahren
bestimmt, zu dem der Schritt gehoért, den Polarisati-
onszustand des beleuchteten Laserlichts in vier
Schritten (depolarisiert, linear polarisiert mit 0 (oder
90 Grad), linear polarisiert mit +45 (oder —45 Grad)
sowie zirkular polarisiert) zu andern, wahrend die
Stokes-Parameter (I, Q, U, V) in jedem dieser vier Zu-
stande bestimmt werden. Zu diesem Zweck wird eine
Polarisationszustand-Einstelleinheit 2A-2D mit ei-
nem Depolarisator 51, einem Linear- oder Zirkularpo-
larisator 52, 53 und einem optischen Phasenverzé-
gerer 54 oder eine beliebige Kombination hiervon
verwendet. In den Fig. 6A...Fig. 6D sind vier ver-
schiedene Polarisationszustand-Einstelleinheiten
2A...2D dargestellt, die Laserlicht mit verschiedenen,
jedoch zeitlich konstanten Polarisationszustanden
erzeugen. Die Polarisationszustand-Einstelleinheit
2a verfligt Uber einen Depolarisator 51 zum Depola-
risieren des Laserlichts, das polarisiert sein kénnte,
wobei sie die getestete Probe mit depolarisiertem La-
serlicht beleuchtet. Die Polarisationszustand-Einstel-
leinheit 2b verfigt GUber einen Polarisator 52, der, wie
erforderlich, ein Linear- oder Zirkularpolarisator sein
kann. Die Polarisationszustand-Einstelleinheit 2b be-
leuchtet die getestete Probe mit linear oder zirkular
polarisiertem Laserlicht, und sie kann dann verwen-
det werden, wenn das Laserlicht urspriinglich depo-
larisiert war. Die Polarisationszustand-Einstelleinheit
2c verfugt Uber einen Linearpolarisator 53 und einen
Phasenverzdgerer 54 hinter diesem, um die geteste-
te Probe mit zirkular polarisiertem Laserlicht zu be-
leuchten, und sie kann dann verwendet werden,
wenn das Laserlicht urspriinglich depolarisiert war.
Die Polarisationszustand-Einstelleinheit 2d verfugt
Uber einen Depolarisator 51 und einen Polarisator 52
hinter diesem. Der Polarisator 52 kann, wie erforder-
lich, ein Linear- oder ein Zirkularpolarisator sein. Die
Polarisationszustand-Einstelleinheit 2d beleuchtet
die getestete Probe mit linear oder zirkular polarisier-
tem Laserlicht, und sie kann dann verwendet werden,
wenn das Laserlicht urspriinglich polarisiert war.

[0067] Die Fig.9 zeigt eine weitere Konfiguration
gemal der Erfindung zum Messen des bei Fluores-
zenz erfassten linearen Dichroismus (FDLD) und des
bei Fluoreszenz erfassten zirkularen Dichroismus
(FDCD). Zu diesem Zweck verfugt die Polarisations-
zustand-Einstelleinheit 2 Uber einen Linearpolarisa-
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tor 81 und einen Photoelastizitatsmodulator 82 hinter
diesem. Wenn die Laserlichtquelle 1 linear polarisier-
tes Laserlicht liefert, kann der Linearpolarisator 81
weggelassen werden. Bei dieser Anordnung kann
das Anregen Laserlicht so moduliert werden, dass
verschiedene Polarisationszustande erhalten wer-
den. Der Pfad des Lumineszenzlichts muss im RLM
nicht gedndert werden. Dies sorgt fur eine einfachere
Anordnung als sie aus der Fig. 1 erkennbar ist. Die-
selben Elementen mit derselben Funktion und mit
denselben Bezugszeichen markiert, wie sie in der
Fig. 1 verwendet sind. Die Signalverarbeitung erfolgt
durch ein Demodulationsverfahren, ahnlich dem
oben beschriebenen Verfahren. Der FDLD-Wert wird
bei einer Frequenz 2f gemessen und der FDCD-Wert
wird bei einer Frequenz f gemessen, und die Bildver-
arbeitung ist ebenfalls dieselbe, wie sie oben detail-
liert beschrieben ist.

