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(57) Abstract: The invention relates to a microscopy method in which an illuminating radiation (4) is generated and directed into a
focal point (9). The modulated illuminating radiation (4) is temporally switched between at least two modes (AM, NM) such that a
focus modulation is produced in which mode fields (AM, NM) of the illuminating radiation (4) are generated in the focal point (9) in a
varying manner over time and so as to ditfer from one another. The invention is characterized in that the focal point (9) is guided at least
over regions of a sample (10) to be examined. A detection radiation (20) is produced or can be produced in the sample (10) at at least
one originating location by means of the illuminating radiation (4) in the focal point (9), and the detection radiation (20) is detected
in an assigned manner to the at least one originating location. In addition to the illuminating radiation (4), at least one deexcitation
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beam bundle (7.1) of a deexcitation radiation (7) is directed into the focal point. The effect of the detection radiation (20) in the region
illuminated by the deexcitation radiation (7) is prevented by the deexcitation radiation (7). The invention further relates to a microscope
(1) which is suitable for carrying out the microscopy method.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Mikroskopieverfahren, bei dem eine Beleuchtungsstrahlung (4) erzeugt und in
einen Fokus (9) gerichtet wird, wobei die modulierte Beleuchtungsstrahlung (4) zeitlich zwischen mindestens zwei Moden(AM, NM)
geschaltet wird, so dass eine Fokusmodulation bewirkt wird, bei der in dem Fokus (9) zeitlich variierende und sich voneinander un-
terscheidende Moden-Felder (AM, NM) der Beleuchtungsstrahlung (4) erzeugt werden, dadurch gekennzeichnet, dass der Fokus (9)
mindestens iiber Bereiche einer zu untersuchenden Probe (10) gefiihrt wird, wobei durch die Beleuchtungsstrahlung (4) in dem Fokus
(9) an mindestens einem Ursprungsort eine Detektionsstrahlung (20) in der Probe (10) bewirkt wird oder bewirkbar ist und die Detekti-
onsstrahlung (20) dem mindestens einen Ursprungsort zugeordnet erfasst wird und zusétzlich zur Beleuchtungsstrahlung (4) mindestens
ein Abregungsstrahlenbiindel (7.1) einer Abregungsstrahlung (7) in den Fokus gerichtet wird, wobei durch die Abregungsstrahlung (7)
das Bewirken der Detektionsstrahlung (20) in dem von der Abregungsstrahlung (7) beleuchteten Bereich verhindert wird. Die Erfindung
betritft ferner ein zur Durchfiihrung des Mikroskopieverfahren geeignetes Mikroskop(1).
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Mikroskopieverfahren unter Nutzung zeitlicher Fokusmodulation und Mikroskop

Die Erfindung betrifft ein Mikroskopieverfahren unter Nutzung zeitlicher
Fokusmodulation gemaf dem Oberbegriff des Anspruchs 1. Die Erfindung betrifft
weiterhin ein Mikroskop gemaf dem Oberbegriff des Anspruchs 9.

Die zeitliche Fokusmodulation (FMM) ist durch ein schnelles Schalten verschiedener
Fokusfelder charakterisiert. Bei der Fokusmodulation werden beziehungsweise wird
die Phasenlage und/oder die Polarisation der Beleuchtungsstrahlung moduliert,

beispielsweise verschoben beziehungsweise gedreht.

Die Fokusmodulation ist insbesondere dann anwendbar, wenn die
Beleuchtungsstrahlung nur im Fokus eines Objektivs beeinflusst werden soll. Dabei

soll zugleich auftretende Hintergrundstrahlung diskriminiert werden.

Aus der DE 10 2011 013 613 A1 sind ein Mikroskop und ein Mikroskopieverfahren
bekannt, bei denen wenigstens ein Beleuchtungsstrahl mit einer
Modulationsfrequenz phasenmoduliert wird und der Beleuchtungsstrahl mittels eines
Objektivs in eine Probe fokussierbar ist beziehungsweise fokussiert wird. Uber einen
Detektionsstrahlengang und unter Nutzung eines Mittels zur Demodulation wird eine
in der Probe bewirkte Detektionsstrahlung erfasst. In dem Strahlengang der
Beleuchtungsstrahlung ist mindestens ein polarisationsanderndes Element
vorgesehen, dem eine Phasenplatte nachgeordnet ist, welche mindestens zwei
Bereiche mit unterschiedlicher Phasenbeeinflussung aufweist. Die Probe wird mit
dem Beleuchtungsstrahl beleuchtet, wobei der Beleuchtungsstrahl abwechselnd auf
mindestens zwei Strahlengange aufgeteilt wird. In einem der Strahlengange wird
eine zum anderen Strahlengang unterschiedliche Feldmode erzeugt. Die beiden
Strahlengange werden im Fokus mit den unterschiedlichen Feldmoden Uberlagert.
Die Detektionsstrahlung wird in dem Detektionsstrahlengang demoduliert.

