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(57) Abstract: The invention relates to an optical assembly for scanning excitation radiation and/or manipulation radiation in a laser
scanning microscope. The optical assembly according to the invention is characterized in that in addition to a first and a second focusing
device, a third focusing device is provided in order to generate a third pupil plane which is optically conjugated to a first pupil plane, a
third beam deflecting device is arranged on the third pupil plane in order to deflect the excitation radiation and/or manipulation radiation,
a first beam deflecting means is provided between the second focusing device and the second pupil plane and the second pupil plane
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and the third focusing device in order to deflect the excitation radiation and/or manipulation radiation coming from the third focusing
device while bypassing the second beam deflecting device in the direction of the second focusing device, a fourth focusing device is
provided for generating a fourth pupil plane which is optically conjugated to the third pupil plane, and a variable second beam deflecting
means is arranged on the fourth pupil plane in order to switch an optical beam path between a first beam path and a second beam path.
The invention additionally relates to a laser scanning microscope.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine optische Anordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung und/oder
Manipulationsstrahlung in einem Laser-Scanning-Mikroskop. Die erfindungsgemife optische Anordnung ist dadurch gekennzeichnet,
dass, zusitzlich zu einer ersten und einer zweiten fokussierenden Einrichtung eine dritte fokussierende Einrichtung vorhanden ist zum
Erzeugen einer dritten Pupillenebene, die zu einer ersten Pupillenebene optisch konjugiert ist, dass in der dritten Pupillenebene eine
dritte Strahlumlenkeinrichtung angeordnet ist zum Umlenken der Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung, dass zwischen
der zweiten fokussierenden Einrichtung und der zweiten Pupillenebene einerseits und der zweiten Pupillenebene und der dritten fokus-
sierenden Einrichtung andererseits ein erstes Strahlumlenkmittel vorhanden ist zum Umlenken der von der dritten fokussierenden Ein-
richtung kommenden Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung unter Umgehung der zweiten Strahlumlenkeinrichtung in
Richtung der zweiten fokussierenden Einrichtung, dass eine vierte fokussierende Einrichtung zum Erzeugen einer vierten Pupillenebene
vorhanden ist, die zur dritten Pupillenebene optisch konjugiert ist, dass in der vierten Pupillenebene ein variables zweites Strahlumlenk-
mittel angeordnet ist zum Umschalten eines optischen Strahlengangs zwischen einem ersten Strahlweg und einem zweiten Strahlweg.
Die Erfindung betrifft auerdem ein Laser-Scanning-Mikroskop.
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Optische Anordnung zum Scannen von Anrequngsstrahlung und/oder Manipulati-

onsstrahlung in einem Laser-Scanning-Mikroskop und Laser-Scanning-Mikroskop

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem ersten Gesichtspunkt eine optische An-
ordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung in
einem Laser-Scanning-Mikroskop nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1. In einem
weiteren Gesichtspunkt bezieht sich die Erfindung auf ein Laser-Scanning-Mikroskop
nach dem Oberbegriff des Anspruchs 22.

Eine gattungsgemalie optische Anordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung
und/oder Manipulationsstrahlung in einem Laser-Scanning-Mikroskop ist beispiels-
weise beschrieben in DE 10 2014 017 001 A1 und weist folgende Komponenten auf:
eine Scanoptik als erste fokussierende Einrichtung zum Bereitstellen einer ersten
Pupillenebene, eine erste Strahlumlenkeinrichtung, die durch einen in der ersten Pu-
pillenebene angeordneten ersten Scanner gebildet ist, zum Scannen der Anregungs-
strahlung und/oder Manipulationsstrahlung in einer ersten Koordinatenrichtung, eine
zweite fokussierende Einrichtung zum Erzeugen einer zweiten Pupillenebene, die zu
der ersten Pupillenebene optisch konjugiert ist, und eine zweite Strahlumlenkeinrich-
tung zum Umlenken der Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung, die in
der zweiten Pupillenebene angeordnet ist.

Ein gattungsgemalRes Laser-Scanning-Mikroskop geht ebenfalls aus DE 10 2014
017 001 A1 hervor und weist folgende Komponenten auf: mindestens eine Laser-
lichtquelle zum Aussenden von Laserstrahlung zum Anregen und/oder Manipulieren
einer Probe, mindestens einen Hauptfarbteiler zum Trennen von Anregungsstrahlung
und/oder Manipulationsstrahlung einerseits und wellenlangenverschobenem Detekti-
onslicht, welches von einer Probe ausgeht, andererseits, mindestens ein Mikro-
skopobjektiv zum Leiten von Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung
auf eine Probe und zum Leiten von Detektionslicht, welches von der Probe ausgent,
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zurlck in Richtung des Hauptfarbteilers, und mit einem Detektionsmodul zum Nach-

weisen des Detektionslichts,

Die Laser-Scanning-Mikroskopie hat sich als unverzichtbares Werkzeug der biome-
dizinischen Forschung etabliert. Neben der reinen Bildgebung gewinnt die optische

Manipulation von Proben immer mehr an Bedeutung.

Ein allgemeines technisches Problem besteht dabei darin, mit moglichst geringem
Aufwand, in einem moglichst kompakten Bauraum und mit moglichst geringen
Transmissionsverlusten, mehrere optische Pupillen zu erzeugen, welche jeweils auf-
einander abgebildet werden. Die Anzahl der nutzbaren Pupillen soll dabei grolier
oder gleich drei sein. Zwischen mindestens zwei der zur Verfugung gestellten Pupil-
len soll geschaltet werden kdnnen.

Bekannte Losungen basieren einerseits auf der Nutzung verschiedener Ports am
Stativ. Dies ist nachteilig, da hierdurch das Mikroskopstativ kompliziert und teuer
wird. Weiterhin ist es dann unter Umstanden nicht moglich, weitere Verfahren, wie
zum Beispiel die hochauflosende Mikroskopie am gleichen Stativ zu betreiben. Zu-
dem sind haufig aufwandige Justagen durchzuflhren, um die jeweiligen Bildfelder

miteinander zur Deckung zu bringen.

Bekannte Losungen fur die Manipulation durch nur ein Scanobjektiv sind in der Regel
mechanisch und somit oft relativ langsam. Es ist in der Regel kaum maoglich, groRere
Massen, wie sie z.B. Spiegel darstellen, schneller als 10 ms zu schalten. Relativ kur-
ze Schaltzeiten lassen sich dagegen mit galvanometrischen Scannern erzielen. Al-
lerdings muss hierbei versucht werden, das Massentragheitsmoment gering zu hal-

ten.

In US-7,715,078 ist eine Umschaltung zwischen mehreren Scannern gezeigt. Hier
werden, neben den fur das eigentliche Scannen bendtigten Scannern, mindestens
zwei weitere Scanner gebraucht, die die Strahlwege schalten. Zudem zeigen die
Ausflhrungen in dieser Anmeldung eine weitere Abbildung Uber eine refraktive Optik,
die als einfache Linsen dargestellt sind. Allerdings besteht hier keine Moglichkeit, in

einer vierten Pupille einen z-scannenden Spiegel unterzubringen. Dieser wird aber
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insbesondere flr eine dreidimensionale optische Manipulation bendtigt. Die opti-
schen Elemente weisen dabei den Komplexitatsgrad eines Scanobjektivs auf, das
aufwandig und weniger lichteffizient ist.

EP 2 042 905 B1 zeigt eine Kombination von zwei Scannerpaaren. Hier kann jeweils
das eine Scannerpaar oder das andere Scannerpaar ausgewahlt werden. Allerdings
kdnnen nicht einzelne Achsen sehr schnell hinzugeschaltet werden, weil die zu be-

wegenden Massen vergleichsweise grof} sind.

In DE 100 50 529 B4 ist die Kombination von mehreren Strahlablenkungseinheiten
gezeigt, die jeweils aus zwei Strahlablenkungsmodulen bestehen. In den Ausfuh-
rungsbeispielen sind auch Abbildungsoptiken zwischen den Strahlablenkung Einrich-
tungen beschrieben. Es bestehen jedoch keine Moglichkeiten zur Umschaltung zwi-
schen verschiedenen Scanmodi. Ebenso sind keine Mittel zur Wellenfrontbeeinflus-
sung beschrieben.

Als eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung kann angesehen werden, eine optische
Anordnung zu schaffen, mit der weitere Pupillenebenen bereitgestellt werden, wobei
nur geringer zusatzlicher Bauraum beansprucht werden soll. Aullerdem soll zwi-
schen den Pupillenebenen maoglichst schnell hin und her geschaltet werden kdnnen.
Schliellich soll ein Laser-Scanning-Mikroskop mit zusatzlichen Pupillenebenen ge-
schaffen werden, bei dem maoglichst schnell zwischen den verschiedenen Pupillen-
ebenen hin und her geschaltet werden kann.

Diese Aufgabe wird durch die optische Anordnung mit den Merkmalen des An-
spruchs 1 gel6st. Im Hinblick auf das Mikroskop wird die Aufgabe durch das Laser-

Scanning-Mikroskop mit den Merkmalen des Anspruchs 22 geldst.

Vorteilhafte Varianten der erfindungsgemafien optischen Anordnung und des erfin-
dungsgemalien Laser-Scanning-Mikroskops sind Gegenstand der abhangigen An-
spruche und werden auf’erdem im Folgenden, insbesondere im Zusammenhang mit

den Figuren, beschrieben.

Die optische Anordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung und/oder Manipula-
tionsstrahlung in einem Laser-Scanning-Mikroskop der oben angegebenen Art ist
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erfindungsgemal} dadurch weitergebildet, dass eine dritte fokussierende Einrichtung
zum Erzeugen einer dritten Pupillenebene vorhanden ist, die zu der ersten Pupillen-
ebene optisch konjugiert ist, dass in der dritten Pupillenebene eine dritte Strahlum-
lenkeinrichtung zum Umlenken der Anregungsstrahlung und/oder Manipulations-
strahlung angeordnet ist, dass zwischen der zweiten fokussierenden Einrichtung und
der zweiten Pupillenebene einerseits und der zweiten Pupillenebene und der dritten
fokussierenden Einrichtung andererseits ein erstes Strahlumlenkmittel vorhanden ist
zum Umlenken der von der dritten fokussierenden Einrichtung kommenden Anre-
gungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung unter Umgehung der zweiten
Strahlumlenkeinrichtung in Richtung der zweiten fokussierenden Einrichtung, dass
eine vierte fokussierende Einrichtung zum Erzeugen einer vierten Pupillenebene vor-
handen ist, die zur dritten Pupillenebene optisch konjugiert ist, und dass in der vier-
ten Pupillenebene ein variables zweites Strahlumlenkmittel angeordnet ist zum Um-
schalten eines optischen Strahlengangs zwischen einem ersten Strahlweg und ei-

nem zweiten Strahlweg.

Das Laser-Scanning-Mikroskop der oben angegebenen Art ist erfindungsgemaf
dadurch weitergebildet, dass eine erfindungsgemale optische Anordnung zum

Scannen von Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung vorhanden ist.

Besonders bevorzugt kann der erste Strahlweg mindestens von dem variablen zwei-
ten Strahlumlenkmittel Uber die dritte Strahlumlenkeinrichtung und die zweite
Strahlumlenkeinrichtung zu dem ersten Scanner verlaufen. Der zweite Strahlweg
kann besonders bevorzugt mindestens von dem variablen zweiten Strahlumlenkmit-
tel Uber die dritte Strahlumlenkeinrichtung unter Umgehung der zweiten Strahlum-

lenkeinrichtung Uber das erste Strahlumlenkmittel zu dem ersten Scanner verlaufen.

Als optische Anordnung wird im Rahmen der vorliegenden Beschreibung eine An-
ordnung bezeichnet, die insbesondere strahlformende Komponenten, wie Linsen und
Hohlspiegel, und strahlumlenkende Komponenten, wie Spiegel, die insbesondere
beweglich sein kdnnen, aufweist.

Unter dem Begriff des Scannens wird das gesteuerte FUhren eines Strahls der Anre-
gungsstrahlung oder der Manipulationsstrahlung tUber eine Probe verstanden. Dieses
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Scannen kann in einem regelmalligen Muster, beispielsweise zeilenweise, aber ins-

besondere auch entlang einer vorzugebenden Trajektorie erfolgen.

