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(57) Abstract: The invention relates to a microscope, preferably a laser scanning microscope, comprising at least one illumination
beam which, in a partial area along the cross-section thereof, is phase-modulated with a modulation frequency, and comprising a
microscope objective for focusing the illumination beam onto a sample, and further comprising a detection beam path and at least
one demodulation means, wherein a pulsed illumination beam is present and in the illumination beam path upstream of the
microscope objective, a first polarization beam splitter is provided, which generates at least first and second partial beam paths that
have differing, preferably adjustable, optical paths. A combination element, preferably a second pole splitter, for rejoining the partial
beams is provided. In one partial beam path, a phase element is provided, which has at least two areas having differing phase

interferences.

(57) Zusammenfassung:
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Mikroskop, vorzugsweise Laser-Scanning-Mikroskop, mit mindestens einem Beleuchtungsstrahl, der in einem Teilbereich entlang
seines Querschnitts mit einer Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und einem Mikroskopobjektiv zur Fokussierung des
Beleuchtungsstrahls in eine Probe sowie einem Detektionsstrahlengang und mindestens einem Mittel zur Demodulation, wobei
ein gepulster Beleuchtungsstrahl vorliegt und im Beleuchtungsstrahlengang vor dem Mikroskopobjektiv ein erster
Polarisationsstrahlenteiler vorgesehen ist der mindestens einen ersten und zweiten Teilstrahlengang erzeugt, die, vorzugsweise
einstellbar, unterschiedliche Lichtwege aufweisen und ein Vereinigungselement, vorzugsweise ein zweiter Polteiler, zur
Wiedervereinigung der Teilstrahlen vorgesehen ist wobei in einem Teilstrahlengang ein Phasenelement vorgesehen ist das
mindestens zwei Bereiche mit unterschiedlicher Phasenbeeinflussung aufweist.
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Titel: Mikroskop und Mikroskopieverfahren

Stand der Technik:

Literatur / Patente:
[1] Chen et al., Opt. Express 16, 18764 (2008)
[2] Wong et al., Appl. Opt. 48, 3237 (2009)

[3] WO2009/008838
[4] A. Leray and J. Mertz, Opt. Express 14, 10565 (2006)

[5] DE102011013613, DE102010013829
[6) EP500717 B2 Zweiphotonenmikroskopie

[7] Sueda et al., Opt. Express 12, 3548 (2004)

[8] Chong et al., Biomedical Optics Expres Vol.1 No. 3

[9] Israel Rocha-Mendoza, Wolfgang Langbein, Peter Watson, and Paola Borri,
"Differential coherent anti-Stokes Raman scattering microscopy with linearly chirped
femtosecond laser pulses,” Opt. Lett. 34, 2258-2260 (2009)

Die zeitliche Fokusmodulationstechnik (FMM) ist eine Methode in der
Fluoreszenzmikroskopie die das schnelle Schalten zwischen verschiedenen
Fokusfeldern erméglicht. Dies ist insbesondere dann wichtig, wenn man nur das Licht
im Fokus eines Objektivs beeinflussen moéchte. Hier wurde bereits in der Literatur
eine Methode demonstriert, mit welcher eine dreidimensionale Abbildung von optisch
dicken Proben bei gleichzeitiger Diskriminierung von Hintergrundlicht méglich wird [1-
4].

Die Grundlage ist hierbei, dass eine Eigenschaft (z.B. die Fluoreszenz), welche im
Wesentlichen im Fokus generiert wird, zeitlich derart beeinflusst wird, dass diese
Eigenschaft (Fluoreszenz) auflerhalb des Fokus nicht moduliert wird.

Bislang beruht diese Methode auf dem schnellen Schalten der optischen Phase in
der Pupille eines Objektivs. Gezeigt wurde bislang vor allem, dass man die Phase in
zwei Halbpupillen schaltet.

Ahnlich der geschilderten Halbpupillenschaltung kann vorteilhaft auch die Schaltung
zwischen den optischen Phasen anderer Teilstrahlen in der Pupille genutzt werden.
Zudem ist es vorteilhaft maglich, nicht nur die Phasen, sondern generell die

Feldmodenschaltung zu nutzen, um eine zeitliche Modulation der Emission aus dem
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Fokalvolumen zu generieren, wobei die Strahlung auflerhalb des Fokalvolumens

zeitlich nicht moduliert wird.

Abbildung 1 zeigt das zeitliche Schalten zwischen zwei Fokuszustanden, die eine
Modulation der Fluoreszenz lediglich im Fokus bewirken.