Ein Mikroskop und ein Mikroskopieverfahren unter Nutzung der Fokusmodulation
sind auch aus der WO 2013/170940 A1 bekannt. Uber die bereits zur

DE 10 2011 013 613 A1 angefuhrten Merkmale hinaus, liegt der Beleuchtungsstrahl
als ein gepulster Beleuchtungsstrahl vor und wird im Beleuchtungsstrahlengang vor
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dem Objektiv mittels eines ersten Polarisationsstrahlenteilers in mindestens einen
ersten und zweiten Teilstrahlengang geteilt, die unterschiedliche Lichtwege
aufweisen. Mittels eines zweiten Polteilers sind die Teilstrahlengange wieder vereint,
wobei in einem der Teilstrahlengange ein Phasenelement vorgesehen ist das
mindestens zwei Bereiche mit unterschiedlicher Phasenbeeinflussung aufweist.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein weiterentwickeltes
Mikroskopieverfahren mit einer verbesserten Auflosung und ein Mikroskop mit einem
gegenuber dem Stand der Technik verbesserten Auflosungsvermogen

vorzuschlagen.

Die Aufgabe wird hinsichtlich des Mikroskopieverfahrens durch ein Verfahren mit den
Merkmalen des Anspruchs 1 und hinsichtlich des Mikroskops durch die Merkmale

des Anspruchs 9 gelost.

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den abhangigen Anspriichen angegeben.

Bei der Ausfuhrung des Mikroskopieverfahrens wird eine Beleuchtungsstrahlung
erzeugt. Die Beleuchtungsstrahlung wird moduliert und in einen Fokus gerichtet.
Dabei wird die modulierte Beleuchtungsstrahlung zeitlich zwischen mindestens zwei
Moden geschaltet, so dass eine Fokusmodulation bewirkt wird, bei der in dem Fokus
zeitlich Felder mit voneinander verschiedenen Moden der Beleuchtungsstrahlung

erzeugt werden.

Gekennzeichnet ist das Mikroskopieverfahren dadurch, dass der Fokus punktférmig
im Sinne eines beugungsbegrenzten Airy-Scheibchens, auch als Spot bezeichnet,
ausgebildet ist und mindestens Uber Bereiche einer zu untersuchenden Probe
gefuhrt wird, wobei durch die Beleuchtungsstrahlung in dem Fokus an mindestens
einem Ursprungsort eine Detektionsstrahlung in der Probe bewirkt wird oder
bewirkbar ist und die Detektionsstrahlung dem mindestens einen Ursprungsort
zugeordnet erfasst wird. Zusatzlich zur Beleuchtungsstrahlung wird mindestens ein
Strahlenbundel einer Abregungsstrahlung in den Fokus gerichtet, wobei durch die
Abregungsstrahlung das Bewirken der Detektionsstrahlung in dem von der
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Abregungsstrahlung beleuchteten Bereich vollstandig oder im Wesentlichen

verhindert wird.

Der Fokus wird in einer vorteilhaften Ausfihrung scannend Uber die Probe gefuhrt,
wodurch mindestens Bereiche der Probe vollstandig oder in einem vorgesehenen
Muster beleuchtet wird.

Von Vortell ist, wenn die Detektionsstrahlung eine emittierte Strahlung ist, die
beispielsweise von Fluorophoren, beispielsweise fluoreszierenden MolekUlen,

stammen.

Der Ursprungsort der Detektionsstrahlung ist durch die zu einem
Erfassungszeitpunkt, zu dem die jeweilige Detektionsstrahlung erfasst wird,
vorliegende Fokusposition bestimmt. Zusatzlich ist der Ursprungsort durch die
Fokustiefe, also die Tiefe des Fokus in der Probe, bestimmt.