[0068] Gemal der Erfindung kann auch Laserlicht
hoher Leistung, das eine rdumliche und/oder zeitli-
che Intensitatskonzentration ermdglicht, zum Be-
leuchten der Probe sowie dazu verwendet werden,
praktisch gleichzeitig eine Zwei- oder Mehrphotonen-
anregung in den Molekilen der Probe zu verursa-
chen. Unter Verwendung der bekannten Tatsache,
dass Zweiphotonenanregung mit dem Quadrat des
Abstands vom Brennpunkt abfallt, wird eine dramati-
sche Verringerung der Hintergrundfluoreszenz er-
zielt, und so ist die erzielbare rdumliche Aufldsung
wesentlich verbessert, wahrend nachteilige Auswir-
kungen des Laserlichts minimiert werden kénnen.

[0069] Der genaue Wert der Intensitat | = 11 + 12
kann mit den herkdmmlichen Verfahren unter Ver-
wendung eines Tiefpassfilters nicht bestimmt wer-
den. Der Grund fir den Fehler sowie ein Korrektur-
verfahren gemaR der Erfindung werden in Verbin-
dung mit der Fig. 10 detailliertet beschrieben. Die
Eig. 10A zeigt die Variation der Breite d des Photoe-
lastizitatsmodulators (PEM) auf Grund einer sich si-
nusférmig andernden Steuerspannung als Funktion
der Zeit. Wie es aus der Fig. 10A erkennbar ist, vari-
ieren auch die Breiten des durch eine sinusférmige
Wechselspannung gesteuerten PEM sinusférmig
entsprechend d = d0 + A-sin(2rft). In einem geerde-
ten Zustand ohne jede Anregung des PEM andert
sich der Polarisationszustand des durch ihn laufen-
den Lichts nicht. Bei A = Lambda/2 dreht der PEM die
Polarisationsebene des einfallenden Lichts in den
Zustanden maximaler oder minimaler Breite dO + A
oder dO — A um 90°. Die Fig. 10D zeigt den Intensi-
tatswert, wie er durch einen Detektor hinter einem
Analysator fur lineare Polarisation gemessen wird,
als Funktion der Zeit, wobei die Steuerung des PEM
identisch mit der aus der Fig. 10A erkennbaren ist.
Der Analysator wird so eingestellt, dass er Uber eine
optische Achse parallel zur Polarisationsebene des
linear polarisierten Lichts verfugt, das durch einen
nicht angeregten PEM lauft. Diese Anordnung sorgt

in jeder Position dO fir die Maximalintensitat I. In den
Positionen dO + A und dO — A verlauft die Polarisati-
onsebene des linear polarisierten Lichts orthogonal
zur optischen Achse des Analysators, weswegen die
durch den Detektor gemessene Intensitat |, minimal
ist. Da die Intensitatsfunktion nicht-sinusférmig ist,
liefert die durch das digitale Tiefpassfilter abgetrenn-
te Gleichspannungskomponente nicht die Intensitat
Iv = (I, + 1,)/2 sondern | . Unter Verwendung des in
vier Phasen empfindlichen Verstarkers FE4 im Addi-
tionsmodus kann S, = |, + |, — 2|, erhalten werden.
Da |, bereits bestimmt wurde, kann der kompensierte
Intensitatswert entsprechend der folgenden Glei-
chung berechnet werden:

=1, +1,=S, +2l_

[0070] Dieses Verfahren zum Kompensieren des
Fehlers der gemessenen Intensitat zeigt im Vergleich
zu friheren Veroéffentlichungen fiir Messungen des
makroskopischen Dichroismus den Vorteil, dass es
keinerlei Beschrankung der Modulationstiefe erfor-
dert, weswegen es fiir eine genauere Kompensation
sorgt.

