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ten Objektbereich ausgehendes Fluoreszenzlicht in einem j
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te Beleuchtungsstrahlengang (4) einen Teil des angeregten ‘| 6 “ =
Objektbereiches beleuchtet, diesen zur stimulierten Emis- \ :
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dass der Uberlagerungsbereich den zur Fluoreszenz f&hi- . 1_8_
gen Objektbereich verkleinert und insoweit fiir das detek- N ’L

tierte Fluoreszenzlicht die Auflésung vergréRert, dadurch
gekennzeichnet, dass in einem der beiden Beleuchtungs-
strahlengange (2, 4) ein separates optisches Bauteil (7) 22 20
vorgesehen ist, das einen Parameter des Beleuchtungs-
lichtes dieses Beleuchtungsstrahlengangs verandert und
diesen dabei relativ zu dem anderen Beleuchtungsstrah-
lengang (4, 2) justierbar macht. 8
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Be-
leuchtungsvorrichtung fir die konfokale Fluores-
zenz-Rastermikroskopie, mit zwei auf ein zu untersu-
chendes Objekt fokussierbaren Beleuchtungsstrah-
lengangen mit jeweils eigener Lichtquelle, wobei der
eine Beleuchtungsstrahlengang den von ihm be-
leuchteten Objektbereich anregt und von dem ange-
regten Objektbereich ausgehendes Fluoreszenzlicht
in einem Detektionsstrahlengang detektiert wird und
wobei der zweite Beleuchtungsstrahlengang einen
Teil des angeregten Objektbereiches beleuchtet, die-
sen zur stimulierten Emission veranlasst und, dabei
im Uberlagerungsbereich die Anregung und damit
die Fluoreszenzemission aufhebt, so dass der Uber-
lagerungsbereich den zur Fluoreszenz fahigen Ob-
jektbereich verkleinert und insoweit fir das detektier-
te Fluoreszenzlicht die Auflésung vergrofiert.

Stand der Technik

[0002] Vorrichtungen der gattungsbildenden Art
sind aus der WO 95 21 393 bekannt. Dort wird zur Er-
héhung der lateralen Auflésung ein Probenpunkt mit
einem Anregungslichtstrahl beleuchtet, wodurch die
hierdurch mit Anregungslicht beaufschlagten Fluo-
reszenzmolekile in einen angeregten Zustand ver-
setzt werden. Der Proben- punkt wird dartiber hinaus
mit einem Stimulationslichtstrahl geeigneter Wellen-
lange beleuchtet, wodurch Fluoreszenzmolekiile, die
sich im angeregten Zustand befinden, durch den Pro-
zess der stimulierten Emission wieder in den Grund-
zustand versetzten lassen. Der Anregungslichtstrahl
und der Stimulationslichtstrahl sind hierbei derart an-
geordnet, dass ihre Intensitatsverteilungen bzw. Be-
leuchtungsmuster im Objektbereich sich teilweise
Uiberdecken. Die in dem Uberdeckungsbereich lie-
genden Fluoreszenzmolekule werden nach der Anre-
gung mit dem Anregungslichtstrahl durch stimulierte
Emission sofort in den Grundzustand uberfuhrt, so
dass Fluoreszenzlicht nur von den Fluoreszenzmole-
kulen detektiert wird, die sich im Beleuchtungsmuster
des Anregungsstrahls jedoch nicht im Beleuchtungs-
muster des Stimulationsstrahls bzw. im Uberde-
ckungsbereich der beiden Beleuchtungsmuster be-
finden. Das stimulierte Emissionslicht bzw. das re-
flektierte Stimulationslicht wird mit Hilfe von opti-
schen Filtern aus dem Detektionsstrahlengang des
Rastermikroskops ausgefiltert, so dass lediglich Flu-
oreszenzlicht aus dem Bereich des Beleuchtungs-
musters des Anregungsstrahls detektiert wird der um
den Uberdeckungsbereich der beiden Beleuchtungs-
muster reduziert ist. Diese Reduktion ermdglicht die
Verkleinerung des zur Fluoreszenzemission beitra-
genden Objektbereichs unterhalb die Grenzen der
beugungsbegrenzten Abbildung, und stellt somit eine
Auflésungsverbesserung dar.