Der Begriff der Detektionsstrahlung wird in dieser Beschreibung auch fur Varianten
des Mikroskopieverfahrens verwendet, in denen im Fokus durch Wirkung der
Beleuchtungsstrahlung eine Detektionsstrahlung in Form reflektierter und/oder
emittierter Strahlung unterbunden wird und ein Nichtauftreten der
Detektionsstrahlung im Fokus erfasst und dem Ursprungsort zugeordnet wird, wie
dies bei einer sogenannten Negativbildgebung beispielsweise unter Nutzung des
RESOLFT-Verfahrens (reversible saturable optical fluorescence transitions;
reversibel sattigbare optische Fluoreszenzibergange) erfolgt.

Um eine Fokusmodulation zu erzeugen wird das Auftreten und/oder die Auspragung
einer Eigenschaft, beispielsweise der Emission von Fluoreszenzstrahlung, welche
ganzlich oder im Wesentlichen im Fokus generiert wird, zeitlich derart beeinflusst,
dass diese Eigenschaft aufderhalb des Fokus nicht moduliert wird.

Die Fokusmodulation kann durch schnelles Schalten der optischen Phase in

der Pupille eines Objektivs bewirkt werden, wie dies dem Fachmann bekannt ist.
Dabei wurde die Phase in zwei Halbpupillen geschaltet. Ahnlich der
Halbpupillenschaltung kann vorteilhaft auch die Schaltung zwischen den optischen
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Phasen anderer Teilstrahlen in der Pupille zur Erzeugung der Fokusmodulation

genutzt werden.

Aus dem Stand der Technik, beispielsweise aus der WO 2013/170940 A1, ist ein
zeitliches Schalten zwischen zwei Fokuszustanden (Moden), die eine Modulation der

Fluoreszenz lediglich im Fokus bewirken, bekannt.

Beispielhaft ist in der Fig. 1 ein Beispiel gemafl dem Stand der Technik fur zwei
Moden in einem Fokus im Querschnitt dargestellt, zwischen denen geschaltet
werden kann. Eine der Moden besitzt eine Nullstelle auf der optischen Achse.
Aulerhalb des Fokus verschwindet die Nullstelle.

Neben einer reinen Phasenschaltung in der Pupille ist zudem die Schaltung der
Polarisation in Kombination mit einer Phasenplatte bekannt, um die aus dem
Fokalvolumen kommende Strahlung zu modulieren. In der Fig. 2 ist ein Beispiel
gemaf dem Stand der Technik dargestellt, in dem eine Fokusmodulation auf der
Basis eines elektro-optischen Polarisationsdrehers oder eines elektro-optischen
Modulators (EOM). Das Fokalvolumen ist dasjenige Volumen, in dem die

Beleuchtungsstrahlung fokussiert ist.

Wegen der vorteilhaften hohen Modulationsfrequenzen kommen im Wesentlichen
schnell schaltende opto-elektronische Elemente wie zum Beispiel AOMs (akusto-
optische Modulatoren) und EOMs in Frage. Mittels dieser Elemente ist die
Polarisation zeitlich sehr schnell schaltbar, wodurch polarisationsabhangige
Phasenhube in verschiedenen raumlichen Bereichen, vorzugsweise in einer

Objektivpupille, eingefuhrt werden.

Es ist also mdglich, durch eine Schaltung des Polarisationszustandes einer
Strahlung, insbesondere einer Beleuchtungsstrahlung, eine Umschaltung der Phasen
der Strahlung zu erzielen. Mit diesen Losungen kann eine Eigenschaft der Strahlung
moduliert werden, die sich am Ende im Wesentlichen auf ein (Teil-)Feld im Fokus
auswirkt, d.h. moduliert wird, wahrend die wesentlichen aulerfokalen Anteile nicht

signifikant moduliert werden.
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Méogliche und aus dem Stand der Technik bekannte Ausfuhrungen einer

Phasenplatte, die zu einer Fokusmodulation fuhren, sind in der Fig. 3 dargestellt.

Der Erfindung liegt die Uberlegung zugrunde, dass die Techniken der FMM

Modulationsfrequenzen von mehreren MHz erlauben.

Erfindungsgemaf wird die Fokusmodulation in ein Verfahren integriert, mittels dem
vorteilhaft eine Abbildung mit einer hohen Auflosung erreicht wird.

Vorteile des erfindungsgemafien Mikroskopieverfahrens ist eine Erhéhung der
Eindringtiefe, also einer moglichen groReren Tiefe des Fokus.