Unter Anregungsstrahlung wird fur die Zwecke dieser Beschreibung elektromagneti-
sche Strahlung, insbesondere sichtbares Licht, aber auch Infrarot- und Ultraviolett-
strahlung verstanden, die allgemein zur Bildgebung dient. In aller Regel wird diese
Anregungsstrahlung von Lasern bereitgestellt. Dabei kdnnen unterschiedliche Kon-
trastverfahren zum Einsatz kommen. Besonders bevorzugt handelt es sich um Strah-
lung zur Anregung einer Fluoreszenz aus Farbstoffen, mit denen eine zu untersu-
chende Probe prapariert ist. Zur Messung dieses Fluoreszenzlichts dient ein Laser-
Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop. Grundsatzlich kann es sich aber auch um Be-

leuchtungslicht fur die Lichtmikroskopie handeln.

Als Manipulationsstrahlung wird elektromagnetische Strahlung, insbesondere im
sichtbaren Bereich, aber auch im Infrarot- und Ultraviolettbereich, bezeichnet, mit der
eine gezielte Veranderung einer zu untersuchenden Probe, insbesondere in einem
gezielt ausgewahlten Raumbereich oder einer gezielt ausgewahlten und vorzuge-
benden Trajektorie, bewerkstelligt werden kann.

Die Begriffe Anregungsstrahlung und Anregungslicht einerseits und Manipulations-
strahlung und Manipulationslicht andererseits werden in dieser Beschreibung syno-

nym verwendet.

Unter dem Begriff des Detektionslichts wird Licht verstanden, das von der Probe auf-
grund der Anregung emittiert wird und das mittels der gesamten optischen Anord-
nung detektiert werden soll. Detektionslicht kann insbesondere Fluoreszenzlicht sein.

Als Pupillenebene wird flr die Zwecke dieser Beschreibung eine optische Ebene
verstanden, die in einem Betriebszustand der optischen Anordnung in einem Laser-
Scanning-Mikroskop optisch konjugiert ist zu einer hinteren Objektivpupille des je-
weils im Einsatz befindlichen Mikroskopobjektivs. Beispielsweise sind in einem Be-
triebszustand der erfindungsgemafien Anordnung zum Scannen die erste, die zwei-
te, die dritte und die vierte Pupillenebene optisch konjugiert zur hinteren Pupille des
Mikroskopobjektivs. Weil die Position der hinteren Objektivpupille variiert, sind die
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Pupillenebenen in der Regel nur fur ein Objektiv exakt optisch konjugiert zur hinteren
Objektivpupille. Fur die anderen Objektive sind die Pupillenebenen naherungsweise
optisch konjugiert zur hinteren Objektivpupille.

Fur die Verwirklichung der Erfindung kommt es im Hinblick auf die relative Lage der
einzelnen Pupillenebene zueinander grundsatzlich nur darauf an, dass diese Pupil-
lenebenen jeweils ineinander abgebildet werden und demgemaf zueinander optisch
konjugiert sind. Die Reihenfolge der Pupillenebenen im Strahlengang ist deshalb
grundsatzlich beliebig. Vorteilhafte Varianten der erfindungsgemalfen optischen An-
ordnung sind dadurch gekennzeichnet, dass, bezogen auf die Anregungsstrahlung
und die Manipulationsstrahlung, die zweite Pupillenebene strahlaufwarts von der ers-
ten Pupillenebene, die dritte Pupillenebene strahlaufwarts von der zweiten Pupillen-
ebene, und die vierte Pupillenebene strahlaufwarts von der dritten Pupillenebene
liegt.

Grundsatzlich kdnnen mit der erfindungsgemafien Anordnung beliebig viele Pupillen
erzeugt werden. Wichtige Anwendungen profitieren aber bereits von vier aufeinander
abgebildeten Pupillen bei Uberschaubarem Justageaufwand und geringen optischen
Verlusten.

Die Scanoptik, also die erste fokussierende Einrichtung, besteht in der Regel aus
einer Anordnung von Linsen, durch die eine zur hinteren Objektivpupille aquivalente

erste Pupillenebene generiert wird.

Wenn im Rahmen der vorliegenden Beschreibung von Koordinatenrichtungen die
Rede ist, ist dabei insbesondere an kartesische Koordinaten gedacht. Beispielsweise
kann die erste Koordinatenrichtung die y-Richtung und die zweite Koordinatenrich-
tung kann die x-Richtung sein. Haufig wird ein Koordinatensystem so gewahlt, dass
die optische Achse eines Systems mit der z-Achse zusammenfallt.

Als erste, zweite, dritte und vierte fokussierende Einrichtung zum Generieren einer
Pupillenebene kdnnen prinzipiell beliebige fokussierende Komponenten, insbesonde-
re auch Linsen oder Linsengruppen, zum Einsatz kommen. Besonders bevorzugt

werden als zweite und/oder dritte fokussierende Einrichtung Hohlspiegel, insbeson-
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dere torische oder spharische Hohlspiegel, verwendet. Die vierte fokussierende Ein-

richtung kann vorteilhaft eine Linse oder eine Linsengruppe sein.

Dabei kann es insbesondere von Vorteil sein, wenn der optische Weg Uber den ers-
ten Hohlspiegel so ausgelegt wird, dass eine Vergroferung (|V| > 1) oder eine Ver-
kleinerung (V| < 1) erzielt wird. Das ist insbesondere dann von Vorteil, wenn ver-
schiedene Scanner miteinander kombiniert werden sollen. Beispielsweise ist be-
kannt, dass resonante MEMS-Scanner nur bestimmte Durchmesser erreichen kon-
nen, wenn Resonanzfrequenz und dynamische Spiegeldeformation gegeben sind.
Andererseits gibt es eine optimale GroRe fur quasistatische Galvanometerscanner,
die nicht mit der Grolke des resonanten MEMS-Scanners zusammenfallt. Fir eine
optimale optische Vereinigung beider Scannersysteme kann eine Anpassung der
Pupillendurchmesser Uber eine Vergrolerungsstufe sehr sinnvoll sein. In gewissen
Grenzen kdénnen hier Abweichungen von einer 1:1 Abbildung zugelassen werden,
womit optional verschieden grole Scanner in den jeweiligen Positionen stehen kon-

nen.

FUr die zweite und die dritte Strahlumlenkeinrichtung kommt es darauf an, dass die
Strahlung definiert umgelenkt wird. Besonders bevorzugte Varianten zeichnen sich
dadurch aus, dass die zweite Strahlumlenkeinrichtung in der zweiten Pupillenebene
ein zweiter Scanner ist zum Scannen der Anregungsstrahlung und/oder der Manipu-
lationsstrahlung in einer von der ersten Koordinatenrichtung verschiedenen zweiten
Koordinatenrichtung und/oder dass die dritte Strahlumlenkeinrichtung in der dritten
Pupillenebene ein dritter Scanner ist zum Scannen der Anregungsstrahlung und/oder
der Manipulationsstrahlung in einer von der ersten Koordinatenrichtung verschiede-

nen zweiten Koordinatenrichtung.

Die erfindungsgemalie optische Anordnung zeichnet sich durch eine groRe Flexibili-
tat aus. Beispielsweise konnen die zweite Strahlumlenkeinrichtung in der zweiten
Pupillenebene und/oder die dritte Strahlumlenkeinrichtung in der dritten Pupillenebe-
ne auch ein feststehender Spiegel, ein Spiegel, dessen Oberflache aktiv gekrimmt
werden kann, oder ein anderes wellenfrontveranderndes Element sein. Mit einem
Spiegel, dessen Oberflache aktiv gekrimmt werden kann, kann durch Variation der

Fokussierung ein Scannen in z-Richtung durchgeflhrt werden. Solch ein Spiegel ist



10

15

20

25

30

WO 2019/038404 PCT/EP2018/072816

in der Regel zunachst flach und kann dann, beispielsweise zu einem Hohlspiegel,

deformiert werden.

Beispielsweise kann mit einem wellenfrontveranderndem Element die Fokussierung
entlang der optischen Achse, beispielsweise in z-Richtung, verandert werden und in
diesem Sinn kann ein z-Scan durchgeflhrt werden. Dartber hinaus kénnen mit ei-
nem solchen Element Aberrationen aufgrund von Brechungsindexfehlanpassungen

bei erhOhter Eindringtiefe in der Probe kompensiert werden.

Als Scanner, beispielsweise erster, zweiter und dritter Scanner, werden im Rahmen
der vorliegenden Beschreibung Einrichtungen verstanden, mit denen ein Strahl min-
destens in einer Koordinatenrichtung in seiner Richtung verandert werden kann. Be-

sonders bevorzugt kommen als Scanner schwenkbare Spiegel zum Einsatz.

Grundsatzlich kommt es fur die verwendeten Scanner nur darauf an, dass eine
Strahlablenkung in der jeweiligen Koordinatenrichtung mit der gewlnschten Ge-
schwindigkeit und Genauigkeit durchgeflhrt wird. Besonders bevorzugt ist der zweite
Scanner ein Resonanzscanner und der dritte Scanner ein quasistatischer Scanner.
Besonders vorteilhaft wirkt sich dabei aus, dass der zweite Scanner, also der schnel-
le Resonanzscanner, im Fall des zweiten Strahlwegs umgangen wird, mit anderen
Worten also nicht mehr wirksam ist. Das bedeutet, dass der schnelle zweite Scanner
sehr rasch weggeschaltet werden kann. Grundsatzlich sind der zweite und der dritte
Scanner austauschbar, d.h. es kann auch zweckmalRig sein, wenn dritte Scanner ein
Resonanzscanner und der zweite Scanner ein quasistatischer Scanner ist. Beide
Varianten kdnnen in bestimmten Situationen vorteilhaft sein. Beide Varianten ermog-
lichen, dass sehr rasch zwischen einem bildgebenden Modus, bei dem der schnelle
Scanner zum Einsatz kommt, und einem Anregungsmodus, der mithilfe des langsa-
men quasistatischen Scanners durchgeflhrt wird, hin und her geschaltet werden

kann.

Als quasistatischer Scanner wird ein Scanner bezeichnet, der nicht resonant son-
dern, vergleichsweise langsam, quasistatisch, betrieben wird. Insbesondere kann
einem quasistatischen Scanner eine Ansteuerkurve aufgepragt werden. Diese kann

beispielsweise linearisiert sein, so dass jedem Pixel die gleiche Aufenthaltsdauer zu-
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gewiesen werden kann. Resonante Scanner erlauben nur Sinus-artige Bewegungen,
die aber deutlich hochfrequenter sein kbnnen. Ein resonanter Scanner oder Reso-
nanzscanner wird, in der Regel vergleichsweise viel schneller als ein quasistatischer
Scanner, in einer mechanischen Resonanz betrieben. Sowohl der quasistatische als
auch der resonant betriebene Scanner konnen verwirklicht sein durch einen galva-

nometrischen Scanner oder einen MEMS-Scanner.

Prinzipiell kdnnen fur die Strahlablenkungseinrichtungen, insbesondere die Scanner,
auch akustooptische Einrichtungen, insbesondere akustooptische Scanner, zum Ein-

satz kommen.

Da es fur einen bildgebenden Modus im allgemeinen ausreicht, wenn fur eine Koor-
dinatenrichtung ein schneller Scanner zur Verfligung steht, kann bei einer weiteren
vorteilhaften Variante der erste Scanner ebenfalls ein vergleichsweise langsamer

Scanner und insbesondere ein quasistatischer Scanner sein.

Es ist aber auch mdoglich, in jeder der Pupillen einen resonanten Scanner zu platzie-
ren, wobei die Schwingungsachsen so gebildet sind, dass die gerasterten Linien in
der Probe vorteilhaft, aber nicht zwingend, einen Winkel von 90° bilden. Somit kann
zwar das Bildfeld nicht kontinuierlich gedreht werden. Aber es ist in gewissen Gren-
zen eine Anpassung an eine Probengeometrie mdglich. Allerdings erfordert dieser
Modus, dass die Optiken, insbesondere die Hohlspiegel, ein gentigend grolles Feld
Ubertragen.

SchlieBlich erlaubt die erfindungsgemale optische Anordnung auch, den durch den
resonanten Scanner gerasterten Bereich mit dem quasistatischen Galvoscanner in
der Probenebene zu verschieben (sogenanntes "panning”). Somit ist es maoglich,
verschiedene interessierende Bereiche ("regions of interest”", ROI) abbildende zu er-

fassen und zwischen diesen verschiedenen "regions of interest" zu springen.