[0071] Die systematischen Fehler der DP-Messun-
gen auf Grund der verschiedenen optischen Elemen-
te, die den Polarisationszustand beeinflussen, kon-
nen durch Korrekturverfahren kompensiert werden,
die wahrend der digitalen Signalverarbeitung ausge-
fuhrt werden kénnen.

[0072] Bei Intensitdtsmodulation des  Anre-
gungs(Beleuchtungs)lichts kann die Photosektion
weggelassen werden und das Signal-Rauschsig-
nal-Verhaltnis kann verbessert werden.

[0073] Das bei einem RLM verwendete Laserlicht ist
typischerweise polarisiert. Da die Absorption und die
Emission vom Polarisationszustand des Beleuch-
tungslichts abhangen, kann das von einer Probe er-
haltene Bild abhangig vom Polarisationszustand des
verwendeten Lichts variieren. Bei RLM-Bildern er-
zeugt dies unerwiinschte Uberbelichtungen oder Un-
terbelichtungen oder sogar ein Verschwinden von
Einzelheiten. Dies ist bei anisotropen Proben extrem
deutlich. Dieser Effekt kann dadurch beseitigt wer-
den, dass in der Polarisationszustand-Einstelleinheit
ein Depolarisator verwendet wird, wie es in der
Fig. 6A vorgeschlagen ist. Dies kann auch bei Trans-
mission, Fluoreszenz oder Reflexion verwendet wer-
den. Ein im anregenden/beleuchtenden Lichtstrahl
positionierter passiver Depolarisator kann jedoch zu
Inhomogenitaten auf mikroskopischem Niveau fih-
ren, und das Ausgangsergebnis ist ebenfalls in vielen
Fallen nicht zufriedenstellend.

[0074] Ahnlich dem bei FDLD/FDCD-Messungen
verwendeten Verfahren kann ein PEM dazu verwen-
det werden, den Polarisationszustand des Beleuch-
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tungslichts zeitlich zu variieren, anstatt dass ein De-
polarisator verwendet wird. Nach einem geeigneten
Durchlass oder Mittelungsverfahren fir das Detektor-
signal kann die Photosektion weggelassen werden,
ohne dass irgendein stérender Nebeneffekt auftreten
wirde, da das Beleuchtungs(Anregungs)licht wah-
rend der Zeit, in der das Laserlicht auf einen Punkt fo-
kussiert wird und die Mittelung erfolgt, alle Polarisati-
onsrichtungen enthalt.

[0075] Das Verfahren zum Modulieren und Demo-
dulieren kann auch zum Verbessern des Sig-
nal-Rauschsignal-Verhéltnisses verwendet werden,
wenn keine Polarisationsmessungen ausgefiihrt wer-
den. Zu diesem Zweck verfligt der Polarisationszu-
standsgenerator tber einen Photoelastizitdtsmodula-
tor (PEM), der zwischen zwei passiven Linearpolari-
satoren mit zueinander parallelen oder orthogonalen
Polarisationsebenen positioniert ist, wobei seine op-
tische Achse auf 45 Grad in Bezug auf die passiven
Linearpolarisatoren eingestellt ist. Auch kann, falls
erforderlich, ein Depolarisator hinter dem zweiten Li-
nearpolarisator verwendet werden. Diese Anordnung
sorgt fir eine sich sinusformig andernde Intensitat mit
einer Frequenz 2f in Bezug auf die Frequenz f des
PEM. Die Demodulation kann mit einem einzelnen
phasenempfindlichen (Lockin) Verstarker bei der Fre-
quenz 2f ausgefiihrt werden. Wenn die Laserlicht-
quelle verzerrungsfreies, linear polarisiertes Laser-
licht liefert, kann der Linearpolarisator auf der Seite
der Laserlichtquelle weggelassen werden. Wenn die
Photosektion die Messungen nicht nachteilig beein-
flusst, oder wenn die Kompensation in einem dynami-
schen Modus ausgefihrt wird, wie oben beschrieben,
kann auch der Depolarisator weggelassen werden.
Dieses Verfahren zum Verbessern des Sig-
nal-Rauschsignal-Verhéltnisses zeigt den Vorteil im
Vergleich zu anderen Verfahren unter Verwendung
von Modulationsfrequenzen hoher Intensitat, dass
die FDLD- und die FDCD-Messungen und die Kom-
pensation der Photosektion mit denselben Kompo-
nenten ausgeflihrt werden kénnen.