[0003] Bei den bekannten gattungsbildenden Vor-
richtungen ist die Justierung des Anregungs- und des
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Stimulationslichtstrahls problematisch, da beide
Lichtstrahlen raumlich wohl definiert zueinander an-
geordnet sein mussen. Die einzelnen optischen
Komponenten werden hierzu manuell oder motorisch
positioniert, was insbesondere im Hinblick auf die
Langzeitstabilitdt mit hohem konstruktiven Aufwand
verbunden ist. Auch die auf Temperaturanderung be-
ruhende Langenausdehnung der optischen Ge-
samtanordnung ist ebenfalls zu kompensieren. In Ab-
hangigkeit der zu erzeugenden Form des Beleuch-
tungsmusters des Stimulationslichtstrahls kann es
erforderlich sein, dass mehrere optische Bauteile
zum Einsatz kommen, was die Anzahl der Justie-
rungsfreiheitsgrade nachteilig erhoht.

[0004] Aus der DE 197 33 193 A1 ist fir sich gese-
hen eine Vorrichtung zur Objektbeleuchtung bekannt,
bei der die Phase und/oder Amplitude des Beleuch-
tungslichtes veranderbar ist, um die Korrektur der
Lichtverteilung im Fokus zu formen.

[0005] Die DE 31 08 389 A1 zeigt ein Mikroskop mit
elektrisch wahlbarer Beleuchtung und Betrachtung,
bei dem eine steuerbare LCD-Einheit eine Mehrzahl
von Beleuchtungseffekten ermdglicht.

Aufgabenstellung

[0006] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe
zugrunde, die gattungsbildende Beleuchtungsvor-
richtung so auszugestalten, dass insbesondere beim
Einsatz in einem konfokalen Fluoreszenz-Rastermik-
roskop im Betrieb eine variable Auflésungserhéhung
moglich ist.

[0007] Die erfindungsgemale Beleuchtungsvorrich-
tung 16st die voranstehende Aufgabe durch die Merk-
male des Patentanspruchs 1. Danach ist die gat-
tungsgemale Beleuchtungsvorrichtung dadurch ge-
kennzeichnet, dass in einem der beiden Beleuch-
tungsstrahlengange ein separates optisches Bauteil
vorgesehen ist, das einen Parameter des Beleuch-
tungslichtes dieses Beleuchtungsstrahlengangs ver-
andert und diesen dabei relativ zu dem anderen Be-
leuchtungsstrahlengang justierbar macht.

[0008] So ist zunachst erkannt worden, dass die
Justierung des optischen, Bauteils dadurch verein-
facht werden kann, dass das optische Bauteil in sei-
ner optischen Eigenschaft beeinflussbar bzw. veran-
derbar ist. Wenn die optische Eigenschaft des Bau-
teils verandert wird, verandert das Bauteil. das Licht
des entsprechenden Beleuchtungsstrahlengangs
und somit das Beleuchtungsmuster im Objektbe-
reich. Hierdurch kann das Beleuchtungsmuster die-
ses Beleuchtungsstrahlengangs relativ zu dem eines
anderen Beleuchtungsstrahlengangs in seiner Form
und/oder in seiner raumlichen Lage verandert wer-
den, wodurch die Beleuchtungsstrahlengange sich
zueinander justieren lassen.

[0009] Vergleichbar zur Justierung kann durch die
Veranderung der optischen Eigenschaft des Bauteils
eine Temperaturdrift des Geratsausgeglichen wer-
den, so dass jederzeit wohl definierte und optimale
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Beleuchtungs- bzw. Detektionsbedingungen vorlie-
gen. Durch die Verwendung eines in seiner optischen
Eigenschaft veranderbaren Bauteils wird auf eine
konstruktiv aufwendige Justier- und Driftkompensati-
onsvorrichtung verzichtet, wodurch sich der optische
Strahlengang vereinfacht und sich dariber hinaus
die Herstellungskosten reduzieren lassen.