In der ersten Pupillenebene, die der Scanoptik raumlich am Nachsten liegt, kann
grundsatzlich auch ein zweidimensionaler Scanner, z.B. ein zweidimensionaler

MEMS-Scanner mit einem einzigen Schwenkpunkt, angeordnet werden.
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Bei dem ersten Strahlumlenkmittel kommt es grundsatzlich darauf an, dass dieses so
im Strahlengang positioniert ist, dass die von der dritten fokussierenden Einrichtung,
insbesondere dem zweiten Hohlspiegel, kommende Strahlung unter Umgehung der
zweiten Strahlumlenkeinrichtung, insbesondere des zweiten Scanners, in Richtung
der zweiten fokussierenden Einrichtung, insbesondere dem ersten Hohlspiegel, wei-
tergeleitet wird. Dieses kann bei einer einfachen Variante durch einen fest positio-
nierten Spiegel oder mehrere fest positionierte Spiegel geeigneter Grolie erreicht

werden.

Grundsatzlich ist aber auch mdglich, dass die elektromagnetische Strahlung in Ab-
hangigkeit eines variierbaren Parameters, insbesondere Wellenlange und/oder Pola-
risation, reflektiert oder transmittiert wird. Unter diesem Gesichtspunkt kann das erste
Strahlumlenkmittel auch ein dielektrischer und/oder dichroitischer Spiegel sein.

Mit dem Begriff eines variablen zweiten Strahlumlenkmittels wird eine Komponente
bezeichnet, die irgendeine Art von Verstellung oder Einstellung zulasst und abhangig
von dieser Verstellung oder Einstellung einfallendes Licht oder einfallende Strahlung
unterschiedlich umlenkt. Insbesondere ist dabei an variabel einstellbare Spiegel ge-
dacht.

Mit dem Umschalten eines optischen Strahlengangs zwischen einem ersten Strahl-
weg und einem zweiten Strahlweg ist gemeint, dass je nach Schaltzustand das Licht
oder die Strahlung entweder den ersten Strahlweg oder den zweiten Strahlweg
durchlauft. Der erste und der zweite Strahlweg sind dabei verschieden, das heil3t, es
gibt Teile des ersten Strahlwegs, die nicht Teil des zweiten Strahlwegs sind und um-

gekehrt.

Mit dem Merkmal, dass die zweite Strahlumlenkeinrichtung, insbesondere also der
zweite Scanner, beim zweiten Strahlweg umgangen wird, soll zum Ausdruck ge-
bracht werden, dass Anregungs- und/oder Manipulationsstrahlung, welche den zwei-
ten Strahlweg nimmt, mit der zweiten Strahlumlenkeinrichtung, beispielsweise mit
dem zweiten Scanner, nicht in Kontakt kommt. Eine mégliche Bewegung dieses
zweiten Scanners hat demnach keinen Einfluss auf die Anregungs- und/oder Mani-

pulationsstrahlung.
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Die vorliegende Erfindung eignet sich besonders fur die konfokale Laser-Scanning-
Fluoreszenz-Mikroskopie. Ein Mikroskopobjektiv dient dabei sowohl zum Leiten und
Fokussieren von Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung auf eine Pro-
be oder in einen Bereich einer Probe als auch zum Leiten und Kollimieren von Detek-
tionslicht, welches von dem mit Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrah-
lung beleuchteten Bereich der Probe stammt, zurlick in Richtung des Hauptfarbtei-

lers.

Mit dem Begriff des Detektionsmoduls wird im Rahmen der vorliegenden Beschrei-
bung diejenige Komponente bezeichnet, mit welcher das von einer beleuchteten
Probe abgestrahltes Detektionslicht letzten Endes nachgewiesen wird. Ein solches
Detektionsmodul weist insbesondere mindestens einen Strahlungsdetektor auf und
kann, je nach Einsatzzweck, insbesondere Farbfilter und konfokale Blenden aufwei-

sen.

Als ein Kerngedanke der vorliegenden Erfindung kann angesehen werden, mit ge-
eigneten fokussierenden Mitteln, insbesondere einem Hohlspiegel, eine weitere Pu-
pillenebene zu schaffen, in der insbesondere ein weiterer, namlich ein dritter, Scan-
ner angeordnet werden kann. Ein weiterer grundlegender Gedanke einer Variante
der Erfindung besteht sodann darin, mithilfe eines variablen Strahlumlenkmittels den
Strahl der Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung entweder Gber einen
ersten Strahlweg, der die zweite Strahlumlenkeinrichtung, insbesondere den zweiten
Scanner, und die dritte Strahlumlenkeinrichtung, insbesondere den dritten Scanner,
enthalt, oder Uber einen zweiten Strahlweg zu leiten, der die dritte Strahlumlenkein-
richtung, enthalt, die zweite Strahlumlenkeinrichtung aber umgeht. Besondere Vortei-
le kdbnnen nun erzielt werden, wenn der genannte erste Scanner fur die bestimmte
Koordinatenrichtung und der zweite Scanner flr diese Koordinatenrichtung qualitativ
unterschiedlich sind, wenn insbesondere der zweite Scanner ein Resonanzscanner
ist und der dritte Scanner ein quasistatischer Scanner ist. Mithilfe des variablen
Strahlumlenkmittels kann so der schnelle Scanner entweder, namlich bei dem ersten
Strahlweg, zugeschaltet oder, namlich bei dem zweiten Strahlweg, weggeschaltet
werden. Weil solch ein Schalten des Strahlwegs prinzipiell duRerst schnell (in der

GrofRenordnung von 1 ms und darunter) verwirklicht werden kann, kann auch zwi-
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schen den beiden Strahlwegen und damit zwischen einem bildgebenden Modus und

einem Manipulationsmodus aufderst rasch geschaltet werden.

Die erfindungsgemafe Anordnung ist Uberaus machtig und kann zur LOsung ver-
schiedener Probleme eingesetzt werden.

Die erfindungsgemale optische Anordnung ist insbesondere geeignet fur den Ein-
satz in einem konfokalen Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop. Das erfindungs-
gemalde Laser-Scanning-Mikroskop kann also besonders bevorzugt ein, insbesonde-
re konfokales, Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop sein.

Die erfindungsgemalie optische Anordnung und das erfindungsgemale Laser-
Scanning-Mikroskop konnen bevorzugt flr eine Manipulation biologischer Proben,
insbesondere in drei Dimensionen, genutzt werden. Allerdings sind auch Anwendun-

gen in der Materialmikroskopie denkbar.

Die erfindungsgemafie Anordnung ist auch fur die optische Manipulation, die Laser-
Scanning-Mikroskopie, die Lichtblattmikroskopie sowie fur andere Verfahren einsetz-
bar, bei welcher eine Probe mittels eines Laserstrahls gerastert wird.

Ein wesentlicher Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass es moglich
wird, in einem Laser-Scanning-Mikroskop einerseits eine Bildgebung oder eine opti-
sche Manipulation mit quasistatischen galvanischen Scannern, die auch als Gal-
voscanner bezeichnet werden, und andererseits eine schnelle Bildgebung mittels

resonanter Scanner durchzufiihren.

Insbesondere ermoglicht die Erfindung, dass sehr schnell zwischen einem Manipula-
tionsmodus und einer Bildgebung geschaltet werden kann. Insbesondere soll dieses
moglich sein, ohne zusatzlich bewegte Teile zu Strahlwegumschaltung in den Strah-
lengang schalten zu mussen, weil das haufig zu Instabilitdten und weiteren techni-
schen Problemen fuhrt. Sehr schnell heil’t hierbei, dass die Umschaltung im Bereich
weniger Millisekunden (ms) erfolgen kann. Weiterhin ist auch eine dreidimensionale
optische Manipulation, beispielsweise ein gezieltes raumliches Ausbleichen (Stich-
worte: FRAP; uncageing) oder ein optogenetisches Schalten von lonenkanalen usw.
und ein anschlieBendes Umschalten auf eine gegebenenfalls sehr schnelle Bildge-
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bung moglich. Fir eine dreidimensionale optische Manipulation wird eine Moglichkeit
fur die Beeinflussung der drei raumlichen Freiheitsgrade bendtigt, insbesondere wer-
den drei optische Elemente bendtigt. Fur das Scannen in der Ebene sind quasistati-
sche Galvoscanner besonders vorteilhaft, da diese definiert raumliche Bereiche in
einer gegebenen Zeit belichten und damit die notwendigen Lichtenergiemengen, die
auch als Lichtdosen bezeichnet werden, deponieren konnen. Die dritte Dimension
kann zum Beispiel Uber einen dynamischen wellenfrontkrimmenden und damit eine
axiale Fokuslage andernden Spiegel adressiert werden. Solche Komponenten wer-
den auch als defokussierende oder z-scannende Spiegel bezeichnet. Diese Elemen-
te kdnnen sich aufgrund ihrer geometrischen Dimension sehr gut mit optischen Spie-
gelscannern erganzen. Die Bewegung eines Fokalvolumens in Richtung der z-
Koordinate erfolgt also durch Beeinflussung der Wellenfront bei gegebener Strahl-
richtung (z-Richtung) im grundlegenden Unterschied zu lateralen Scanbewegungen,
bei denen die Strahlrichtung Uber auslenkbare Spiegel verstellt wird. Bei dieser Ver-
stellung kbnnen mit bestimmten Spiegeln gleichzeitig optische Aberrationen korrigiert
werden. Tut man dies, um Einflisse der Probe auf die optische Qualitat der Bildge-

bung zu kompensieren, so kann man auch von einer adaptiven Korrektur sprechen.

Auch unter der Randbedingung, dass Bildgebung und Manipulation durch dieselbe
Scanlinse erfolgen soll, lasst sich die vorliegende Erfindung vorteilhaft einsetzen.

Dabei wird am Mikroskopstativ nur ein Port belegt.

Besondere Herausforderungen ergeben sich flr die oben beschriebenen Aufgaben,
wenn die Wellenlangen fur die Manipulation und die Bildgebung identisch sein sollen.
Fir den Fall, der auch praktische Relevanz hat, dass beide Wellenlangen unter-
schiedlich sind, kdbnnen Farbteiler verwendet werden. Die vorliegende Erfindung
zeichnet sich dadurch aus, dass sie grundsatzlich mit einer Vielzahl von Wellenlan-
genkombinationen verwirklicht werden kann. Dabei sind zwischen den Scannern wei-
tere bewegliche Elemente, die ein- oder ausgeschaltet werden mussen, oder in den

Strahlengang eingebracht werden muassen, nicht unbedingt notwendig.

Die erfindungsgemafie Anordnung kann insbesondere auch fur die Lasermaterialbe-
arbeitung eingesetzt werden, bei welcher eine Probe mit einem Laserstrahl gerastert

wird. Insbesondere ist dabei eine schnelle Umschaltung zwischen verschiedenen
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Modi und insbesondere zwischen optische Manipulation und Bildgebung Uber Laser-
Scanning-Mikroskopie moglich. Dabei kdbnnen grundsatzlich beliebige Kombinationen
der Wellenlange der Manipulationsstrahlung einerseits und der Anregungsstrahlung

andererseits zum Einsatz kommen.

xy/z-scannende Systeme sind neben der optischen Manipulation auch sehr gut dazu
geeignet, beliebige Trajektorien und Ebenen in einer dreidimensionalen Probe bild-
gebend abzuscannen. Das ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn man definierte
Strukturen innerhalb eines Volumens, insbesondere mit Mehrphotonenanregung,
schnell abbilden mochte. Beispielsweise kann ein Neuron, welches einem irregularen
Verlauf in einem dreidimensionalen Volumen folgt, abgebildet werden. Wenn dieses
Neuron sehr schnell abgebildet oder die Signaltransduktion, z.B. Ca(2+)-Wellen, ent-
lang dieses Neurons optisch vermessen werden soll, ist die erfindungsgemafe opti-
sche Anordnung in der Lage, dieses im Volumen verlaufende Gebilde zu verfolgen.

Die vorliegende Erfindung kann auch nutzbringend bei der sogenannten Lichtblatt-
mikroskopie zum Einsatz kommen. Dabei handelt es sich um eine alte Technologie,
die von Zsigmondy und Siedentopf 1902/1903 bei Carl Zeiss fur die Kolloidforschung
entwickelt wurde. Nachdem die Methode lange Zeit nahezu in Vergessenheit geraten
war, erlebte sie durch neue Arbeiten von E. Stelzer eine Renaissance. Dies wurde
insbesondere durch den groflden Fortschritt in der Verarbeitung digitaler Daten stimu-
liert.