Die Abbildung zeigt ein Beispiel fiir zwei Fokuszustande im Querschnitt zwischen
denen geschaltet werden kann. Man erkennt deutlich, dass einer der Zustande eine
Nulistelle auf der optischen Achse besitzt. AuRerhalb des Fokus verschwindet die

Nullstelle.

Neben der reinen Phasenschaltung in der Pupille wird zudem die Schaltung der
Polarisation in Kombination mit einer Phasenplatte als eine weitere Md&glichkeit
vorgeschlagen [5], um die aus dem Fokalvolumen kommende Strahlung zu
modulieren.

Abbildung 2 zeigt eine Ausfiihrungsform der genannten Art von Fokusmodulation auf
der Basis eines elektro-optischen Polarisationsdrehers und Abbildung 3 mdgliche
dazugehorige Varianten der Phasenplatte, die zu einer Fokusmodulation flhren.
Hierzu wird auf die altere Anmeldung DE102011013613 sowie auf DE102010013829

verwiesen.

Alle infrage kommenden Fokusmodulationstechniken profitieren von
Modulationsfrequenzen von mehreren MHz. Damit sind sie grundséatzlich fur einen
vorteilhaften Einsatz in Laser-Scanning Mikroskopen (LSM) zur ErhOhung der
Eindringtiefe ohne Einbufen in der Scangeschwindigkeit geeignet. Eine weitere
Erhéhung der Geschwindigkeit ergibt sich durch eine Parallelisierung mittels
Multispotmikroskopie. Allerdings ist eine langsamere Modulation immer auch méglich

und kann entsprechend eingestellt werden.

Wegen der vorteilhaften hohen Modulationsfrequenzen kommen im Wesentlichen
schnell schaltende opto-elektronische Elemente wie zum Beispiel AOMs und EOMs
in Frage. Diese Bauelemente sind in der Lage, die Polarisation zeitlich sehr schnell
schalten zu kénnen, wodurch polarisationsabhangige Phasenhlbe in verschiedenen
raumlichen Bereichen, vorzugsweise in einer Objektivpupille, eingefiihrt werden
(Abb. 2).
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Es ist also méglich, durch eine Schaltung des Polarisationszustandes eine
Umschaltung der Phasen zu erzielen. Mit diesen Lésungen kann eine Eigenschaft
geschaltet werden, die sich am Ende im Wesentlichen auf das Feld im Fokus
auswirkt und in dessen Resultat das Fokusfeld moduliert wird, wahrend die
wesentlichen auRerfokalen Anteile nicht signifikant moduliert werden.

Abb. 2 zeigt einen derartigen schnellen optischen Modenschalter, basierend auf
einem im Beleuchtungsstrahlengang angeordneten elektrooptischen Modulator EOM
und passiven Phasenelementen PP. Das Element PP ist in Wirkverbindung mit dem
EOM, der durch entsprechende Ansteuerung eine schnelle Drehung der Polari-
sationsrichtung des einfallenden Lichtstrahls L, meist eines linear polarisierten
Laserstrahls, bewirkt. Nach Durchgang durch PP verlauft der Lichtstrahl, wie auch in
den im Weiteren dargesteliten Anordnungen, in Richtung des Mikroskops M, uUber
eine nicht dargestellte Scaneinheit zur Probe weiter, wie es auch aus dem Stand der
Technik bekannt ist. Durch die halbseitige Phasenanderung durch die Platte PP
erfahrt der Lichtstrahl die FMM-typische Feldmodulation.

Die in Abb. 3 gezeigten Phasenplatten sind nur beispielhaft. Prinzipiell sind hier
verschiedene Geometrien denkbar. Die beispielhaft gezeigten passiven
Phasenelemente bestehen hier jeweils aus einer Kombination eines
doppelbrechenden Kristalls, dargestellt ist eine Phasenplatte PP in Form einer
geteilten A2-Platte, und einer bezlglich der Phase polarisationsrichtungs-
unabhiéngigen Komponente beispielweise als Glas ausgebildet (Abb. 3). Dabei ist die
Phasenplatte so ausgerichtet, dass die schnelle Richtung des Kristalls vorteilhaft
parallel bzw. senkrecht oder in einem weiteren optimierten Winkel zur eingestrahiten
Laserpolarisation ausgerichtet wird.

