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The invention relates to an arrangement of a light diffracting element for separating excitation light and emission light in a microscope
beam path, preferably in a confocal microscope, and especially in a laser scanning microscope. According to the invention, the light
diffracting element is passed through by both the excitation light as well as by the emission light, and at least one wavelength of the
excitation is affected by diffracting, whereas other wavelengths emitted by the sample are passed through without being affected, thus being
spatially separated from the excitation light.

(57) Zusammenfassung

Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs— und Emissionslicht in einem mikroskopischen
Strahlengang, vorzugsweise in einem konfokalen Mikroskop, und insbesondere in einem Laser—Scanning-Mikroskop, wobei das
lichtbeugende Element sowohl vom Anregungslicht als auch vom Emissionslicht durchlaufen wird und mindestens eine Wellenlidnge der
Anregung durch Beugung beeinfluBt, wihrend andere von der Probe emittierte Wellenlingen das Element unbeeinflut durchlaufen und
dadurch rdumlich vom Anregungslicht getrennt werden.
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Titel:
Anordnung zur Separierung von Anregungs- und Emissionslicht in einem

Mikroskop

In Fig. 1-3 werden beispielhaft erfindungsgemaie Anordnungen erlautert.

In Fig.1 wird (iber einen Spiegel SP und einen Strahlteiler ST das Licht

( Anregungslicht) zweier Laser L1,L2 mit unterschiedlichen Wellenlangen in
einen gemeinsamen Strahlengang eingekoppelt,, der an der Seite S1 eines
verspiegelten Prismas in Richtung eines AOTF ( Acousto-OpticalTunable Filter)
reflektiert wird.

Das Anregungslicht wird in den AOTF eingefiihrt, wobei in der ersten Ordnung
gebeugtes Licht fur tiber die Ansteuerfrequenz des AOTF eingestellte
Wellenléange genau in Richtung eines Pinholes PH mit vor - und
nachgeordneter Pinholeoptik PHO zur Einstellung des Strahlprofiles abgelenkt
wird, wahrend andere mégliche Wellenlangen ungebeugt in nullter Ordnung
den AOTF durchqueren

und nicht auf das Pinhole gelangen.

Das Pinhole PH dient hier gleichzeitig als Anregungs- und Detektionspinhole.
Uber Scaneinheiten SC1, SC2 und eine Scanoptik SCO wird das
Anregungslicht

in Richtung eines Mikroskopischen Strahlengangs Ml in Richtung einer Probe
abgebildet.

Das von der Probe emittierte Licht, bestehend aus Anteilen des
Anregungslichtes

und wellenlangenverschobenen Flureszenzanteilen, durchlzuft den Lichtweg in
umgekehrter Richtung bis zum AOTF. Hier gelangen die Wellenlangenanteile
des Anregungslichtes wiederum Uber die Beugung erster Ordnung auf die

Spiegelseite S1 des Prismas PS, wahrend die Fluoreszenzanteile den AOTF



10

15

20

25

30

35

WO 00/37985 PCT/EP99/10262

ungebeugt in nullter Ordnung durchqueren und dadurch einen Winkel zum
reflektierten Anregungslicht einnehmen.

Zwischen den riickkehrenden Strahlen nullter und erster Ordnung ist nun genau
die Spitze zwischen den Prismenflachen S1 und S2 angeordnet, wodurch das
Fluoreszenzlicht auf die Seite S2 trifft und von dieser in Richtung einer
Detektionseinheit, hier beispielhaft bestehend aus einem Linienfilter LF, einem
Farbteiler NFT und zwei Detektoren fiir unterschiedliche Wellenlangen ,
reflekiert wird.

Durch die niedrige Bandbreite des AOTF von ca. 2 nm Bandbreite fiir das
Anregungslicht wirkt er als extremer Kantenfilter mit deutlichen Vorteilen etwa
gegen dichroitische Filter mit Bandbreiten gréRer 10 nm.

Das ist von besonderer Bedeutung, weil der Abstand von
Anregungswellenldnge und Fluoreszenzwellenlangen kleiner als 10 nm sein
kann und durch die erfindungsgeméfRe Anordnung eine wellenl&dngenabhéangige
Trennung dennoch mdglich ist.

Durch Frequenzanderung kann der AOTF von der Wellenlange des Lasers L1
auf die Wellenlange des Lasers L2 umgeschaltet werden und wiederum das

Anregungslicht vom Fluoreszenzlicht getrennt werden.

Statt des Prismas mit den Seiten S1, S2 kénnen auch zwei unabhangige, den
Seiten S1,S2 entsprechende, aber nicht zusammenhé&ngende Spiegel
verwendet werden.

Ein Vorteil ist, daB diese auch drehbar ausgebildet sein kénnen, um eine
genaue Einstellung auf den AOTF bzw. die Detektion DE zu ermoglichen.

In Fig. 2 ist eine &hnliche Anordnung mit nur einem Scanner SC dargestellit.
Hier ist statt des Prismas ein Spiegel S vorgesehen, der das Anregungslicht in
Richtung des AOTF analog zu Fig. 1 umlenkt, wobei hier das in nullter Ordnung
zurlickkehrende Fluoreszenzlicht durch den AOTF hindurchgehende Licht
neben dem Spiegel S verlduft und auf diese Weise in Richtung einer hier nicht

dargesteliten Detektion gelangt.