In der Lichtblattmikroskopie besteht, zumindest in der Ausfihrungsform, die nicht auf
einer Beleuchtung mit einer Zylinderlinse beruht, ebenfalls die Aufgabe, eine Probe
mit einem Laserstrahl abzuscannen. Auch hier sind mehrere Pupillen besonders vor-
teilhaft, weil neben dem Scannen des Strahls in zwei Dimensionen noch dynamische
Strahlformungen durchgefluhrt werden sollen, siehe zum Beispiel Dean et al.: Decon-
volution-free subcellular imaging with axially swept light sheet microscopy, Biophysic.
J., Vol. 108, 2807-2815 (2015)). Die erfindungsgemafe optische Anordnung und das
erfindungsgemale Laser-Scanning-Mikroskop kdnnen auch hier sehr vorteilhaft ein-
gesetzt werden.
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Die erfindungsgemafe optische Anordnung kann aulerdem sowohl fur eine lineare
Fluoreszenzanregung als auch fur eine nichtlineare Fluoreszenzanregung, bei-
spielsweise zur Mehrphotonenmikroskopie, genutzt werden. Es sind alle gangigen
und bekannten Verfahren mit der Anordnung moglich (2-, 3- oder Mehrphotonenfluo-
reszenz; CARS, SRS usw.). Die Zweiphotonenmikroskopie ist heute eine Standard-
methode zur Untersuchung lebender Proben. Insbesondere im sogenannten Neuro-
Imaging spielen dreidimensionale Manipulationen der Probe eine wesentliche Rolle
beim Verstandnis neurobiologischer Vorgange im Hirn lebender Tiere.

Die Erfindung wird grundsatzlich verwirklicht, wenn zwischen einem ersten Strahlweg
und einem zweiten Strahlweg umgeschaltet werden kann und der erste Strahlweg
von dem variablen zweiten Strahlumlenkmittel Gber die dritte Strahlumlenkeinrichtung
und die zweite Strahlumlenkeinrichtung zu dem ersten Scanner verlauft und der
zweite Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlumlenkmittel Gber die
dritte Strahlumlenkeinrichtung unter Umgehung der zweiten Strahlumlenkeinrichtung
uber das erste Strahlumlenkmittel zu dem ersten Scanner verlauft. Konkrete Varian-
ten der erfindungsgemaflen optischen Anordnung sind dadurch gekennzeichnet,
dass der erste Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlumlenkmittel
uber die vierte fokussierende Einrichtung, die dritte Strahlumlenkeinrichtung, die drit-
te fokussierende Einrichtung, die zweite Strahlumlenkeinrichtung und die zweite fo-
kussierende Einrichtung zu dem ersten Scanner verlauft und dass der zweite Strahl-
weg mindestens von dem variablen zweiten Strahlumlenkmittel Gber die vierte fokus-
sierende Einrichtung, die dritte Strahlumlenkeinrichtung, die dritte fokussierende Ein-
richtung unter Umgehung der zweiten Strahlumlenkeinrichtung Uber das erste
Strahlumlenkmittel und die zweite fokussierende Einrichtung zu dem ersten Scanner

verlauft.

Flr das variable zweite Strahlumlenkmittel, das zum Umschalten zwischen dem ers-
ten Strahlweg und dem zweiten Strahlweg dient, kommt es prinzipiell nur darauf an,
dass das gewunschte Umschalten hinreichend rasch moglich ist. Bei besonders be-
vorzugten Varianten weist das variable Strahlumlenkmittel einen variabel positionier-
baren Spiegel auf. Besonders zweckmafig werden dabei sehr leichte Spiegel ver-

wendet, um die zu bewegenden Massen und damit die auftretenden und notwendi-
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gen Krafte klein zu halten. Die variable Positionierbarkeit des Spiegels erlaubt grund-

satzlich vielfaltige technische Ausgestaltungen.

Bei vergleichsweise unaufwandige Varianten, die sich aul3erdem durch mechanisch
gunstige Eigenschaften auszeichnen, ist der Spiegel ein Drehspiegel mit einer, ins-
besondere galvanometrischen, Dreheinrichtung. Dieser Drehspiegel reflektiert in ei-
ner ersten Drehposition, in welcher der erste Strahlweg ausgewahlt ist, einfallende
Strahlung anders als in einer von der ersten Drehposition verschiedenen zweiten
Drehposition, in welcher der zweite Strahlweg ausgewahlt ist. Besonders vorteilhaft
ist die Dreheinrichtung eine galvanometrische Dreheinrichtung. Diese kdnnen mit

vergleichsweise geringen Massentragheitsmomenten verwirklicht werden.

FUr den Spiegel an sich kommt es grundsatzlich nur darauf an, dass die Anregungs-
und/oder Manipulationsstrahlung hinreichend effektiv reflektiert wird. Wenn fur unter-
schiedliche Wellenlangen unterschiedliche Eigenschaften erzielt werden sollen, kann
es von Vorteil sein, wenn das erste Strahlumlenkmittel und/oder das variable zweite

Strahlumlenkmittel einen dielektrischen Spiegel aufweist.

Eine besonders bevorzugte Ausflhrungsvariante der erfindungsgemafien optischen
Anordnung zeichnet sich dadurch aus, dass das variable zweite Strahlumlenkmittel
einen wellenlangenabhangigen und polarisationsabhangigen dielektrischen und/oder
dichroitischen Spiegel aufweist, wobei dieser Spiegel Anregungsstrahlung und/oder
Manipulationsstrahlung mit einer ersten Wellenlage und einem ersten Polarisations-
zustand transmittiert, Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung mit der
ersten Wellenlage und einem zweiten Polarisationszustand, der von dem ersten Po-
larisationszustand verschieden ist, reflektiert und von einer Probe ausgesandtes Flu-
oreszenzlicht mit einer rotverschobenen Wellenlange unabhangig von dessen Polari-

sationszustand transmittiert oder reflektiert.

Beispielsweise kann dabei der erste Polarisationszustand bezogen auf den dielektri-
schen und/oder dichroitischen Spiegel s-Polarisation und der zweite Polarisationszu-
stand bezogen auf den dielektrischen und/oder dichroitischen Spiegel p-Polarisation
sein. Auch die umgekehrte Zuordnung ist moglich. Dabei ware der erste Polarisati-
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onszustand bezogen auf den Spiegel p-Polarisation und der zweite Polarisationszu-

stand bezogen auf den Spiegel s-Polarisation.

Die Anordnung eines solchen dielektrischen und/oder dichroitischen Spiegel im
Strahlengang ermoglicht in vorteilhafter Weise das Umschalten zwischen dem ersten
Strahlweg und dem zweiten Strahlweg der Anregungsstrahlung und/oder der Mani-
pulationsstrahlung durch Umschalten zwischen s- und p-Polarisation. Hierzu kénnen
bei dem erfindungsgemafen Laser-Scanning-Mikroskop geeignete Umschaltmittel
zum Umschalten der Polarisation, beispielsweise eine Lambda-Halbe-Platte
und/oder ein elektrooptischer Manipulator, vorhanden sein.

Fir das erste Strahlumlenkmittel kommt es im Grundsatz darauf an, dass, wie an-
spruchsgemal gefordert, von der dritten fokussierenden Einrichtung, insbesondere
von dem zweiten Hohlspiegel, kommende Anregungsstrahlung oder Manipulations-
strahlung in Richtung der zweiten fokussierenden Einrichtung, insbesondere zu dem
ersten Hohlspiegel, umgeleitet wird. Besonders vorteilhafte Varianten der erfin-
dungsgemalen optischen Anordnung sind dadurch gekennzeichnet, dass das erste
Strahlumlenkmittel mindestens einen fest positionierten Spiegel, insbesondere genau
zwei fest positionierte Spiegel aufweist.

Grundsatzlich kommt es beim Umschalten der Strahlwege nur darauf an, dass die
zweite Strahlumlenkeinrichtung, insbesondere der zweite Scanner, umgangen wird.
Dies kann platzsparend und in geringem Bauraum verwirklicht werden bei Ausfluh-
rungsvarianten, bei denen in dem zweiten Strahlweg eine alternative zweite Pupil-
lenebene gebildet ist, die zu der ersten Pupillenebene optisch konjugiert und in der
eine weitere strahlumlenkende und/oder strahlformende Komponente, die Teil des
ersten Strahlumlenkmittels ist, angeordnet ist.

Diese weitere strahlumlenkende und/oder strahlformende Komponente kann bei-
spielsweise ein, insbesondere feststehender, Spiegel sein.

Die weitere Pupillenebene, namlich die alternative zweite Pupillenebene, ermoglicht
aber auch Eingriffe in die Wellenfront der Anregungsstrahlung und/oder der Manipu-
lationsstrahlung. Unter diesen Gesichtspunkt kann es von Vorteil sein, wenn die wei-



10

15

20

25

30

WO 2019/038404 PCT/EP2018/072816
18

tere strahlumlenkende Komponente ein Spiegel, dessen Oberflache aktiv gekrimmt
werden kann, oder ein segmentierter Spiegel oder eine sonstige Einrichtung zum
Manipulieren der Wellenfront, beispielsweise ein raumlicher Lichtmodulator, ist.

Beispielsweise kann die Wellenfront mit Elementen der in J. Biomed. Opt. 21(12),
121507, Oct 12, 2016, siehe dort insbesondere Abbildung 2, beschriebenen Art so
manipuliert werden, dass eine Umfokussierung in der Probe mit hoher Geschwindig-
keit erreicht wird.

Wellenfrontverandernde Elemente dieser Art werden in der Regel Uber vergleichs-
weise aufwandige Relayoptiken in den Strahlengang eingebracht. Insbesondere fur
Systeme, in denen auch konfokal gemessen werden soll, fuhren diese Relayoptiken
zu einem erheblichen und oftmals nicht akzeptablen Lichtverlust und sind darUber
hinaus teuer und schwer zu justieren. Abgesehen davon ist eine schnelle Umschal-
tung des Strahlwegs zwischen Manipulation und Bildgebung in der oben beschriebe-

nen Art mit Relayoptiken kaum moglich.

Auch in dieser Hinsicht bringt die erfindungsgemafe optische Anordnung erhebliche
Verbesserungen. Ein weiterer Modus, der insbesondere dreidimensionale Manipula-
tionen, wie sie zum Beispiel in der Optogenetik eingesetzt werden, unterstutzt, kann
durch die erfindungsgemafie Anordnung zur Verfligung gestellt werden, indem man
insbesondere in der alternativen zweiten Pupillenebene ein schnelles wellenfrontfor-
mendes Element einbringt. Solche Elemente werden zum Beispiel von der Firma Re-
vibro Optics (Bozeman, MT 59717) angeboten. Naturlich sind hier auch alternative
Bauteile moglich, die eine gewulnschte Funktion zur Verfugung stellen, hierflr aber
eine optische Pupillenebene bendtigen. Mit dem schnell verstellbaren z-scan-
Element, das auch als adaptiv defokussierendes Element bezeichnet werden kann,
kann in Kombination mit den quasistatischen Scannern eine optische Manipulation

oder eine Bildgebung in einem dreidimensionalen Volumen erfolgen.

Bei einer weiteren besonders bevorzugten Ausflhrungsvariante der erfindungsge-
mafen optischen Anordnung ist eine Steuereinheit vorhanden zum aufeinander ab-
gestimmten Ansteuern des ersten Scanners, der zweiten Strahlumlenkeinrichtung,

der dritten Strahlumlenkeinrichtung und/oder des variablen zweiten Strahlumlenkmit-
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tels. Bei dieser Steuereinheit kann es sich besonders bevorzugt um einen PC,
grundsatzlich aber auch um andere, insbesondere programmierbare, Komponenten

wie Mikrocontroller handeln.

Besonders vorteilhaft kann die Steuereinheit dazu eingerichtet sein, den ersten
Scanner, die zweite Strahlumlenkeinrichtung, die dritte Strahlumlenkeinrichtung
und/oder das variable zweite Strahlumlenkmittel dergestalt aufeinander abgestimmt
anzusteuern, dass unabhangig davon, ob der erste oder der zweite Strahlweg durch-
laufen wird, dieselben Probenorte mit Anregungsstrahlung oder Manipulationsstrah-
lung beaufschlagt werden. Insbesondere ist eine Ausfihrungsvariante bevorzugt, bei
der in Abhangigkeit einer Stellung des variablen zweiten Strahlumlenkmittels der ers-
te Scanner so nachgefuhrt wird, dass unabhangig davon, ob der erste Strahlweg o-
der der zweite Strahlweg durchlaufen wird, derselbe Ort auf der Probe mit Anre-
gungslicht oder Manipulationslicht beaufschlagt wird.