[0010] Auch wird durch das in seiner optischen Ei-
genschaft veranderbare optische Bauteil durch ent-
sprechende Strahlbeeinflussung bzw. -veranderung
die gleiche Wirkung erzielt, wie mit mehreren einzel-
nen optischen Bauteilen, so dass die Anzahl der op-
tischen Bauteile reduziert werden kann.

[0011] Ein separates optisches Bauteil ist in einem
der beiden Beleuchtungsstrahlengange angeordnet.
Dementsprechend wirkt dieses lediglich auf den kon-
kreten Beleuchtungsstrahlengang, so dass hierdurch
die Form des Beleuchtungsmusters des Beleuch-
tungsstrahlengangs im Objektbereich verandert wird.
Dieser Beleuchtungsstrahlengang koénnte hierbei als
Stimulationslichtstrahl verwendet werden.

[0012] Das optische Bauteil kénnte im Beleuch-
tungs- und/oder im Detektionsstrahlengang angeord-
net sein. Hierdurch wird die Form des Beleuchtungs-
musters des Beleuchtungsstrahlengangs im Objekt-
bereich bzw. die Form des fur den Detektor detektier-
baren Detektionsmusters des Objektbereichs veran-
dert. Auch eine kombinierte Anordnung von mehre-
ren optischen Bauteilen in dem Beleuchtungs- bzw.
dem Detektionsstrahlengang ist denkbar. Hierdurch
kénnte beispielsweise mit einem im weiteren Be-
leuchtungsstrahlengang angeordneten optischen
Bauteil das Beleuchtungsmuster des weiteren Be-
leuchtungsstrahlengangs im Objektbereich asymme-
trisch geformt und durch die Anordnung eines weite-
ren optischen Bauteils im Beleuchtungsstrahlengang
das Beleuchtungsmuster des Beleuchtungsstrahlen-
gangs im Objektbereich spiegelsymmetrisch zum
weiteren Beleuchtungsmuster ausgebildet werden.
Diese Vorgehensweise kdnnte zur Abrasterung des
Objekts mit einem anistropen oder hexagonalen Pi-
xelmuster dienen.

[0013] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform ist das optische Bauteil in einer zur Foku-
sebene des Objektivs konjugierten Fourierebene an-
geordnet. Hierdurch kann bei entsprechender Ausge-
staltung des optischen Bauteils nach den Prinzipien
der Fourieroptik auf alle Ortsfrequenzen in gleicher
Weise oder unterschiedlich gewirkt werden.

[0014] In einer konkreten Ausfuhrungsform veran-
dert das optische Bauteil die Phase des Lichts. Alter-
nativ hierzu kénnte die Amplitude oder die Polarisati-
on des Lichts verandert werden. Auch eine Kombina-
tion der Veranderung der Phase, der Amplitude oder
der Polarisation des Lichts durch das optische Bauteil
ist denkbar.

[0015] Das optische Bauteil kénnte als durchleuch-
tendes oder als reflektierendes Bauteil in dem ihm
zugeordneten Strahlengang ausgeflihrt sein.

[0016] Zur Veranderung der optischen Eigenschaft
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des Bauteils ist dieses als adaptive Optik ausgefiihrt.
Es kann auf den gesamten Lichtstrahl in gleicher
Weise oder lokal unterschiedlich wirken.

[0017] Im Konkreten kénnte das optische Bauteil als
LCD (Liquid Crystal Divice) ausgefuhrt sein. Durch
geeignete Beschattung des LCD-Elements kann pi-
xelweise die Phase des auftreffenden Lichts verzo-
gert und/oder die Amplitude des auftreffenden Lichts
reduziert werden. Da bei einem LCD-Element jedes
einzelne Pixel direkt ansteuerbar ist, ist diese Anord-
nung in besonders vorteilhafter Weise sehr flexibel
und gestattet auch eine Veranderung der optischen
Eigenschaften des Bauteils wahrend des Betriebs.
[0018] In einer weiteren Ausfiihrungsform ist das
optische Bauteil als Farb-LCD ausgefiihrt. Dies ist
insbesondere dann von groRem Vorteil, wenn das
Farb-LCD-Element in einem Strahlengang angeord-
net ist, in dem Licht unterschiedlicher Wellenlangen
verlauft. Durch entsprechende Einstellung des
Farb-LCD-Elements kann dieses pixelweise chroma-
tisch selektiv auf Licht einer oder mehrerer Wellen-
ldngen wirken.