Grundsatzlich sind auch Anordnungen denkbar , bei der der AOTF allein als

Separationseinheit von Anregungslicht und Fluoreszenzlicht dienen kann,
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indem das Laserlicht in Richtung der ersten Ordnung ohne ein vorgeschaltetes
Element in den AOTF gelangt und das Detektionslicht unter einem Winkel zum
Anregungslicht den AOTF verlaRt und direkt in eine Detektioneinheit gelangt,
was lediglich Auswirkungen auf die Baulénge hat, da der Winkel mit
beispielsweise vier Grad recht klein ausfallt und Uberlagerungen der
Wellenlédngenanteile vermieden werden sollen.

Weiterhin kann auch nur fir das Fluoreszenzlicht ein separierender Spiegel
vorgesehen sein.

In Fig. 3 ist eine weitere vorteilhafte Ausflihrung in Form eines unverspiegelten
Prismas vorgesehen, das durch Brechung das Licht eines Anregungsiasers in
erster

Ordnung in den AOTF hineinfiihrt und die nulite Ordnung ( das
Fluoreszenzlicht) in Richtung der Detektion DE ablenkt.

Durch den Winkel zwischen erster und nuliter Ordnung und unterschiedlicher
Wellenlangen ist vorteilhaft eine deutliche Separierung der Wellenlangenanteile
moglich.

Die Erfindung ist besonders vorteilhaft in einem Laser- Scanning’- Mikroskop
mit einem AOTF anwendbar.

Andere vorteilhafte Anwendungen eines anderen lichtbeugenden Elementes zur
Strahlungstrennung durch verschiedene Beugungsordnungen sind jedoch in
einem mikroskopischen Strahlengang denkbar und vorteilhaft in den Umfang
der Erfindung eingeschlossen.

So kann dieses vorteilhaft zur Regelung der Anregungsintensitat eingesetzt

werden.

In Fig. 4 sind vorteilhaft mehrere derartige Elemente , hier AOTF und AOM im
Laserstrahlengang zur Einkopplung der Laserstrahlung vorgesehen.

Hier konnen mehrere Laserlinien L1-L3 wie UV/VIS oder IR simultan mit
voneinander unabhéngig einstellbarer Anregungsleistung oder einzeln

eingekoppelt werden.
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Patentanspriiche

1.

Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs-
und Emissionlicht in einem mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in
einem konfokalen Mikroskop, und insbesondere in einem Laser- Scanning -
Mikroskop.

2.

Anordnung nach Anspruch 1, wobei das lichtbeugende Element sowohl vom
Anregungslicht als auch vom Emissionslicht durchlaufen wird.

2a.

Anordnung nach Anspruch 2, wobei das von der Probe emittierte Licht aus
Anteilen des Anregungslichtes und wellenlangenverschobenen
Flureszenzanteilen besteht.

3.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

wobei das lichtbeugende Element mindestens eine Wellenliédnge der Anregung
durch Beugung beeinflult, wahrend andere von der Probe emittierte
Wellenldngen das Element unbeeinflult durchiaufen und dadurch raumlich vom
Anregungslicht getrennt werden.

3a

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche , wobei das
lichtbeugende Element durch Frequenzénderung von einer ersten
Wellenlénge eines ersten Lasers auf eine zweite Wellenlange eines zweiten
Lasers umgeschaltet wird.

4,

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

wobei im Anregungsstrahlengang vor dem Element und/ oder im
Detektionsstrahlengang nach dem Element zur verbesserten Trennung der
Lichtanteile mindestens ein die Lichtrichtung beeinflussendes optisches

Element vorgesehen ist.

5.
Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprliche,

mit einem AOTF als lichtbeugendes Element.
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6.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,
mit einem Reflexionselement als optisches Element

7.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche,

mit einem lichtbrechenden Element als optisches Element

8.

Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs-
und Emissionlicht in einem mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in
einem

konfokalen Mikroskop, und insbesondere in einem Laser- Scanning -
Mikroskop,

insbesondere nach einem der Anspriiche 1-7,

wobei dieses auch zur Regelung der Anregungsintensitat eingesetzt wird.

9..

Anordnung mehrerer lichtbeugenden Elemente in einem mikroskopischen
Strahlengang, vorzugsweise in einem konfokalen Mikroskop, und insbesondere
in einem Laser- Scanning — Mikroskop, insbesondere nach einem der
Anspriche 1-8,

wobei diese simultan oder einzeln zur Einkopplung unterschiedlicher

Wellenlangen eingesetzt werden.

10. Anordnung nach Anspruch 9mit mehreren lichtbeugenden Elementen,
wobei in Richtung der Detektion zuerst AOTF und dann AOM eingesetzt
werden.

11.
Anordnung nach einem der vorangehende Anspriiche, wobei AOTF und oder

AOM als lichtbeugende Elemente eingesetzt werden.
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