Darlber hinaus kann die Steuereinheit dazu dienen, weitere Komponenten der erfin-
dungsgemalen optischen Anordnung anzusteuern, beispielsweise eine Einrichtung
zum Umschalten oder Drehen der Polarisation und/oder eine Einrichtung zum Mani-
pulieren der Wellenfront, wie einen segmentierten Spiegel oder einen Spiegel, des-
sen Oberflache aktiv gekrummt werden kann.

Bei besonders vorteilhaften Ausgestaltungen des erfindungsgemalen Laser-
Scanning-Mikroskops ist eine Einrichtung zur Multipunktbeleuchtung mit einer Mehr-

zahl von Beleuchtungskanalen vorhanden.

Beispielsweise kann die Einrichtung zur Multipunktbeleuchtung zur Steuerung der
einzelnen Beleuchtungskanale einen mehrkanaligen AOTF aufweisen. Damit konnen
die einzelnen Beleuchtungskanale grundsatzlich beliebig im Hinblick auf Wellenlange
und Intensitat der Strahlung eingestellt werden.

Bei einer besonders bevorzugten Variante wird einer der Beleuchtungskanale zur
Anregung und/oder zur Manipulation einer Probe verwendet und die weiteren Be-

leuchtungskanale werden zur Bildgebung verwendet.
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Hierzu sind Varianten des erfindungsgemallen Laser-Scanning-Mikroskops beson-
ders bevorzugt, bei denen fur mindestens einen der Beleuchtungskanale eine Ein-
richtung zur Manipulation, insbesondere Umschalten und/oder Drehen, der Polarisa-
tion, insbesondere ein Lambda-Halbe-Platichen und/oder ein elektrooptischer Mani-
pulator, vorhanden ist. Mit dieser Einrichtung zur Manipulation, also zum Umschal-
ten, der Polarisation kann der Strahlengang fur mindestens einen Beleuchtungskanal
zwischen dem ersten Strahlweg und dem zweiten Strahlweg hin und her geschaltet

werden.

Ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist aul3erdem, dass sie grundsatz-

lich bei verschiedenen Mikroskoptechniken zum Einsatz kommen kann.

Beispielsweise kann das erfindungsgemalie Laser-Scanning-Mikroskop zur Kon-
trastgebung auf Grundlage mindestens eines nichtlinearen Kontrastprinzips einge-
richtet sein. Insbesondere kann es sich bei dem nichtlinearen Kontrastprinzip um ei-
ne Mehr-photonenfluoreszenz, beispielsweise 2- oder 3-Photonen-Fluoreszenz, um
CARS (ko-harente Anti-Stokes Raman Streuung) oder um SRS (stimulierte Raman
Streuung) handeln. Besonders bevorzugt ist das erfindungsgemafie Mikroskop ein
Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskop.

Besonders bevorzugt kann das erfindungsgemalfie Mikroskop auch ein konfokales
Mikroskop, insbesondere ein konfokales Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop,
sein. Als konfokal wird ein Mikroskop bezeichnet, wenn in einer zur Bildebene konju-

gierten Ebene ein Pinhole vorhanden ist.

Wegen der Konzentration des Anregungsvolumens durch die Nichtlinearitat der
Mehr-Photonen-Fluoreszenz ist bei einem Mehr-Photonen-Scanning-Mikroskop oder
Mehr-Photonen-Fluoreszenz-Scanning-Mikroskop eine solche konfokale Blende nicht

unbedingt notwendig.

Weitere Vorteile und Merkmale der Erfindung werden im Folgenden unter Bezug auf
die schematischen Figuren erlautert. Hierin zeigen:

Figur 1: ein erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungsgemalien optischen

Anordnung;
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Figur 2: ein Detail des Ausflhrungsbeispiels aus Figur 1;
Figur 3: das Detail aus Figur 2 in einer alternativen Betriebsstellung und
Figur 4: eine schematische Darstellung eines erfindungsgemallen Laser-

Scanning-Mikroskops.

Gleiche und gleichwirkende Komponenten sind in allen Figuren in der Regel mit den-

selben Bezugszeichen gekennzeichnet.

Beispielhaft wird im Folgenden der Fall betrachtet, dass mittels quasistatischer
Scanner eine raumlich gezielte Manipulation in einer Probe vorgenommen wird. Da-
nach soll sehr schnell auf eine Bildgebung umgeschaltet werden. Hier wird zugrunde
gelegt, dass man Bilder einer bestimmten GroRe mit einer sogenannten Videorate
aufnehmen mochte. Bei Laser-Scanning-Mikroskopen ist dies zum Beispiel mit so-
genannten Resonanzscannern moglich. Fir das nachfolgende Beispiel aus Figur 1
wird weiterhin angenommen, dass sowohl die optische Manipulation als auch die An-
regung der Fluoreszenz fur die Bildgebung mit einer Laserlinie bei 488 nm realisiert

wird, da dies ein haufig auftretender Anwendungsfall ist.

Das Problem wird durch eine erfindungsgemale optische Anordnung SM zum Scan-
nen von Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung in einem Laser-
Scanning-Mikroskop, insbesondere einem Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop,
gelost, wie sie in Figur 1 dargestellt ist. Hierbei sind drei Scanner S1, S2 und S3 in
einer Reihe hintereinander angeordnet, wobei durch eine Abbildung aller Scanner
aufeinander erreicht wird, dass alle Scanner in einer optischen Pupille stehen. Dies
ist ein wesentlicher Punkt, da hierdurch garantiert wird, dass die Pupille stationar
bleibt und ein Bildfeld homogen, d.h. mit einem sehr geringen sogenannten Rand-

lichtabfall, aufgenommen wird.

Die optische Anordnung SM weist als wesentliche Komponente zunachst als erste
fokussierende Einrichtung eine Scanoptik SO zum Bereitstellen einer ersten Pupil-
lenebene P1 auf. Diese erste Pupillenebene P1 ist in einem Betriebszustand, also in
einem Zustand, in dem die optische Anordnung SM mit einem Laser-Scanning-

Mikroskop zusammenwirkt oder in dieses Mikroskop eingebaut ist, zu einer hinteren
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Objektivpupille P des Mikroskopobjektivs (MO) optisch konjugiert (siehe Figur 4). In
dieser ersten Pupillenebene P1 ist ein erster Scanner S1 als erste Strahlumlenkein-
richtung angeordnet, der zum Scannen von Anregungsstrahlung und/oder Manipula-
tionsstrahlung 10 in einer ersten Koordinatenrichtung y dient. Bei dem Scanner S1
kann es sich beispielsweise um einen quasistatischen, insbesondere um einen gal-
vanometrischen, Scanner handeln. Der schematisch gezeigte Scannerspiegel S1
wird im Betrieb dabei um eine in Figur 1 vertikal, das heif3t parallel zur x-Achse lie-
gende Achse hin und her geschwenkt.

Sodann ist eine zweite fokussierende Einrichtung vorhanden, bei der es sich im ge-
zeigten Beispiel um einen ersten Hohlspiegel H1 handelt. Dieser erste Hohlspie-
gel H1 dient zum Bereitstellen einer zweiten Pupillenebene P2, die zu der ersten Pu-
pillenebene P1 optisch konjugiert ist. In der zweiten Pupillenebene P2 ist als zweite
Strahlumlenkeinrichtung ein zweiter Scanner S2 angeordnet, der zum Scannen der
Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrahlung in einer von der ersten Koordi-
natenrichtung y verschiedenen zweiten Koordinatenrichtung x dient. Das in Figur 1
schematisch dargestellte xyz-Koordinatensystem ist ein kartesisches Koordinaten-
system, d.h. die erste Koordinatenrichtung vy ist senkrecht zu der zweiten Koordina-
tenrichtung x. Die Richtung der optischen Achse 12 verlauft im Bereich zwischen ei-
ner Zwischenbildebene ZB und der Scanoptik SO parallel zur z-Achse. Der zweite
Scanner S2 kann beispielsweise einen Resonanz-Scanner sein. Der in Figur 1
schematisch gezeigte Scannerspiegel S2 wird im Betrieb um eine parallel zur z-
Richtung orientierte Achse hin und her geschwenkt. Diese Orientierung der Rotati-
onsachse ist aber keinesfalls unbedingt notwendig. Die Orientierung hangt generell

davon ab, unter welchem Winkel der erste Scanner S1 betrieben wird.

Besonders bevorzugt liegen die Drehachsen der Scanner S2 und S3 in einer Ebene,
welche die optische Achse des Scanobjektivs enthalt und deren Flachennormale pa-
rallel zur Drehachse des Scanners S1 ist. Hierbei kann die Achse des Scanners S2
zum Beispiel parallel zur optischen Achse des Scanobjektivs sein. Abweichungen
von diesen Geometrien sind aber grundsatzlich moglich und stellen ebenso Ausfuh-
rungsvarianten der hier beschriebenen Erfindung dar.
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Weiterhin ist eine dritte fokussierende Einrichtung vorhanden, bei der es sich im ge-
zeigten Beispiel um einen zweiten Hohlspiegel H2 handelt. Der zweite Hohlspie-
gel H2 dient zum Erzeugen einer dritten Pupillenebene P3, die zu der ersten Pupil-
lenebene P1 und der zweiten Pupillenebene P2 optisch konjugiert ist. In dieser drit-
ten Pupillenebene P3 ist als dritte Strahlumlenkeinrichtung ein dritter Scanner S3
angeordnet, der zum Scannen der Anregungsstrahlung und/oder Manipulationsstrah-
lung 10 ebenfalls in der zweiten Koordinatenrichtung x dient. Der dritte Scanner S3
kann, wie der erste Scanner S1, ein quasistatischer, insbesondere ein galvanometri-
scher, Scanner sein. Erfindungsgemaf ist zwischen der zweiten fokussierenden Ein-
richtung, also dem ersten Hohlspiegel H1, und der zweiten Pupillenebene P2 einer-
seits und der zweiten Pupillenebene P2 und der dritten fokussierenden Einrichtung,
also dem zweiten Hohlspiegel H2, andererseits ein erstes Strahlumlenkmittel 30 vor-
handen zum Umlenken der von dem zweiten Hohlspiegel H2 kommenden Anre-
gungsstrahlung 16 und/oder Manipulationsstrahlung 10 unter Umgehung der zweiten
Strahlumlenkeinrichtung S2 in Richtung des ersten Hohlspiegels H1.

Aulerdem ist erfindungsgemal eine vierte fokussierende Einrichtung vorhanden, die
in dem in Figur 1 dargestellten Ausfihrungsbeispiel schematisch als Linse L4 gezeigt
ist. Prinzipiell kann es sich dabei auch um einen weiteren Hohlspiegel, um eine Lin-
sengruppe oder um eine Kombination dieser Komponenten handeln. Die vierte fo-
kussierende Einrichtung L4 dient zum Erzeugen einer vierten Pupillenebene P4, die
zur dritten Pupillenebene P3 und damit auch zu den vorhergehenden Pupillenebe-
nen P1 und P2 optisch konjugiert ist. In der vierten Pupillenebene P4 ist sodann ein
variables zweites Strahlumlenkmittel 20 angeordnet zum Umschalten eines opti-
schen Strahlengangs zwischen einem ersten Strahlweg und einem zweiten Strahl-
weg. Bei dem in Figur 1 dargestellten Ausfuhrungsbeispiel ist das variable zweite
Strahlumlenkmittel 20 ein Drehspiegel 22, der eine nicht dargestellte Dreheinrichtung
aufweist. Die Dreheinrichtung kann z.B. durch einen galvanometrischen Scanner
verwirklicht sein. Dies ist vorteilhaft, da das Massentragheitsmoment relativ klein ge-

halten werden kann.