[0019] Ganz allgemein kénnte das optische Bauteil
als mikromechanisches System ausgefiihrt sein. Ins-
besondere kdnnte das optische Bauteil als DMD (Di-
gital Micro Mirror) oder als GLV (Grating Light Valve)
ausgeflihrt sein. Auch diese optischen Bauteile kon-
nen pixelweise angesteuert werden, so dass einzel-
ne Bereiche aus dem entsprechenden Strahlengang
herausreflektiert bzw. beeinflusst werden kdnnen. Al-
ternativ hierzu kdnnte ein deformierbarer Spiegel als
optisches Bauteil verwendet werden. Einzelne Berei-
che des deformierbaren Spiegels lassen sich in ihrer
Oberflachenform verandern, so dass sich das Be-
leuchtungs- bzw. das Detektionsmuster des entspre-
chenden Strahlengangs in seiner Form verandert.
[0020] In besonders vorteilhafter Weise ist die Ver-
anderung der optischen Eigenschaften des optischen
Bauteils mit vorgebbaren Ereignissen synchronisier-
bar. So kdnnte beispielsweise das optische Bauteil
mit der Intensitadtsmodulation bzw. der Pulsfolge der
Lichtquelle synchronisiert werden. Eine Synchronisa-
tion der Scaneinrichtung des Rastermikroskops mit
dem optischen Bauteil kdnnte in vorteilhafter Weise
zur Kompensation von chromatischen Quer- bzw.
Langsfehlern der verwendeten Optik des Rastermik-
roskops dienen, die eine laterale bzw. axiale Abhan-
gigkeit des jeweiligen Beleuchtungspunkts aufweisen
kann. Darlber hinaus kann zur Optimierung der Sig-
nalausbeute eine Synchronisation der Detektorein-
richtung mit der Veranderung der optischen Eigen-
schaft des Bauteils vorgesehen sein.

[0021] Das optische Bauteil kann auf den gesamten
Strahlengang oder auf einen Teil des Strahlengangs
wirken. Vorzugsweise ist das optische Bauteil derart
dimensioniert, dass es groRer als der Querschnitt des
mit ihm wechselwirkenden Strahlengangs ist, so
dass das optische Bauteil auf den gesamten Be-
leuchtungsstrahlengang wirkt. Alternativ hierzu ware
jedoch der umgekehrte Fall denkbar, namlich dass
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der Querschnitt des Strahlengangs grof3er als die Di-
mension des optischen Bauteils ist.

[0022] Mit Hilfe des optischen Bauteils kann das Be-
leuchtungsmuster des Beleuchtungsstrahlengangs
und/oder des weiteren Beleuchtungsstrahlengangs
definiert geformt werden. Insbesondere kénnte ein
torusformiges Beleuchtungsmuster des weiteren Be-
leuchtungsstrahlengangs zur Erhéhung der lateralen
Auflésung aulerst vorteilhaft sein, wenn der Torus in
der Fokalebene des Objektivs lokalisiert ist und sym-
metrisch zum Beleuchtungsmuster des Beleuch-
tungsstrahlengangs angeordnet ist. Hierdurch kon-
nen die im Uberdeckungsbereich der beiden Be-
leuchtungsmuster angeregten Fluoreszenzmolekile
zur stimulierten Emission angeregt werden, so dass
bei geeigneter Detektion nur Fluoreszenzlicht aus
dem um den Uberdeckungsbereich reduzierten Be-
reich des Beleuchtungsmusters detektierbar ist. Zu-
satzlich kdnnte ein im Beleuchtungsstrahlengang an-
geordnetes optisches Bauteil das Beleuchtungsmus-
ter derart formen, dass dieses im Wesentlichen die
Form eines Tonnenkérpers, Quaders, Wirfels oder
die einer Sphare aufweist. Letztendlich ist die Form
des jeweiligen Beleuchtungsmusters an die Randbe-
dingungen der applikativen Anwendung anzupassen,
beispielsweise mit dem Ziel einer maximalen Aufl6-
sung bei maximalem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis.
[0023] In ganz besonders vorteilhafter Weise ist das
Beleuchtungsmuster des weiteren Beleuchtungs-
strahlengangs komplementar zum Beleuchtungs-
muster des Beleuchtungsstrahlengangs ausgebildet,
so dass eine Auflésungserhéhung in allen Raumrich-
tungen mdglich ist.