Patentanspriiche

1. Verfahren fiir die Festlegung der Differenti-
al-PolarisationsgréRen des vom Prifmaterialausge-
strahlten, zuriickgeworfenen oder Ubermittelten
Lichts mithilfe eines Laserstrahlenabtastmikroskops,
einschlieflich:

— Beleuchtung des Prifmaterials Punkt fur Punkt mit
einem Laserstrahl, dessen Polarisationszustand be-
kannt und einstellbar oder abanderbar ist;

— Empfang des Lichts, das aus den beleuchteten
Punkten des Materials (5) eintrifft und dessen Polari-
sationszustand vom Material (5) beeinflusst wurde
oder dem Polarisationszustand des vom Material (5)
ausgestrahlten Lichts entspricht;

— Messung der Intensitat von zwei orthogonalen Po-
larisationskomponenten des Lichts, das aus den be-

leuchteten Punkten des Materials im Wesentlichen
zur gleichen Zeit eintrifft, und Zuordnung eines Sig-
nals zu jedem gemessenen Intensitatswert: sowie

— Erzeugung eines Differentialsignals aus den zwei
gemessenen Intensitatssignalen, um einen reprasen-
tativen Differentialwert flr den entsprechenden Bild-
punkt des Materials (5) zu bekommen.

2. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei der Inten-
sitdtsunterschied der orthogonalen Polarisations-
komponenten entweder auf Grund der Werte 1, |1 +
12, 11 + 212, oder auf Grund eines anderen beliebigen,
einem Elementen des Mueller-Matrix zugeordneten
Wertes aufgeteilt und durch Messung oder Kalkulati-
on festgestellt wird.

3. Verfahren gemal Anspruch 1 oder 2, wobei
der Lichtstrahl auf Grund des Polarisationszustandes
oder eines vorher festgelegten Leuchtintensitatspro-
zents in zwei verschiedene Strahlen gespaltet wird,
und in jedem gespalteten Lichtstrahl nur die Intensitat
von einem einzigen Polarisationskomponenten ge-
messen wird.

4. Verfahren gemafly Anspruch 2 oder 3, wobei
der Phasenunterschied zwischen den Polarisations-
komponenten des aus dem Material eintreffenden
Lichtstrahls gemaR einer Funktion mit vorher festge-
stellter Frequenz und Form zwischen zwei Endpositi-
onen periodisch geandert wird, und danach die Pola-
risationskomponenten mit demselben Analysator ge-
messen werden.

5. Verfahren gemaf Anspruch 4, wobei der Pha-
senunterschied zwischen den Polarisationskompo-
nenten des aus dem Material eintreffenden Licht-
strahls gemal einer Sinusfunktion zwischen zwei
Endpositionen periodisch geandert wird.

6. Verfahren gemaf Anspruch 4 oder 5, wobei —
im Anschluss an die Anderung des Phasenunter-
schieds zwischen den Polarisationskomponenten
des aus dem Material eintreffenden Lichtstrahls — der
Lichtstrahl nach festgelegten Wellenlangen gespaltet
wird, und an den gespalteten Lichtstrahlen gleichzei-
tig Messungen vorgenommen werden, wobei die
Messfehler nach Bedarf kompensiert werden.