Mithilfe des Drehspiegels 22 kann die Richtung der einkommenden Anregungsstrah-
lung 16 oder Manipulationsstrahlung 10, wie in Figur 1 schematisch gezeigt, mindes-
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tens zwischen zwei unterschiedlichen Richtungen verstellt werden. Durch dieses
Verstellen der Richtung, mit der auf den Drehspiegel 22 einfallende Anregungsstrah-
lung 16 oder Manipulationsstrahlung 10 weitergeleitet wird, wird letzten Endes ein
Umschalten zwischen einem ersten Strahlweg und einem zweiten Strahlweg erreicht.
Im Einzelnen wird ein kollimiertes Strahlenblndel, welches auf den Drehspiegel 22
einfallt, abhangig von der Drehposition des Drehspiegels 22 in unterschiedlichen
Richtungen auf die Linse L4 geleitet. Die Linse L4 fokussiert diese unterschiedlichen
Strahlenbindel, wie schematisch in Figur 1 angedeutet, in voneinander beanstande-
te (in Figur 1 veranschaulicht durch den Doppelpfeil 13) Punkte B. Die Position der
Punkte B im Strahlengang strahlabwarts von der dritten Strahlumlenkeinrichtung S3
ist in Figur 1 durch einen Pfeil angedeutet. Der erste Strahlweg verlauft dabei erfin-
dungsgemaly mindestens von dem variablen zweiten Strahlumlenkmittel, also dem
Drehspiegel 22, Gber den dritten Scanner S3 und den zweiten Scanner S2 zu dem
ersten Scanner S1. Der zweite Strahlweg verlauft erfindungsgemafl mindestens von
dem Drehspiegel 22 Uber den dritten Scanner S3 unter Umgehung der zweiten
Strahlumlenkeinrichtung, also des zweiten Scanners S2 Uber das erste Strahlum-
lenkmittel 30 zu dem ersten Scanner S1. Bei dem zweiten Scanner S2 handelt es
sich im gezeigten Ausfuhrungsbeispiel um einen Resonanzscanner, also um eine

sich sehr rasch bewegende Komponente.

Wesentlich ist, dass der Strahlweg Uber den zweiten Scanner S2 und damit die Wir-
kung dieses zweiten Scanners S2 durch Betatigung des variablen Strahlumlenkmit-
tels 20 deaktiviert oder abgeschaltet wird. Es wird also geschaltet zwischen den
zweidimensionalen Scans mit und ohne resonanten Scanner. Um zu erreichen, dass
in beiden Strahlwegen derselbe Bildpunkt adressiert werden kann, kann auch der
erste Scanner S1, insbesondere automatisiert durch eine Steuereinheit, eine Schal-
tung des Ablenkwinkels vornehmen. Der erste Scanner S1 gewahrleistet so neben
der Rasterung der Probe zum Bildaufbau auch eine Umschaltung des Strahlwegs.

Der Aufbau eines erfindungsgemafen Laser-Scanning-Mikroskops wird mit Bezug
auf Figur 4 erlautert. Das dort schematisch dargestellte Laser-Scanning-
Mikroskop 100 weist als wesentliche Komponenten ein Lasermodul LM, einen Haupt-
farbteiler HFT, eine erfindungsgemale optische Anordnung SM zum Scannen von
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Anregungs- und Manipulationslicht 10, ein Mikroskopobjektiv MO und ein Detekti-
onsmodul DM auf. Das Lasermodul LM dient als Strahlungsquelle fir Anregungs-
licht 16 und Manipulationslicht 10. In dem in Figur 4 schematisch dargestellten Bei-
spiel trifft das von dem Lasermodul LM ausgesandte Anregungslicht 16 oder Manipu-
lationslicht 10 auf ein Multipunkt-Modul 40, welches den einkommenden Lichtstrahl in
eine Mehrzahl von Strahlenblndeln auftrennt, die schliellich in unterschiedliche Fo-
kalvolumina auf oder in einer Probe S fokussiert werden. Die spektrale Zusammen-
setzung und die Intensitat kann fur die einzelnen Teilstrahlen, beispielsweise mit ei-
nem mehrkanaligen AOTF, separat eingestellt werden. Das Lasermodul LM, das
Multipunkt-Modul 40, die erfindungsgemalfe optische Anordnung zum Scannen SM,
ein nicht gezeigter Objektivrevolver und das Detektionsmodul DM sind Uber Verbin-
dungsleitungen 71 bis 75 mit einer Steuer- und Auswerteeinheit PC verbunden, bei
der es sich um einen handelsublichen Rechner handeln kann.

Nach Durchlaufen des Multipunkt-Moduls 40 gelangt das Anregungslicht 16 oder
Manipulationslicht 10 Uber den Hauptfarbteiler HFT zu der erfindungsgemafien opti-
schen Anordnung SM zum Scannen des Anregungslichts 16 und/oder Manipulations-
lichts 10. Die Scanoptik SO der optischen Anordnung SM fokussiert das Anregungs-
licht 16 oder Manipulationslicht 10 in eine Zwischenebene ZB. Uber weitere Kompo-
nenten, beispielsweise Linsen und/oder Spiegel, die in Figur 4 nicht dargestellt sind,
gelangt das Anregungslicht 16 oder das Manipulationslicht 10 Gber eine hintere Ob-
jektivpupille P in das Mikroskopobjektiv MO, welches das Licht in mehrere Fokalvo-
lumina auf oder in der Probe S, die sich in einer Probenebene SP befindet, fokus-
siert. Die Anzahl der separaten Fokalvolumina entspricht der Anzahl der in dem Mul-
tipunkt-Modul 40 generierten separaten Strahlbindel. Wenn man das Multipunkt-
Modul 40 weglassen wurde, wurde das Anregungs- oder Manipulationslicht in einen
Fokalpunkt fokussiert. Mit der erfindungsgemafien optischen Anordnung SM zum
Scannen werden die Fokalvolumina des Anregungs- oder Manipulationslichts 10 in
der Zwischenbildebene ZB und damit in der zur Zwischenbildebene ZB optisch kon-
jugierten Probenebene SP gescannt.

Das in Fig. 4 schematisch dargestellte Mikroskop kann insbesondere ein konfokales
Mikroskop sein. Grundsatzlich kann es sich aber auch um ein Mikroskop handeln,
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welches mindestens ein nichtlineares Kontrastprinzip nutzt. Bei einem nichtlinearen
Betrieb kann das Detektionslicht so wie in Fig. 4 gezeichnet detektiert werden, es

kann grundsatzlich aber auch vor dem Scanmodul SM gemessen werden.

Im Einzelnen werden der erste und der zweite Strahlweg mit Bezug auf Figur 2 erlau-
tert. Ohne Beschrankung der Allgemeinheit ist bei dem in Figur 2 gezeigten Beispiel
der zweite Strahlweg derjenige Strahlweg, auf welchem Manipulationsstrahlung 10 in
Richtung der Probe S geleitet wird, und der erste Strahlweg ist entsprechend derje-

nige Strahlweg, auf welchem Anregungsstrahlung 16 auf die Probe S geleitet wird.

Zunachst wird nun im Zusammenhang mit den Figuren 1 und 2 der zweite Strahlweg,
also der Strahlverlauf fur Manipulationsstrahlung oder Manipulationslicht 10, erlau-
tert, mit welchem in einer Probe S eine definierte Manipulation, zum Beispiel ein de-
finiertes Ausbleichen entlang einer bestimmten Trajektorie bewerkstelligt wird. Ist
dieses Ausbleichen durchgeflhrt, kann, wie im Folgenden erlautert wird, die erfin-
dungsgemale optische Anordnung SM rasch umgeschaltet und die Probe in einem
bildgebenden Modus mithilfe von Anregungsstrahlung 16 beobachtet werden.

Die Manipulationsstrahlung 10 gelangt, von dem Lasermodul LM kommend, zu-
nachst Uber den Drehspiegel 22, also Uber das zweite variable Strahlumlenkmittel 20
in der vierten Pupillenebene P4, auf den dritten Scanner S3 in der dritten Pupillen-
ebene P3. In dem in den Figuren 1 und 2 schematisch dargestellten Ausfihrungsbei-
spiel ist der dritte Scanner S3 ein quasistatischer, insbesondere galvanometrischer,
Scanner, der die Manipulationsstrahlung 10 vergleichsweise langsam in x-Richtung
scannt. Die Manipulationsstrahlung 10 nimmt bei dem gezeigten Beispiel der erfin-
dungsgemalen optischen Anordnung zum Scannen SM den zweiten Strahlweg, das
heil’t die Manipulationsstrahlung 10 kommt mit dem zweiten Scanner S2 in der zwei-
ten Pupillenebene P2 nicht in Kontakt. Vielmehr gelangt die vom dritten Scanner S3
kommende Manipulationsstrahlung 10 Gber den zweiten Hohlspiegel H2 auf einen
fest angeordneten Spiegel 31, der Teil des ersten Strahlumlenkmittels 30 ist. Von
diesem fest angeordneten Spiegel 31 wird die Manipulationsstrahlung 10 ein erstes
Mal reflektiert und trifft dann auf eine weitere strahlumlenkende Komponente 32.
Diese weitere strahlumlenkende Komponente 32 ist in dem in Figur 2 gezeigten Bei-

spiel ein weiterer fest angeordneter Spiegel 32, der zusammen mit dem fest ange-
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ordneten Spiegel 31 das erste Strahlumlenkmittel 30 bildet. Besonders zweckmafig
ist in dem zweiten Strahlweg eine alternative zweite Pupillenebene P2a gebildet, die
insbesondere zur ersten Pupillenebene P1 und zur dritten Pupillenebene P3 optisch
konjugiert ist, und die weitere strahlumlenkende Komponente 32 ist in dieser alterna-
tiven zweiten Pupillenebene P2a angeordnet. Nach Reflexion an dem weiteren fest
angeordneten Spiegel 32 trifft die Manipulationsstrahlung 10 ein zweites Mal auf den
fest angeordneten Spiegel 31 und wird von diesem dann in Richtung des ersten
Hohlspiegels H1 reflektiert. Von dem ersten Hohlspiegel H1 gelangt die Manipulati-
onsstrahlung 10 schlieRlich Uber den ersten Scanner S1 in der ersten Pupillenebe-
ne P1, die Scanoptik SO und das Mikroskopobjektiv MO auf die Probe S. Der erste
Scanner S1 ist ebenfalls ein quasistatischer, insbesondere galvanometrischer, Scan-
ner, der das Manipulationslicht 10 vergleichsweise langsam in y-Richtung scannt.
Der Auftreffpunkt des Fokalvolumens oder die Auftreffpunkte der Fokalvolumina der
Manipulationsstrahlung 10 kénnen demgemaf® durch Einstellen des ersten Scan-
ners S1 in der ersten Pupillenebene P1 und des dritten Scanners S3 in der dritten
Pupillenebene P3 zielgerichtet eingestellt werden.

Grundsatzlich kann in der alternativen zweiten Pupillenebene P2a anstelle des fest-
stehenden Spiegels 31 auch ein optisches Element zur schnellen Umfokussierung,
wie es z.B. kommerziell von der Firma Revibro Optics (Bozeman, MT 59717) ange-
boten wird, oder Spiegel, dessen Oberflache aktiv gekrimmt werden kann, angeord-
net sein. Mit solchen variablen Komponenten kann die Fokussierung in z-Richtung
variiert werden. So kénnen im Prinzip auch dreidimensionale Trajektorien oder frei
gewahlte Volumina in der Probe S durch die Manipulationsstrahlung 10 manipuliert
werden. Wahlweise kann also eine 2-dimensionale oder 3-dimensionale Manipulation

der Probe durchgefuhrt werden.

Nach Abschluss der Manipulation kann es erwunscht sein, die optische Anordnung
SM mdglichst rasch in einen Bildgebungsmodus umzuschalten. Zu diesem Zweck
wird der Drehspiegel 22 in der vierten Pupillenebene P4 dergestalt verdreht, dass die
aus der Richtung des Lasermoduls LM kommende Anregungsstrahlung 16 in einer
anderen Richtung auf die Linse L4 trifft und damit an einem anderen Ort aus der Lin-
se L4 austritt. Diese Vorstellung des Drehspiegels 22 fuhrt dazu, dass die Anre-
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gungsstrahlung 16 nicht denselben Weg wie die Manipulationsstrahlung 10 durch die
Komponenten der erfindungsgemalen optischen Anordnung SM, also nicht den
zweiten Strahlweg, sondern den ersten Strahlweg nimmt. Die durch den Drehspie-
gel 22 bewirkte Richtungsanderung und die GroRe und die Raumposition des fest
angeordneten Spiegels 31 sind dabei so aufeinander abgestimmt, dass bei dem in
den Figuren 1 und 2 gezeigten Ausfuhrungsbeispiel die Anregungsstrahlung 16 auf
dem ersten Strahlweg nicht mit dem ersten Strahlumlenkmittel 30, 31, 32 in Kontakt

kommt.