[0024] Insbesondere fir die quantitative Auswer-
tung ist ein in allen Raumrichtungen isotropes Be-
leuchtungsmuster von groRem Vorteil, da die hier-
durch gewonnenen Objektbilder in allen Raumrich-
tungen die gleiche Auflésung und somit eine aquidis-
tante PixelgréRe aufweisen.

[0025] Zur Maximierung des Signal-zu-Rausch-Ver-
haltnisses ist vorgesehen, dass das Beleuchtungs-
muster derart ausgebildet ist, dass es zumindest
weitgehend eine homogene Intensitatsverteilung auf-
weist. Hierdurch werden die Fluoreszenzmolekiile,
die von dem Beleuchtungsmuster mit Licht beauf-
schlagt werden mit gleicher Intensitat zur Fluores-
zenz angeregt bzw. die Fluoreszenzmolekiile, die mit
dem weiteren Beleuchtungsmuster zur stimulierten
Emission angeregt werden, werden mit der gleichen
Ubergangswahrscheinlichkeit in den Grundzustand
Uberfiihrt. Hierzu ist es vorgesehen, dass die Intensi-
tatsverteilung des Beleuchtungsmusters im Randbe-
reich stark abfallt, so dass ein mdglichst scharfer
Ubergang von dem zu messenden Bereich zu dem
stimulierten Bereich gegeben ist.

Ausfiihrungsbeispiel

[0026] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die
Lehre der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter
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Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist,
einerseits, auf die dem Patentanspruch 1 nachgeord-
neten Patentanspriiche und andererseits auf die
nachfolgende Erlauterung der bevorzugten Ausfiih-
rungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung
zu verweisen. In Verbindung mit der Erlduterung der
bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung an-
hand der Zeichnung werden auch im allgemeinen be-
vorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der
Lehre erlautert. In der Zeichnung zeigen

[0027] Fig. 1 eine schematische Darstellung einer
ersten erfindungsgemafien Ausfiihrungsform,

[0028] Fig. 2 eine schematische Darstellung einer
weiteren Ausfihrungsform und

[0029] Fig. 3 eine schematische Darstellung einer
weiteren Ausfiihrungsform.

[0030] Die Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung. zur Be-
leuchtung eines Objekts 1 bei der konfokalen Fluo-
reszenz-Rastermikroskopie. Das Fluoreszenz-Ras-
termikroskop weist einen Beleuchtungsstrahlengang
2 einer Lichtquelle 3 auf, der zur punktférmigen Fluo-
reszenzanregung des Objekts 1 dient. Zur stimulier-
ten Emission von Fluoreszenzmolekilen in einem
wohl definierten Objektbereich dient ein weiterer Be-
leuchtungsstrahlengang 4 einer weiteren Lichtquelle
5, wobei die Beleuchtungsstrahlengange 2, 4 einan-
der Uberlagerbar sind. Die beiden Beleuchfungs-
strahlengange 2, 4 werden mit Hilfe des Strahlteilers
6 zusammengefuhrt.

[0031] Erfindungsgemal ist in dem Beleuchtungs-
strahlengang 4 ein optisches Bauteil 7 angeordnet,
das das Licht des Beleuchtungsstrahlengangs 4 ver-
andert. Die optischen Eigenschaften des Bauteils 7
sind derart beeinflussbar bzw. veranderbar, dass sich
das Beleuchtungsmuster des Beleuchtungsstrahlen-
gangs 4 im Objektbereich in seiner Form verandert.
[0032] Das optische Bauteil 7 ist in einer zur Foku-
sebene des Objektivs 8 konjugierten Fourierebene
angeordnet.