7. Verfahren gemal Anspruch 1 oder 2, wobei
die Phase zwischen den Polarisationskomponenten
des aus dem Material eintreffenden Lichtstrahls ge-
mafR einer Funktion mit vorher festgestellter Fre-
quenz und Form zwischen zwei Endpositionen perio-
disch geandert wird, und die FDLC- und FDCD-Werte
durch periodische Messung der Intensitat des aus
dem Material emittierten Lichts mit vorbestimmter
Frequenz (2f und t) und Phase festgestellt werden.

8. Verfahren gemaf Anspruch 7, wobei der Pha-
senunterschied zwischen den Polarisationskompo-
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nenten des beleuchtenden Laserstrahls gemal einer
Sinusfunktion zwischen zwei Endpositionen perio-
disch geandert wird.

9. Verfahren gemaR Ansprichen 1-8, einschlief3-
lich eines Schrittes fir die Auswahl der Lichtkompo-
nente, die aus dem Fokalpunkt des Laserlichts an der
Materialprobe empfangen wird, und den Ausschluss
der Lichtkomponenten, die nicht aus dem Fokalpunkt
kommen.

10. Verfahren gemaR Anspriichen 1-8, wobei zur
Beleuchtung der Probe ein in Raum und Zeit konzen-
trierter Laserstrahl benutzt wird, der eine 2- oder
Mehr-Photon-Erregung der Molekiilen in der Probe
herbeifiihrt.

11. Verfahren gemal Ansprichen 4-6, ein-
schliellich der Festlegung der Stokes-Parameter (I,
Q, U, V) mindestens in einem der Lichtstrahle des Mi-
kroskops.

12. Verfahren gemal Anspruch 11, einschlief3lich
der Festlegung der Elementen des Mueller-Matrix in
einem Ubermittelten Laserstrahl vom Mikroskop mit-
hilfe der Anderung des Polarisationszustandes des
beleuchtenden Laserlichts in vier Schritten (depolari-
siert, linear polarisiert an 0 (oder 90) Grad, linear po-
larisiert an +45 (oder —45) Grad, und zirkular polari-
siert), und die Festlegung der Stokes-Parameter (l,
Q, U, V) in jedem der vier genannten Zustanden.

13. Apparat fur die Festlegung der Differenti-
al-PolarisationsgréRen des vom Prifmaterialausge-
strahlten, zurlckgeworfenen oder Ubermittelten
Lichts mithilfe eines Laserstrahlenabtastmikroskops,
bestehend aus folgenden Teilen:

— einer Laserlichtquelle (i) zur Erzeugung des Laser-
lichtstrahls, der Punkt fiir Punkt das Prifmaterial oder
die Probe (5) beleuchtet;

— einem Polarisationszustand-Generator, platziert
zwischen der Laserlichtquelle (1) und dem/der Prif-
material/Probe (5) zur Erzeugung eines Strahls mit
bekanntem und einstellbarem/abanderbarem Polari-
sationszustand;

— einem Detektor (16, 17, 27, 37, 47) zur Feststellung
der Intensitat des Lichts, dessen Polarisationszu-
stand von der Probe (5) modifiziert wurde, oder zur
Feststellung der Intensitat des Lichts, das die Probe
(5) ausstrahlt, und der Detektor dieses Licht emp-
fangt;

— einem Gerat fir die rdumliche und zeitliche Separa-
tion der orthogonalen Polarisationskomponenten,
eingesetzt zwischen der Probe (5) und dem Detektor
(16,17, 27, 37, 47)

— einer Verarbeitungsanlage (18, 28, 38, 48) fir die
Festlegung der Intensitat von zwei orthogonalen Po-
larisationskomponenten und die Erzeugung eines In-
tensitatsunterschieds zwischen diesen Polarisations-
komponenten um eine Differential-Polarisationsgré-

Re, die den entsprechenden Bildpunkt des/der Pruif-
materials/Probe (5) reprasentiert, zu bekommen, an-
geschlossen an den Ausgang des Detektors (16, 17,
27, 37, 47).