In Abb. 3 sind verschiedene Modifikationen der Phasenplatte PP dargestellt, eine
halbseitige Teilung in eine A/2 Halfte und eine Glashalfte in PP_1, eine Viertelteilung
in gegenuberliegende A/2 Viertel und Glasviertel in PP_2, einen auBenliegenden A/2
Ring und einen inneren Glaskern in PP_3 und umgekehrt einen aufienliegenden
Glasring und einen innenliegenden A/2 Kern in PP_4.

Glas ist hier nur beispielhaft aufgefiihrt. Auch amorphes Quarz (Suprasil) oder
andere nicht doppelbrechende Materialien kénnen zum Einsatz kommen.

In Fig 3, PP_1 beispielhaft als Pfeil dargestellt ist die Orientierung der aufer-
ordentlichen Achse des jeweiligen A2 Teils. Durchtritt ein parallel zu dieser
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Pfeilrichtung polarisierter Lichtstrahl dieses Element, wird im N2 Teil eine
Phasenverschiebung um eine halbe Wellenlénge relativ zum Glasteil erzeugt. Ist
dessen Polarisation hingegen senkrecht zur Pfeilrichtung orientiert, wird keine

relative Phasenverzogerung erzeugt.

Es ist hinzuzufugen, dass z.B. auch nematische Kristalle, welche aber langsamer
reagieren, oder Aufbauten, die Uber eine Wegaufteilung eine unterschiedliche
Polarisation erzeugen und dieser Weg z.B. iiber einen AOM/AOTF schnell wechselt,
zur gewiinschten Veranderung der Polarisation verwendet werden kdnnen.

Generell kann der Polarisationszustand zeitlich beispielsweise entweder sinusformig
oder rechteckférmig oder in einer anderen vorteilhaften Wellenform variiert werden.
Hierdurch wird der Ubergang zwischen den riaumlichen Feldverteilungen im Fokus

des Mikroskops zeitlich verschieden beeinflusst.

Die Vorteile der FMM lassen sich wie folgt zusammenfassen:

. Erh6hung der Eindringtiefe durch Reduzierung des auflerfokalem Streulichts
. Optisches Schneiden — Reduzierung des Fluoreszenzvolumens
. Erhohung der optischen Auflésung

Es ist nun insbesondere anhand der Abbildungen 2 und 3 zu erkennen, dass ein
gréBerer technischer Aufwand zur Umsetzung der Fokusmodulation betrieben
werden muss. Das Anliegen der Erfindung ist es daher, einen einfacheren,

kostenglinstigen Lésungsvorschlag zur Fokusmodulation zu realisieren.

Losung

ErfindungsgemaR ist nun erkannt worden dass Giberraschend die intrinsische Laser-
Modulationsfrequenz der gepulsten Lichtquelle zur Erzeugung der Fokusmodulation
ausgenutzt werden kann und zwar kostengiinstig und ohne groflen technischen
Aufwand.

Verwendet man eine gepulste Beleuchtungsquelle, so bringt vorteilhaft die Licht-
quelle die Modulationsfrequenz schon selbst mit und man kann vorteilhaft auf die

oben dargesteliten schnellen Schalter verzichten.
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Der technische Aufwand kann also deutlich verringert werden, wenn man
erfindungsgemass nur passive Elemente zur Phasenmodulation einsetzt.

Ahnliche Verfahren sind zwar bereits fiir andere optische Zwecke beschrieben
worden. In [9] ist beispielsweise eine passive Anordnung fiir die Modulation in der
CARS-Mikrospektroskopie angegeben. Allerdings wird hier nicht die optische Phase
moduliert, sondern es wird ein zeitlich variierender zeitlicher Abstand zwischen je
zwei Laserpulsen eingefiihrt, welcher durch Verdanderung zu verschiedenen
Beitragen im resultierenden CARS-Signal sorgt.

Es ist jetzt erfindungsgemaR erkannt worden, dass mit passiven Elementen allein
eine Modulation der optischen Phase méglich ist, wobei die Modulation im MHz-
Bereich liegen kann, wenn der Laser eine entsprechend hohe Repetitionsrate

aufweist.

Die Erfindung wird nachstehend anhand der schematischen Zeichnungen naher

beschrieben.

Abbildung 4 zeigt eine vorteilhafte Ausfiilhrung der Fokusmodulation unter Aus-
nutzung der intrinsischen Lasermodulationsfrequenz bzw. Repetitionsrate.

In Abb. 4 wird ein gepulster Laser L, hier Gber einen Umlenkspiegel Us in den
optischen Beleuchtungsstrahlengang eines Mikroskops umgelenkt, das hier nur
schematisch anhand des Mikroskopobjektives O und der Probenebene PR
dargestellt ist.