Im Einzelnen: Die Anregungsstrahlung 16 gelangt, von dem Lasermodul LM kom-
mend, zunachst Uber den Drehspiegel 22, also Uber das zweite variable Strahlum-
lenkmittel 20 in der vierten Pupillenebene P4, auf den dritten Scanner S3 in der drit-
ten Pupillenebene P3. Der dritte Scanner S3 ist ein quasistatischer, insbesondere
galvanometrischer, Scanner, der die Anregungsstrahlung 16 vergleichsweise lang-
sam in x-Richtung scannt. Die vom dritten Scanner S3 kommende Anregungsstrah-
lung 16 gelangt Uber den zweiten Hohlspiegel H2 auf den zweiten Scanner S2 in der
zweiten Pupillenebene P2. Bei diesem zweiten Scanner S2 handelt es sich um einen
Resonanzscanner, der im Vergleich zum dritten Scanner S3 viel schneller ist und die
Anregungsstrahlung 16 ebenfalls in x-Richtung scannt. Weil der dritte Scanner S3
ein quasistatischer Scanner ist, kann er prinzipiell sehr rasch zum Stillstand gebracht
werden oder das Scannen des Anregungslichts 16 in x-Richtung erfolgt kombiniert
sowohl durch den dritten Scanner S3 als auch durch den zweiten Scanner S2. Bei-
spielsweise kann, insbesondere bei begrenztem Hub des zweiten Scanners S2, mit
den quasistatischen Scannern S1 und S3 der Ort eines bestimmten Sichtfelds einge-
stellt werden und das rasche Scannen erfolgt dann mit dem zweiten Scanner S2. Bei
diesem Modus kann das Scanfeld durch Betatigen des dritten Scanners S3 in x-
Richtung verschoben werden. Prinzipiell kann der dritte Scanner S3 aber stillstehen.
Von dem zweiten Scanner S2 wird die Anregungsstrahlung 16 in Richtung des ersten
Hohlspiegels H1 reflektiert und trifft, vom Hohlspiegel H1 kommend, schliel3lich auf
den ersten Scanner S1 in der ersten Pupillenebene P1. Vom ersten Scanner S1 ge-
langt das Anregungslicht 16 schlief3lich Uber die Scanoptik SO und das Mikroskopob-
jektiv MO auf die Probe S. Die alternative zweite Pupillenebene P2a spielt fur den

ersten Strahlweg demgemal} keine Rolle. Im Fall des ersten Strahlwegs kann der
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Auftreffpunkt des Fokalvolumens oder kdnnen die Auftreffounkte der Fokalvolumina
der Anregungsstrahlung 16 durch Einstellen des ersten Scanners S1 in der ersten
Pupillenebene P1, des zweiten Scanners S2 in der zweiten Pupillenebene und des
dritten Scanners S3 in der dritten Pupillenebene P3 zielgerichtet eingestellt werden.

Die zweite Pupillenebene P2 und die alternative zweite Pupillenebene P2a kénnen
mit verschiedenen optisch aktiven oder passiven Elementen bestickt sein. Im ein-
fachsten Fall ist das jeweils ein Spiegel, sobald in der je anderen Pupille ein aktives
Element steht, welches umgangen werden soll. Zum Beispiel kann in P2, wie be-
schrieben, ein resonanter Scanner stehen. Wenn dieser nicht gebraucht wird, sollte
auch kein Licht Uber diesen geflhrt werden, um Stérungen des Strahls durch Rest-
bewegungen zu vermeiden. Zudem hat ein resonanter Scanner ein gewisses Ein-
schwingverhalten. Will man eine sehr schnelle Schaltung zwischen einem Manipula-
tionsmodus und einem schnellen Bildgebungsmodus mittels eines resonanten Scan-
ners realisieren, so muss der Scanner durchgehend schwingen und man schaltet

sich im entsprechenden Moment optisch auf diese Bewegung auf.

Figur 3 zeigt eine Situation, bei der der erste Scanner S1 beim Umschalten vom ers-
ten auf den zweiten Strahlweg dergestalt nachgefuhrt wird, dass der erste Strahlweg
und der zweite Strahlweg strahlabwarts von dem ersten Scanner S1 wieder zusam-
menfallen. Das bedeutet, dass unabhangig davon, ob der erste oder der zweite
Strahlweg gewahlt wird, die Anregungsstrahlung 16 einerseits und die Manipulati-

onsstrahlung 10 andererseits auf denselben Ort auf einer Probe S geleitet werden.

Dieses Nachfuhren des ersten Scanners S1 oder alternativ oder erganzend auch des
zweiten Scanners S2 und/oder des dritten Scanners S3 in Abhangigkeit einer Positi-
onierung der Umschalteinrichtung 20, im gezeigten Beispiel also des Drehspie-
gels 22, kann beispielsweise mithilfe einer geeignet programmierten Steuereinheit
durchgefuhrt werden.

Es gibt wichtige Anwendungen der schnellen Bildgebung mit resonanten Scannern,
die es erfordern, dass das Scanfeld des resonanten Scanners lateral Uber die Probe
bewegt werden soll (sogenanntes "panning"). Die erfindungsgemafe optische An-
ordnung leistet dies, weil der schnelle zweite Scanner S2 und der quasistatische drit-
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te Scanner S3 gleichzeitig verwendet werden konnen. Mit der Anordnung aus
DE 10 2014 017 001 A1 ist das so nicht moglich.

Am zweiten Hohlspiegel H2 ist der Winkel zwischen ein- und ausfallendem Strahl
bevorzugt gleich dem entsprechenden Winkel am ersten Hohlspiegel H1 und die
Drehachsen des zweiten Scanners S2 und des dritten Scanners S3 liegen bevorzugt
parallel zueinander. Dadurch wird erreicht, dass, unabhangig davon, ob mit dem
zweiten Scanner S2 oder dem dritten Scanner S3 oder beiden gescannt wird, keine
unsymmetrischen Scanverzeichnungen bei der Abtastung in der Probenebene auf-
treten (siehe dazu DE 10 2014 017 001 A1).

Bei gleicher Wellenlange der Manipulationsstrahlung und der Anregungsstrahlung
kann als variables Strahlumlenkmittel 30 ein grolienmallig geeignet dimensionierter
Spiegel, wie in Figur 2 gezeigt, im Strahlengang vorhanden sein. Dieses Element
muss nicht zwingend konfiguriert werden. Es kann grundsatzlich auch bei normaler
Bildgebung im Strahlengang verbleiben. Somit muss hier keine komplizierte mecha-
nische Verstellung vorgesehen sein. Die Umschaltung erfolgt durch Erzeugen eines
Winkels zwischen dem auf den ersten Scanner S1 einfallenden Strahl und der Dreh-
achse des Spiegels, der dann verschieden ist von 90°. Daraufhin verlassen die
Strahlengange der beiden Betriebsmodi (Modulationsmodus: Betrieb mit Modulati-
onsstrahlung; Anregungsmodus oder Bildgebungsmodus: Betrieb mit Anregungs-
strahlung) den dritten Scanner S3 in Richtung des Hauptfarbteilers und eines konfo-
kalen Pinholes unter verschiedenen Winkeln. Um eine Fehlablage am Pinhole zu
vermeiden, kann zeitgleich eine weitere Winkelschaltung in einer descannten Pupil-
lenebene (insbesondere vierte Pupillenebene P4) mit einem weiteren in der Abbil-
dung nicht gezeigten galvanometrischer Spiegel (insbesondere zweite variable
Strahlumlenkeinrichtung 20) vorgenommen werden. Diese Anordnung ist sowohl fur
die einzelpunktscannende Laser-Scanning-Mikroskopie als auch fur Multipunktver-
fahren geeignet, welche erfordern, dass alle Scanner in gut definierten optischen Pu-

pillen angeordnet werden konnen.

Nach Anregung der Probe S durch das Anregungslicht 10 sendet die Probe S in
grundsatzlich bekannter Art Detektionslicht 14 aus, welches im Wesentlichen den-

selben optischen Strahlengang zurlick bis zum Hauptfarbteiler HFT lauft. Der Dreh-
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spiegel 22 muss hierzu in der zum ersten Strahlweg geho6renden Position bleiben.
Bei dem Detektionslicht 14 handelt es sich typischerweise um Fluoreszenzlicht, des-
sen Wellenlange im Vergleich zur Wellenlange des Anregungslichts 10 aufgrund von
Stokes-Verschiebung rotverschoben ist. Diese Rotverschiebung ermoglicht das Ab-
trennen des Detektionslichts 14 in dem Hauptfarbteiler HFT und das Detektions-
licht 14 gelangt, gegebenenfalls Uber weitere nicht dargestellte Komponenten wie
Spiegel oder Filter, zum Detektionsmodul DM und wird dort quantitativ nachgewie-
sen. Die Messdaten des Detektionsmoduls DM werden der Steuer- und Auswer-
teeinheit PC zugefuhrt.

Ein wesentlicher Vorteil der erfindungsgemalien optischen Anordnung ist, dass sehr
schnell zwischen einem sogenannten Manipulationsmodus unter Verwendung von
Manipulationsstrahlung 10 und einem schnellen Bildgebungsmodus, bei dem Anre-
gungsstrahlung 16 verwendet wird, geschaltet werden kann. Das kann auf verschie-
dene Art und Weise erfolgen.

Die erfindungsgemafe optische Anordnung, wie sie in den Figuren 1 und 2 darge-

stellt ist, kann in verschiedener Hinsicht gewinnbringend erweitert werden.

In der Pupille P2 steht jetzt zum Beispiel ein resonanter Scanner. Die alternative Pu-
pillenebene P2a kann zum Beispiel mit einem festen Spiegel belegt sein. Wird der
Strahlweg derart gewahlt, dass P2a adressiert wird, kann eine Manipulation oder
Bildgebung mittels der quasistatischen Scanner erfolgen, wobei der resonante Scan-
ner umgangen wird. Alternativ ist es auch vorteilhaft, in P2a optisch aktive Elemente
zu platzieren. Zum Beispiel kann dort ein wellenfrontmodulierendes Element platziert

werden, welches sehr schnell einen Defokus einstellen kann.

Sehr vorteilhaft wird der Schaltmechanismus der erfindungsgemafien optischen An-
ordnung mit einer aktiven Multipunktbeleuchtung kombiniert, wie sie zum Beispiel in
DE 10 2016 102 286.1 beschrieben ist. Hier kann zum Beispiel einer der Mehrfach-
strahlen eine um 90° gedrehte Polarisation aufweisen. Dies ist dann der Manipulati-
onsstrahl, der im Allgemeinen auch eine hdhere Intensitat aufweist. Alle verbleiben-
den Strahlen werden zur Bildgebung genutzt. Eine Schaltung mittels des Akusto-
optischen Filters (AOTF) flhrt jetzt zu der gewunschten Umschaltung der Beleuch-



10

15

20

25

30

WO 2019/038404 PCT/EP2018/072816

32

tungsstrahlwege fur die Manipulation Uber die Pupille P4 oder die Detektion Uber den

Scanner S2 in der Pupille P2.