[0033] Das optische Bauteil 7 Verandert die Phase
sowie die Amplitude des Lichts und ist als durch-
leuchtendes Bauteil ausgefihrt.

[0034] Bei dem optischen Bauteil 7 handelt es sich
um ein LCD-Element, das pixelweise die Phase des
auftreffenden Lichts um M2 verzdgert. Somit kdnnen
in Abhangigkeit der Beschaltung des LCD-Elements
einzelne Ortsfrequenzen um N2 phasenverzogert
und darUber hinaus in ihrer Amplitude abgeschwacht
werden. Durch die Phasen- bzw. Amplitudenveran-
derung des weiteren Beleuchtungsstrahlengangs 4
durch das optische Bauteil 7 wird das Beleuchtungs-
muster des weiteren Beleuchtungsstrahlengangs 4
im Objektbereich in, seiner. Form verandert.

[0035] Die Fig.2 zeigt eine alternative Ausflh-
rungsform der erfindungsgemafen Vorrichtung. Hier-
bei ist das optische Bauteil als deformierbarer Spie-
gel 9 ausgefiihrt, der als reflektierendes Bauteil in
dem weiteren Beleuchtungsstrahlengang 4 angeord-
net ist. Der deformierbare Spiegel 9 ist mit Hilfe der
Piezoaktoren 10 verstellbar.
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[0036] Die Fig. 3 zeigt eine zur Fig. 2 alternative
Ausfuhrungsform der erfindungsgemafRen Vorrich-
tung. Licht der Lichtquelle 5 trifft auf den Strahlteiler-
wirfel 11 und wird in Richtung der schematisch ge-
zeigten Aufweitungsoptik 12 reflektiert. Nach Durch-
laufen des als LCD-Element ausgefihrten optischen
Bauteils 7 trifft das Licht des weiteren Beleuchtungs-
strahlengangs 4 auf den Spiegel 13, der das Licht
durch das optische Bauteil 7, die Aufweitungsoptik
12, den Strahlteilerwirfel 11 zu dem Strahlteiler 6 re-
flektiert. Am Strahlteiler 6 wird der weitere Beleuch-
tungsstrahlengang 4 mit dem Beleuchtungsstrahlen-
gang 2 der Lichtquelle 3 zusammengefiihrt.

[0037] Die Veranderung der optischen Eigenschaf-
ten des Bauteils 7 ist bei dieser Ausfuihrungsform mit
vorgebbaren Ereignissen synchronisierbar. Das opti-
sche Bauteil 7 ist iber das gestrichelt eingezeichnete
Synchronisationsmittel 14 mit der gepulsten Laser-
lichtquelle 5 und mit der Laserlichtquelle 3 verbun-
den. In Abhangigkeit der Pulsfolge des gepulsten La-
sers 5 kann das optische Bauteil 7 beschaltet wer-
den. Uber das gestrichelt eingezeichnete Synchroni-
sationsmittel 15 ist das optische Bauteil 7 mit der
Scaneinrichtung 16 verbunden. Hierlber ist eine
Synchronisation der Scaneinrichtung 16 mit dem op-
tischen Bauteil 7 mdglich. In gleicher Weise ist das
optische Bauteil 7 Uiber das gestrichelt eingezeichne-
te Synchronisationsmittel 17 mit dem Detektor 18
verbunden.

[0038] In den Fig. 1 bis 3 wirkt das optische Bauteil
7 auf den gesamten weiteren Beleuchtungsstrahlen-
gang 4. In den Fig. 1 bis 3 ist das Anregungspinhole
19 des Beleuchtungsstrahlengangs 2 sowie das De-
tektionspinhole 20 des Detektionsstrahlengangs 21
eingezeichnet. Die Beleuchtungsstrahlengange 2, 4
werden von dem Detektionsstrahlengang 21 mit Hilfe
des Strahlteilers 22 voneinander getrennt.

[0039] AbschlieRend sei ganz besonders darauf
hingewiesen, dass die voranstehend erdrterten Aus-
fuhrungsbeispiele lediglich zur Beschreibung der be-
anspruchten Lehre dienen, diese jedoch nicht auf die
Ausfihrungsbeispiele einschranken.