Im von der Probe kommenden Strahlengang mit Probenlicht sind hier nicht
dargestellte Mittel (z.B. Hauptstrahlteiler) in Detektionsrichtung nach dem Objektiv
vorgesehen, um das Probenlicht in Richtung einer nicht dargestelliten Detektion
umzulenken.

Weiterhin nicht dargestellt sind beleuchtungsseitiy dem Objektiv vorgeordnete
Scanmittel um einen durch O fokussierten Beleuchtungsstrahl, eine Strahlverteilung
oder eine Beleuchtungslinie in ein — oder zwei Richtungen Gber die Probe zu fuhren,
die vom Probenlicht in Richtung der Detektion rickwarts vor der Ausblendung in
Richtung der Detektion zur descannten Detektion wieder durchlaufen werden.

Dem Laser L der kurze Pulse Pu aussendet ist eine A/2-Platte Wp nachgeordnet.
Das Beleuchtungslicht L gelangt auf einen ersten Polarisationsstrahiteiler Pst1 und

wird in zwei gepulste Komponenten Pul und Pu2 aufgespalten. Die eine
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transmittierte Komponente Pu1 gelangt (iber eine vorzugsweise in der Objektivpupille
oder einer zu ihr konjugierten Ebenen angeordnete Phasenplatte PP der Pulskette
Pu1 und einen zweiten Polteiler Pst2 in Richtung der Probe Giber das Objektiv O.

Die zweite Pulskette Pu2 wird an S1 reflektiert und gelangt Gber Umlenkspiegel S2
und S2 zeitlich verzégert gegeniiber Pu1 zum zweiten Polteiler Pst2 und wird an

diesem ebenfalls in Richtung der Probe iber das Objektiv O umgelenkt.

Abbildung 4 zeigt somit das Prinzip der vorliegenden Erfindung:

1. Die lineare Polarisation der Lichtimpulse aus dem Laser wird mittels A/2- oder
Al4-Platte so polarisiert, dass der Polarisationsstrahlteiler Pst1 den ankommenden
Impulszug in zwei seitens der Energie gleiche Teilstrahlen bzw. zwei Impulszige
aufteilt. Diese beiden Teilstrahlen unterscheiden sich nur in der Polarisation.

2. Einer dieser Impulsziige durchlauft jedoch zuséatzlich die Phasenplatte PP in
der Pupille (Abb. 3), um ein raumlich moduliertes Beleuchtungsmuster im
Objektivfokus (mit Nullstelie auf der Achse) erzeugen zu kénnen.

3. AuBerdem werden die beiden Impulsziige zeitlich gegeneinander verschoben,
z.B. um die Halfte der Repetitionszeit, und wenn moglich sollte die halbe Repetitions-
zeit die Fluoreszenzlebensdauer nicht unterschreiten, d.h. Repetitionsraten < 100
MHz sind empfehlenswert.

Die zeitliche Verzogerung erfolgt durch unterschiedliche Lichtwege in den
Teilstrahlengangen, die durch Verschiebung der Spiegel S1, S2 senkrecht zur
optischen Achse vorzugsweise auch einstellbar sein kann.

Nach dem Polteiler PST2 erfolgt in zeitlicher Abfolge, wie dargestellt, ein Wechsel
zwischen den Impulsen PU2 und den durch PP beeinflussten Pulsziigen mit teilweise
verzogerter Phasenlage nach dem FMM Prinzip.

Im Objektivfokus (in der Probe) treffen diese Pulsziige im Wechsel auf.

Durch das in Abb. 4 skizzierte Prinzip kommt es zur zeitlichen Modulation des
Fluoreszenzsignals im Fokus des Objektivs, die Mod.-Frequenz ist durch die
Repetitionsrate des Lasers gegeben. Das zeitlich modulierte Fokus-Signal kann
mittels phasensensitiver Lock-In-Technik oder BOX - CAR - Integration der
Differenzsignale der beiden Extrempunkte rekonstruiert werden.

Als Phasenplatten PP konnen die in Abb. 3 beschriebenen Ausfuhrungen

Verwendung finden.
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Als gepulster Laser kann auch ein CW Laser dienen der durch entsprechende

schelle Schaltmittel an- uns ausgeschalitet wird.