Bezugszeichenliste

W N < X

HFT
H1
H2
L4
LM
MO

PC
P1
P2
P2a
P3
P4

SM
SO
SP
ST
S2
S3
ZB
10

zweite Koordinatenrichtung

erste Koordinatenrichtung

Richtung der optischen Achse

Fokalpunkt

Detektionsmodul

Hauptfarbteiler

zweite fokussierende Einrichtung, erster Hohlspiegel
dritte fokussierende Einrichtung, zweiter Hohlspiegel
vierte fokussierende Einrichtung, Linse oder Linsengruppe
Lasermodul/Lichtquelle

Mikroskopobjektiv

Pupillenebene des Mikroskopobjektivs MO

Steuer- und Auswerteeinheit

erste Pupillenebene

zweite Pupillenebene

alternative zweite Pupillenebene

dritte Pupillenebene

vierte Pupillenebene

Probe

Scanmodul, erfindungsgemale optische Anordnung
Scanoptik, erste fokussierende Einrichtung
Probenebene

erster Scanner, erste Strahlumlenkeinrichtung
zweiter Scanner, zweite Strahlumlenkeinrichtung
dritter Scanner, dritte Strahlumlenkeinrichtung
Zwischenbildebene

Manipulationsstrahlung, Manipulationslicht
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12 optische Achse

13 Doppelpfeil

14 Detektionslicht

16 Anregungsstrahlung, Anregungslicht

20  zweites (variables) Strahlumlenkmittel

22 Drehspiegel

30  erstes Strahlumlenkmittel

31 feststehender Spiegel

32 weitere strahlumlenkende und/oder strahlformende Komponente
40  Multipunkt-Modul

71-75 Leitungen von Mikroskopkomponenten zu PC
100 Laser-Scanning-Mikroskop



10

15

20

25

WO 2019/038404 PCT/EP2018/072816

34

Patentanspriiche

Optische Anordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung und/oder Manipu-
lationsstrahlung in einem Laser-Scanning-Mikroskop, insbesondere einem La-
ser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop,

mit einer Scanoptik (SO) als erster fokussierender Einrichtung zum Bereitstel-
len einer ersten Pupillenebene (P1),

mit einer ersten Strahlumlenkeinrichtung, die durch einen in der ersten Pupil-
lenebene (P1) angeordneten ersten Scanner (S1) gebildet ist, zum Scannen
der Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipulationsstrahlung (10) in einer
ersten Koordinatenrichtung (y),

mit einer zweiten fokussierenden Einrichtung (H1) zum Erzeugen einer zwei-
ten Pupillenebene (P2), die zu der ersten Pupillenebene (P1) optisch konju-
giert ist,

mit einer zweiten Strahlumlenkeinrichtung (S2) zum Umlenken der Anre-
gungsstrahlung (16) und/oder Manipulationsstrahlung (10), die in der zweiten
Pupillenebene (P2) angeordnet ist,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine dritte fokussierende Einrichtung (H2) vorhanden ist zum Erzeugen
einer dritten Pupillenebene (P3), die zu der ersten Pupillenebene (P1) optisch
konjugiert ist,

dass in der dritten Pupillenebene (P3) eine dritte Strahlumlenkeinrichtung (S3)
angeordnet ist zum Umlenken der Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipu-
lationsstrahlung (10),

dass zwischen der zweiten fokussierenden Einrichtung (H1) und der zweiten
Pupillenebene (P2) einerseits und der zweiten Pupillenebene (P2) und der
dritten fokussierenden Einrichtung (H2) andererseits ein erstes Strahlumlenk-
mittel (30) vorhanden ist zum Umlenken der von der dritten fokussierenden

Einrichtung (H2) kommenden Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipulati-



10

15

20

25

30

WO 2019/038404 PCT/EP2018/072816

35

onsstrahlung (10) unter Umgehung der zweiten Strahlumlenkeinrichtung (S2)
in Richtung der zweiten fokussierenden Einrichtung (H1),

dass eine vierte fokussierende Einrichtung (L4) zum Erzeugen einer vierten
Pupillenebene (P4) vorhanden ist, die zur dritten Pupillenebene (P3) optisch
konjugiert ist, und

dass in der vierten Pupillenebene (P4) ein variables zweites Strahlumlenkmit-
tel (20) angeordnet ist zum Umschalten eines optischen Strahlengangs zwi-

schen einem ersten Strahlweg und einem zweiten Strahlweg.

Optische Anordnung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass der erste Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlum-
lenkmittel (20) Uber die dritte Strahlumlenkeinrichtung (S3) und die zweite
Strahlumlenkeinrichtung (S2) zu dem ersten Scanner (S1) verlauft und/oder
dass der zweite Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlum-
lenkmittel (20) Gber die dritte Strahlumlenkeinrichtung (S3) unter Umgehung
der zweiten Strahlumlenkeinrichtung (S2) Uber das erste Strahlumlenkmit-

tel (30) zu dem ersten Scanner (S1) verlauft.

Optische Anordnung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass der erste Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlum-
lenkmittel (20) Uber die vierte fokussierende Einrichtung (L4), die dritte
Strahlumlenkeinrichtung (S3), die dritte fokussierende Einrichtung (H2), die
zweite Strahlumlenkeinrichtung (S2), die zweite fokussierende Einrichtung
(H1) zu dem ersten Scanner (S1) verlauft und

dass der zweite Strahlweg mindestens von dem variablen zweiten Strahlum-
lenkmittel (20) Uber die vierte fokussierende Einrichtung (L4), die dritte
Strahlumlenkeinrichtung (S3), die dritte fokussierende Einrichtung (H2) unter
Umgehung der zweiten Strahlumlenkeinrichtung (S2) Gber das erste Strahlum-
lenkmittel (30) und die zweite fokussierende Einrichtung (H1) zu dem ersten
Scanner (S1) verlauft.
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Optische Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

dass, bezogen auf die Anregungsstrahlung (16) und die Manipulationsstrah-
lung (10), die zweite Pupillenebene (P2) strahlaufwarts von der ersten Pupil-
lenebene (P1), die dritte Pupillenebene (P3) strahlaufwarts von der zweiten
Pupillenebene (P2), und die vierte Pupillenebene (P4) strahlaufwarts von der
dritten Pupillenebene (P3) liegt.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet,

dass die zweite fokussierende Einrichtung (H1) und/oder die dritte fokussie-
rende Einrichtung (H2) ein Hohlspiegel, insbesondere ein torischer oder spha-

rischer Hohlspiegel, ist.

Optische Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,
dass die vierte fokussierende Einrichtung eine Linse (L4) oder eine Linsen-

gruppe ist.

Optische Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet,

dass die zweite Strahlumlenkeinrichtung in der zweiten Pupillenebene (P2) ein
zweiter Scanner (S2) ist zum Scannen der Anregungsstrahlung (16) und/oder
der Manipulationsstrahlung (10) in einer von der ersten Koordinatenrich-

tung (y) verschiedenen zweiten Koordinatenrichtung (x) und/oder

dass die dritte Strahlumlenkeinrichtung in der dritten Pupillenebene (P3) ein
dritter Scanner (S3) ist zum Scannen der Anregungsstrahlung (16) und/oder
der Manipulationsstrahlung (10) in einer von der ersten Koordinatenrich-

tung (y) verschiedenen zweiten Koordinatenrichtung (x).
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Optische Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass die zweite Strahlumlenkeinrichtung in der zweiten Pupillenebene (P2)
und/oder die dritte Strahlumlenkeinrichtung in der dritten Pupillenebene (P3)
ein feststehender Spiegel, ein Spiegel, dessen Oberflache aktiv gekrimmt

werden kann, oder ein sonstiges wellenfrontveranderndes Element ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 7 oder 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass der zweite Scanner (S2) ein Resonanzscanner ist und der dritte Scan-
ner (S3) ein quasistatischer Scanner ist oder

dass der dritte Scanner (S3) ein Resonanzscanner ist und der zweite Scan-

ner (S2) ein quasistatischer Scanner ist.

Optische Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,
dass der erste Scanner (S1) ein quasistatischer Scanner ist.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,
dass das erste Strahlumlenkmittel (30) mindestens einen fest positionierten

Spiegel, insbesondere genau zwei fest positionierte Spiegel (31, 32) aufweist.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

dass das zweite variable Strahlumlenkmittel (20) einen variabel positionierba-
ren Spiegel (21, 22) aufweist.
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Optische Anordnung nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass der variabel positionierbare Spiegel ein Drehspiegel (22) mit einer Dreh-

einrichtung ist.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 13,

dadurch gekennzeichnet,

dass das erste Strahlumlenkmittel (30) und/oder das variable zweite Strahlum-
lenkmittel (20) einen dielektrischen und/oder dichroitischen Spiegel (23) auf-

weist.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 14,

dadurch gekennzeichnet,

dass das variable zweite Strahlumlenkmittel (20) einen wellenlangenabhangi-

gen und polarisationsabhangigen dielektrischen und/oder dichroitischen Spie-

gel (24) aufweist, wobei dieser Spiegel (24)

) Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipulationsstrahlung (10) mit ei-
ner ersten Wellenlage (61) und einem ersten Polarisationszustand (p)
transmittiert,

) Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipulationsstrahlung (10) mit der
ersten Wellenlage (61) und einem zweiten Polarisationszustand (s), der
von dem ersten Polarisationszustand verschieden ist, reflektiert und

) von einer Probe (S) ausgesandtes Fluoreszenzlicht (14) mit einer rot-
verschobenen Wellenlange (62) unabhangig von dessen Polarisations-
zustand transmittiert oder reflektiert.

Optische Anordnung nach Anspruch 15,

dadurch gekennzeichnet,

dass der erste Polarisationszustand bezogen auf den dielektrischen und/oder
dichroitischen Spiegel s-Polarisation ist und dass der zweite Polarisationszu-
stand bezogen auf den dielektrischen und/oder dichroitischen Spiegel p-

Polarisation ist.
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Optische Anordnung nach einem der Ansprlche 1 bis 16,

dadurch gekennzeichnet,

dass in dem zweiten Strahlweg eine alternative zweite Pupillenebene (P2a)
gebildet ist, die zu der ersten Pupillenebene (P1) optisch konjugiert ist und in
der eine weitere strahlumlenkende und/oder strahlformende Komponente (32),
die Teil des ersten Strahlumlenkmittels (30) ist, angeordnet ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 17,

dadurch gekennzeichnet,

dass die weitere strahlumlenkende und/oder strahlformende Komponente (32)
ein, insbesondere feststehender, Spiegel (31) ist.

Optische Anordnung nach Anspruch 18,

dadurch gekennzeichnet,

dass die weitere stranlumlenkende Komponente (32) ein Spiegel, dessen
Oberflache aktiv gekrimmt werden kann, ein segmentierter Spiegel oder eine
sonstige Einrichtung zum Manipulieren der Wellenfront, beispielsweise ein
raumlicher Lichtmodulator, ist.

Optische Anordnung nach einem der Ansprtche 1 bis 19,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Steuereinheit vorhanden ist zum aufeinander abgestimmten An-
steuern des ersten Scanners (S1), der zweiten Strahlumlenkeinrichtung (S2),
der dritten Strahlumlenkeinrichtung (S3) und/oder des variablen zweiten
Strahlumlenkmittels (20).

Optische Anordnung nach Anspruch 20,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Steuereinheit dazu eingerichtet ist, den ersten Scanner (S1), die
zweite Strahlumlenkeinrichtung (S2), die dritte Strahlumlenkeinrichtung (S3)

und/oder das variable zweite Strahlumlenkmittel (20) dergestalt aufeinander
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abgestimmt anzusteuern, dass unabhangig davon, ob der erste oder der zwei-
te Strahlweg durchlaufen wird, dieselben Probenorte mit Anregungsstrahlung

oder Manipulationsstrahlung beaufschlagt werden.

Laser-Scanning-Mikroskop

mit mindestens einer Laserlichtquelle (LM) zum Aussenden von Laserstrah-
lung (10, 16) zum Anregen und/oder Manipulieren einer Probe (P),

mit mindestens einem Hauptfarbteiler zum Trennen von Anregungsstrahlung
(16) und/oder Manipulationsstrahlung (10) einerseits und wellenlangenver-
schobenem Detektionslicht (14), welches von einer Probe (S) ausgeht, ande-
rerseits,

mit mindestens einem Mikroskopobjektiv (MO) zum Leiten und Fokussieren
von Anregungsstrahlung (16) und/oder Manipulationsstrahlung (10) auf eine
Probe (S) und zum Leiten und Kollimieren von Detektionslicht (14), welches
von der Probe (S) ausgeht, zurtck in Richtung des Hauptfarbteilers (HFT),

und

mit einem Detektionsmodul (DM) zum Nachweisen des Detektionslichts (14),
dadurch gekennzeichnet,

dass eine optische Anordnung zum Scannen von Anregungsstrahlung (16)
und/oder Manipulationsstrahlung nach einem der Ansprlche 1 bis 21 vorhan-

den ist.

Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 22,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Einrichtung zur Multipunktbeleuchtung (40) mit einer Mehrzahl von

Beleuchtungskanalen vorhanden ist.

Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 23,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Einrichtung zur Multipunktbeleuchtung (40) zur Steuerung der einzel-

nen Beleuchtungskanale einen mehrkanaligen AOTF aufweist.
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25.

26.

27.

41

Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 23 oder 24,

dadurch gekennzeichnet,

dass fur mindestens einen der Beleuchtungskanale eine Einrichtung zur Mani-
pulation, insbesondere zum Drehen, der Polarisation, insbesondere ein Lamb-
da-Halbe-Plattchen, vorhanden ist.

Laser-Scanning-Mikroskop nach einem der Anspriiche 22 bis 25,

welches eingerichtet ist zur Kontrastgebung auf Grundlage mindestens eines
nichtlinearen Kontrastprinzips, insbesondere Mehrphotonenfluoreszenz, bei-
spielsweise Zwei- oder Drei-Photonen-Fluoreszenz, CARS oder SRS, und
welches insbesondere ein Zwei-Photonen-Laser-Scan-Mikroskop ist.

Laser-Scanning-Mikroskop nach einem der Ansprlche 22 bis 26,
welches ein konfokales Mikroskop, insbesondere ein konfokales Laser-

Scanning-Fluoreszenz-Mikroskop, ist.
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