Patentanspriiche

1. Beleuchtungsvorrichtung fur die konfokale Flu-
oreszenz-Rastermikroskopie, mit zwei auf ein zu un-
tersuchendes Objekt (1) fokussierbaren Beleuch-
tungsstrahlengéngen (2, 4) mit jeweils eigener Licht-
quelle (3, 5), wobei der eine Beleuchtungsstrahlen-
gang (2) den von ihm beleuchteten Objektbereich an-
regt und von dem angeregten Objektbereich ausge-
hendes Fluoreszenzlicht in einem Detektionsstrah-
lengang detektiert wird und wobei der zweite Be-
leuchtungsstrahlengang (4) einen Teil des angereg-
ten Objektbereiches beleuchtet, diesen zur stimulier-
ten Emission veranlasst und dabei im Uberlage-
rungsbereich die Anregung und damit die Fluores-
zenzemission aufhebt, so dass der Uberlagerungs-
bereich den zur Fluoreszenz fahigen Objektbereich
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verkleinert und insoweit fur das detektierte Fluores-
zenzlicht die Auflésung vergréfert, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in einem der beiden Beleuch-
tungsstrahlengange (2, 4) ein separates optisches
Bauteil (7) vorgesehen ist, das einen Parameter des
Beleuchtungslichtes dieses Beleuchtungsstrahlen-
gangs verandert und diesen dabei relativ zu dem an-
deren Beleuchtungsstrahlengang (4, 2) justierbar
macht.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das optische Bauteil (7) in einer
zur Fokusebene des Objektivs (8) konjugierten Fou-
rierebene angeordnet ist.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das optische Bauteil (7) die
Phase des Lichts verandert.

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil
(7) die Amplitude des Lichts verandert.

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil
(7) die Polarisation des Lichts verandert.

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1, bis
5, dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bau-
teil (7) als durchleuchtendes oder als reflektierendes
Bauteil ausgefiihrt ist.

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil
(7) als adaptive Optik ausgefiihrt ist.

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil
(7) als LCD (Liquid Crystal Device) ausgefiihrt ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das optische Bauteil (7) als
Farb-LCD ausgefihrt ist.

10. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bau-
teil (7) als mikromechanisches System ausgefuhrt ist.

11. Vorrichtung nach nach Anspruch 10, dadurch
gekennzeichnet, dass das optische Bauteil (7), als
DMD (Digital Micro-Mirror) ausgefuhrt ist.

12. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
8, dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bau-
teil (7) als GLV (Grating Light Valve) ausgefihrt ist.

13. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bau-
teil (7) als deformierbarer Spiegel (8) ausgefiihrt ist.
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14. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
13, dadurch gekennzeichnet, dass die Veranderung
der optischen Eigenschaften des optischen Bauteils
(7) mit vorgebbaren Ereignissen synchronisierbar ist.

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das optische Bauteil (7) mit der
Intensitatsmodulation oder der Pulsfolge der Licht-
quelle und/oder mit der Scaneinrichtung (16) des
Rastermikroskops und/oder mit der Detektoreinrich-
tung (18) des Rastermikroskops synchronisierbar ist.

16. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bau-
teil (7) auf den gesamten Beleuchtungsstrahlengang
oder auf einen Teil des Beleuchtungsstrahlengangs
wirkt.

17. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuch-
tungsmuster des Beleuchtungsstrahlengangs (2)
und/oder des weiteren Beleuchtungsstrahlengangs
(4) zu definierten Formen, insbesondere in die Form
eines Torus, Tonnenkorpers, Quaders, Wiirfels, Dop-
pelkegels oder einer Sphare, formbar ist.

18. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
17, dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuch-
tungsmusters in allen Raumrichtungen isotrop ist.

19. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis
18, dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuch-
tungsmuster derart ausgebildet ist, dass es zumin-
dest weitgehend eine homogene Intensitatsvertei-
lung aufweist.

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Intensitatsverteilung des Be-
leuchtungsmusters im Randbereich stark abfallt.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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