Es ist zu erginzen, dass auf Basis des Aufbaus in Abb. 4 ein ahnlich kostengunstiger
Aufbau unter Verwendung von CW-Laserquellen L und zweier AOM 1, 2 geschaffen
werden kann. Ein Beispiel zu diesem Prinzip ist in Abb. 5 angegeben: Nach der
Strahlteilung durch einen Polarisationsstrahlteiler Pst1 durchlauft das Licht jeweils
(transmittiert und reflektiert) einen akusto-optischen Modulator (AOM1 bzw. AOM2)
sowie jeweils Strahlanpassungsoptiken Bo1,2 wobei die jeweils vorteilhaft genutzte
erste Beugungsordnung in Richtung der Probe PR gelangt und die beiden AOMs
das Licht mit einer Frequenz > 10 MHz jeweils an- und ausschalten und so
verschaltet sind, dass die Amplituden um 0/2 phasenverschoben zueinander sind.

Im Gegensatz zur Literatur [8] dienen hier die AOM zum gepulsten Ein- bzw.
Ausschalten des Laserstrahls in den beiden Lichtwegen.

Auf diese Weise entsteht hinter dem Strahlteiler Pst 2 wiederum, zeitlich versetzt,

die Pulsabfolge wie in Fig. 4.

Die Amplitudenmodulation in den beiden Lichtwegen kann im zeitlichen Verlauf

beispielsweise sinus- oder rechteckformig gestaltet sein.

Es ist darauf hinzuweisen, dass die in den Abbildungen 4 und 5 dargestellte Methode
sowohl in der linearen als auch in der nicht-linearen Mikroskopie funktioniert, d.h. auf
Ein-Photon-Prozesse als auch auf Mehr-Photonen-Prozesse (Second Harmonic
Generation — SHG, Third Harmonic Generation — THG, Two-Photon-Absorption —
TPA [6], Coherent Anti-Stokes-Raman Scattering — CARS) anwendbar ist, wobei die
Methode in Abb. 4 (gepulste Laserlichtquelle) im Fall von Mehr-Photonen-
Wechselwirkung aufgrund der hoheren Peak-Intensitat im Objektivfokus einfacher zu

verwertbaren Signalen fuhrt.

Mit weiteren Verfahren kann diese Methode vorteilhaft kombiniert werden:

o Punktscannenden Hochauflosungsverfahren: stimulated emission depletion
(STED) microscopy, reversible saturable optical (fluorescence) transitions
(RESOLFT) microscopy, saturated patterned excitation microscopy (SPEM) und
structured illumination microscopy (SIM)

. FLIM - Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
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Patentanspriiche

1.

Mikroskop, vorzugsweise Laser-Scanning-Mikroskop mit mindestens einem
Beleuchtungsstrahl, der in einem Teilbereich entlang seines Querschnitts mit einer
Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und einem Mikroskopobjektiv zur
Fokussierung des Beleuchtungsstrahls in eine Probe sowie einem
Detektionsstrahlengang und mindestens einem Mittel zur Demodulation,

wobei ein gepulster Beleuchtungsstrahl vorliegt und im Beleuchtungsstrahlengang
vor dem Mikroskopobjektiv ein erster Polarisationsstrahlenteiler vorgesehen ist der
mindestens einen ersten und zweiten Teilstrahlengang erzeugt ,die, vorzugsweise
einstellbar, unterschiedliche Lichtwege aufweisen und ein Vereinigungselement,
vorzugsweise ein zweiter Polteiler, zur Wiedervereinigung der Teilstrahlen
vorgesehen ist wobei in einem Teilstrahlengang ein Phasenelement vorgesehen ist

das mindestens zwei Bereiche mit unterschiedlicher Phasenbeeinflussung aufweist.

2.
Mikroskop nach Anspruch 1, wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen gepulsten

Laser gebildet ist.

3.
Mikroskop nach Anspruch 1, wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen hochfrequent

an- und ausgeschalteten CW Laser gebildet ist.

4.
Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei das Phasenelement

eine Phasenplatte ist.

5.
Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die Phasenplatte einen
Bereich oder Bereiche mit im Wesentlichen nicht beeinflusster Phase und einen

Bereich oder Bereiche mit beeinflusster Phase aufweist.
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6.
Mikroskop nach Anspruch 5, wobei der Bereich oder die Bereiche mit beeinflusster

Phase mindestens eine lambda / halbe Platte ist.

7.
Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei zur Demodulation

elektronische Mittel wie eine lock-in Verstarkung vorgesehen sind
oder eine Anderung der Betriebsweise der Detektoren zur Demodulation erfolgt.