14. Apparat nach Anspruch 13, einschlieBlich ei-
ner optischen Einheit (8) zur rdumlichen Spaltung der
Polarisationskomponenten gemaf ihrem Polarisati-
onszustand oder gemaf einem vorher festgestellten
Prozent der Intensitat, platziert im aus der Probe (5)
eintreffenden Lichtstrahl, eines Detektors (16, 17),
platziert im Wege der aufgespaltenen Lichtstrahlen,
eines Analysators (12, 13) vor dem Detektor (16, 17),
um eine der Polarisationskomponenten in den Licht-
strahlen, die gemaf einem vorher festgestellten Pro-
zent der Intensitat gespaltet wurden, selektiv zu Gber-
mitteln.

15. Apparat nach Anspruch 13, einschlieflich ei-
nes ersten Polarisationsmodulators (23) zur Spaltung
der Polarisationskomponenten in Zeit, platziert im
aus der Probe (5) eintreffenden Lichtstrahl, und eines
passiven Polarisationsanalysators (25) vor dem De-
tektor (27).

16. Apparat nach Anspruch 15, einschlieRlich
mindestens eines selektiven Wellenlange-Strahlspal-
ters (33) zwischen dem passiven Polarisationsanaly-
sator (32) und dem Detektor (37), sowie weiterer De-
tektoren (37) in den Lichtstrahlen, die vom Wellenlan-
ge-Strahlspalter (33) aufgeteilt wurden.

17. Apparat nach Anspruch 13 mit einer Polarisa-
tionszustand-Einstellvorrichtung (2), die aus einer
passiven Polarisationsoptikeinheit (81) und einem
Polarisationsmodulator (82) besteht.

18. Apparat nach Anspriichen 13-17, einschlief3-
lich einer Aperturblende (10, 11, 21, 35) im aus der
Probe (5) kommenden Lichtstrahl, um die auf die Pro-
be fokussierte Lichtkomponente herauszufiltern.

19. Apparat nach Anspriichen 13-17, einschliel3-
lich einer Laserlichtquelle (1) mitin Raum bzw. in Zeit
konzentriertem Laserlicht zur 2- oder Mehr-Pho-
ton-Erregung der Molekdlen in der Probe.

20. Apparat nach Anspruch 15. einschlieflich ei-
nes zweiten Polarisationsmodulators (44), platziert
zwischen dem ersten Polarisationsmodulator (43)
und dem passiven Polarisationsanalysator (45), wo-
bei der zweite Polarisationsmodulator (44) eine opti-
sche Achse hat, die um 45Grad im Verhaltnis zu der
optischen Achse des ersten Polarisationsmodulators
(43) gedreht ist.

21. Apparat nach Anspruch 20, mit einer Polari-
sationszustand-Einstellvorrichtung (2a-2d), die aus
Depolarisator (51), einem Linearpolarisator (52, 53)
oder einem Zirkularpolarisator (52) und einem opti-
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schen Phasenverzdgerer (54), oder einer beliebigen
Kombination von diesen besteht.

22. Apparat nach Anspriuchen 13-20, mit einer
Polarisationszustand-Einstellvorrichtung  (2), ein-
schlieBlich eines photoelastischen Modulators
(PEM), der zwischen zwei passiven Linearpolarisato-
ren mit parallelen oder senkrechten Polarisationse-
benen positioniert ist, und die optische Achse des
photoelastischen Modulators (PEM) um 45 Grad im
Verhaltnis zu den passiven Linearpolarisatoren ein-
gestellt ist, einschlieBlich auch eines Depolarisators
hinter dem zweiten Linearpolarisator.

23. Apparat nach Anspriichen 13-21 dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Signalverarbeitungseinheit
(18, 28, 38, 48) an den Ausgang des Detektors oder
der Detektoren (16, 17, 27, 37, 47) angeschlossen
ist.