8.
Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine Phasenplatte in
Lichtrichtung vor dem ersten Polteiler zur Polarisationsédnderung zur Anderung der

Lichtaufteilung zwischen den Teilstrahlen drehbar ausgebildet ist.

9.
Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Phasenplatte ein
raumlicher Lichtmodulator (SLM, Spatial Light Modulator) ist.

10.

Mikroskopieverfahren, wobei mindestens ein Beleuchtungsstrahl in einem Teilbereich
entlang seines Querschnitts mit einer Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und
tiber Mikroskopobjektiv zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahls in eine Probe
fokussiert wird

Und Uber Detektionsstrahlengang und mindestens einem Mittel zur Demodulation
eine Detektion erfolgt,

wobei ein gepulster Beleuchtungsstrahl zur Beleuchtung dient und im
Beleuchtungsstrahlengang vor dem Mikroskopobjektiv ein erster
Polarisationsstrahlenteiler vorgesehen ist der mindestens einen ersten und zweiten
Teilstrahlengang erzeugt ,die, vorzugsweise einstellbar, unterschiedliche Lichtwege
aufweisen und die Uber ein Vereinigungselement, vorzugsweise einen zweiter
Polteiler, vereinigt werden, wobei in einem Teilstrahlengang ein Phasenelement in

mindestens zwei Bereichen die Phase unterschiedlich beeinflusst.
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11.
Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen gepulsten

Laser gebildet ist.

12.
Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen

hochfrequent an- und ausgeschalteten CW Laser gebildet ist.

13.
Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche,

wobei als Phasenelement eine Phasenplatte eingesetzt wird.

14.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Phasenplatte einen
Bereich oder Bereiche mit im Wesentlichen nicht beeinflusster Phase und einen
Bereich oder Bereiche mit beeinflusster Phase aufweist.

15.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Bereich oder die Bereiche mit beeinflusster

Phase mindestens eine lambda / halbe Platte ist.

16.
Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine Demodulation
durch elektronische Mittel wie eine lock-in Verstarkung erfolgt

oder eine Anderung der Betriebsweise der Detektoren zur Demodulation erfolgt.

17.
Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine Phasenplatte in
Lichtrichtung vor dem ersten Polteiler zur Polarisationsanderung zur Anderung der

Lichtaufteilung zwischen den Teilstrahlen gedreht wird.
18.

Mikroskop nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Phasenplatte ein
raumlicher Lichtmodulator (SLM, Spatial Light Modulator) ist.

10
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19.

Mikroskop mit mindestens einem Beleuchtungsstrahl, der in einem Teilbereich
entlang seines Querschnitts mit einer Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und
einem Mikroskopobjektiv zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahls in eine Probe
sowie einem Detektionsstrahlengang und mindestens einem Mittel zur Demodulation,
wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen kontinuierlich ausstrahlenden CW- Laser
gebildet wird

und im Beleuchtungsstrahlengang vor  dem Mikroskopobjektiv  ein
Polarisationsstrahlenteiler vorgesehen ist der einen ersten und zweiten
Teilstrahlengang erzeugt und ein Vereinigungselement zur Wiedervereinigung der
Teilstrahlen vorgesehen ist wobei in einem Teilstrahlengang ein Phasenelement
vorgesehen ist das mindestens zwei Bereiche mit unterschiedlicher
Phasenbeeinflussung aufweist

und in beiden Teilstrahlengangen akustooptische Elemente (AOM) zur

wechselseitigen An- und Abschaltung der Teilstrahlen vorgesehen sind.

20.

Mikroskopieverfahren wobei mindestens ein Beleuchtungsstrahl in einem Teilbereich
entlang seines Querschnitts mit einer Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und
Uber Mikroskopobjektiv zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahls in eine Probe
fokussiert wird

und {ber einen Detektionsstrahlengang und mindestens einem Mittel zur
Demodulation eine Detektion erfolgt,

wobei der Beleuchtungsstrahl durch einen kontinuierlich ausstrahlenden CW- Laser
gebildet wird

und im Beleuchtungsstrahlengang vor dem Mikroskopobjektiv durch einen ein
Polarisationsstrahlenteiler ein erster und zweiter Teilstrahlengang erzeugt wird und
ein Vereinigungselement eine Wiedervereinigung der Teilstrahlen vornimmt,

wobei in einem Teilstrahlengang ein Phasenelement in mindestens zwei Bereichen
die Phase unterschiedlich beeinflusst und in beiden Teilstrahlengdngen
akustooptische Elemente (AOM) eine wechselseitige An- und Abschaltung der

Teilstrahlen erzeugen.

11
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