24. Apparat nach Anspruch 22 dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Signalverarbeitungseinheit (JFE)
aus mindestens einem phasenempfindlichen Verstar-
ker (FE, FE1 ... FE4), einem Tiefpass-Filter (LP), ei-
nem Analog-Digital-Wandler (AD) und einem Digi-
tal-Analog-Wandler (DA) besteht.

25. Apparat fur die Festlegung der Differenti-
al-PolarisationsgréRen, einschlieRlich des fluores-
zenzdetektierten Linear- und Zirkulardichroismus
(FDLD, FDCD) des vom Prifmaterial ausgestrahlten,
zuriickgeworfenen oder Ubermittelten Lichts mithilfe
eines Laserstrahlenabtastmikroskops mit einem Po-
larisationszustand-Generator (2), bestehend aus fol-
genden Teilen:

— einer Laserlichtquelle (1) zur Erzeugung des Laser-
lichtstrahles, der Punkt fir Punkt das Prifmaterial
oder die Probe (5) beleuchtet;

— einer passiven Polarisationsoptik-Komponente (81)
und einem Polarisationsmodulator (82) zwischen der
Laserlichtquelle (1) und dem/der Prufmaterial/Probe
(5), um polarisiertes Laserlicht mit modulierter Polari-
sationsrichtung, die zwischen orthogonalen Polarisa-
tionszustanden wandelt, zu erzeugen;

— einem Detektor (17) zur Festlegung der Intensitat
des Lichts, dessen Polarisationszustand von der Pro-
be (5) modifiziert wurde, oder der Intensitat des
Lichts mit dem Polarisationszustand vom Licht, das
die Probe (5) ausstrahlt, verbunden mit den Polarisa-
tionskomponenten des Lichts, die das Material oder
die Probe (5) beleuchtet, im von der Probe zurtickge-
worfenen oder ausgestrahlten Laserlicht positioniert;
— einer Verarbeitungsanlage (18) fiir die Festlegung
der Intensitat von zwei orthogonalen Polarisations-
komponenten und die Erzeugung eines Intensitats-
unterschieds zwischen diesen Polarisationskompo-
nenten um eine Differential-Polarisationsgréfie, die
den entsprechenden Bildpunkt des Materials (5) re-
prasentiert, zu bekommen, an den Ausgang des De-

tektors (17) angeschlossen.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

18

18

1N 10 12 14 16
o SR
Bl
N
3N 7 8l 11318 7
~_\I QUK
' U L | cs2
h 6
T FIG. 1
1~ FIG. 2
2~ 10 12 14 16
“\ 9~ \l hk’ \\ cst
3~ BER
Dl ‘
7 8 11 13 15 1|7
AN uniy
U | |___| I cs2

15/20




DE 601 30 356 T2 2008.05.08

FIG. 3
34 35 36 q7
N T
| ]
1~ 33| 3536 7
NI B |
_ i
24
3~ 31 32 33 5 36 37
N sslliam!
5 | ] ]
i
FIG. 4

16/20



DE 601 30 356 T2 2008.05.08

2a

51

FIG. 6A

2c

53

54

FIG. 6C

FIG. 6B
2d

51

52

FIG. 6D

17/20



DE 601 30 356 T2 2008.05.08

ki

DS
JFE MON
RS
COMP
FIG. 7
LP ' AD
be
FE DA

FIG. 8A

18/20




DE 601 30 356 T2

be

2008.05.08

FE1

LP

FE2

FE3

FE4

ki

FIG. 8B

XN
-
-
wn

T

2 81

N
3

4 §

5

I n E

— | L
v
=3

FIG. 9

19/20




d0+A

DE 601 30 356 T2 2008.05.08

FIG. 10A

do
do-A
— — Pt — t}
AG1 AG2 AGHT AG2
F1
1 FIG. 10B
0 - —>
— — — — t
AGH1 4G2 AG1 AG2
F2
;1 FIG. 10C
O >
t
-1
— — — —
F AG1 AG2 AG1 AG2
A
FIG. 10D

AG1

AG2

20/20




	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