Bei FMM werden Teile des Anregungslaserstrahls (lateral) gegentber anderen
Teilen des Anregungsstrahls phasenmoduliert. Bei Fokussierung durch ein
Mikroskopobjektiv fuhrt diese raumliche Phasenmodulation zu einer
Intensitatsmodulation im Fokalvolumen. Diese resultiert aus der Tatsache, dass ein
Lflacher Phasenverlauf, d.h. eine Uber die Pupille nahezu konstante laterale Phase
dazu fUhrt, dass die PSF (point spread function; Punktverteilungsfunktion) in der
Fokusebene eine beugungsbegrenzte laterale Ausdehnung annimmt. Laterale
Phasenverlaufe dagegen erzeugen eine PSF mit einer grofieren raumlichen
Ausdehnung. Zum Beispiel fuhrt ein Pi-Phasensprung einer Halbpupille gegenuber
der anderen Halbpupille zu einem Streifen mit der Intensitat Null im Fokus, sowie im
gesamten Lichtkegel zum Fokus hin. Andererseits ist die PSF in der senkrechten
Richtung ausgedehnter als die beugungsbegrenzte PSF mit flacher Phase. In der
konfokalen Mikroskopie ergibt sich die effektive PSF als Produkt aus Beleuchtungs-
und Detektions-PSF. Die Detektions-PSF hangt wiederum von der PinholegroRRe ab.
Die nun zeitlich und raumlich variierende Intensitatsverteilung der Anregung fuhrt
dazu, dass die Intensitat nach dem Pinhole mit der Frequenz der
Anregungsmodulation variiert. Diese Intensitatsmodulation kann nach dem
konfokalen Pinhole beispielsweise durch Lock-In-Detektion erfasst werden.

Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass nur die ballistischen, also
ungestreuten, oder schwach gestreuten Photonen zu diesem Modulationssignal
insofern beitragen, als sie eine Modulation der Lichtverteilung im Fokus erzeugen,
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die dann zu einer zeitlichen Intensitatsmodulation der Signalphotonen flhrt; die z.B.
in stark streuenden Medien mehrfach gestreuten Photonen verlieren die feste
Phasenbeziehung und tragen nicht zur zeitabhangigen Interferenzstruktur im Fokus
bei. Dementsprechend tragen die gestreuten Anregungsphotonen nicht zum Lock-In-
demodulierten Signal bei (die von der Probe im Fokus emittierten und evtl.
gestreuten Signalphotonen kénnen allerdings sehr wohl zum Signal beitragen),
dadurch wird der Hintergrund durch gestreutes Licht (sowohl in Anregung als auch in
Detektion) stark reduziert und die Tiefe, in welcher mit einem Laser-
Konfokalmikroskop eine relativ genaue Abbildung der Probe méglich ist, dadurch
erhoht.

Wird das erfindungsgemaliie Mikroskopieverfahren durchgeflhrt, indem der Fokus
scannend Uber die Probe oder wenigstens Uber Bereiche der Probe gefuhrt wird,
sind die erhohten Eindringtiefen erreichbar, ohne das die Scangeschwindigkeit

reduziert werden muss.

In einer weiteren moglichen Ausgestaltung des Verfahrens kann die
Scangeschwindigkeit weiter erh6ht werden, indem mittels Multispotmikroskopie eine

Parallelisierung des Scanvorgangs erreicht wird.

Eine Modulation mit Modulationsfrequenzen unter dem oben genannten MHz-
Bereich ist in weiteren Ausgestaltungen des Verfahrens maoglich und kann

entsprechend ausgewahlt und eingestellt werden.

Die Beleuchtungsstrahlung wird als mindestens ein Beleuchtungsstrahlenblndel

gefuhrt und fokussiert.

Das Mikroskopieverfahren ist in einer moglichen Variante so ausgestaltet, dass eine
Modulation der Beleuchtungsstrahlung Gber den Querschnitt des
Beleuchtungsstrahlenbuindels moduliert wird, wodurch eine kleine Querschnittsflache

des Beleuchtungsstrahlenblndels realisiert werden kann.

Die Beleuchtungsstrahlung und die Abregungsstrahlung kdnnen mit voneinander
abweichenden raumlichen Verteilungen in den Fokus gerichtet werden, wobei sich
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die Beleuchtungsstrahlung und die Abregungsstrahlung bereichsweise Uberlappen

kdnnen.

Diese Moglichkeit ist beispielsweise dann vorteilhaft, wenn die Fokusmodulation in
ein RESOLFT-Verfahren, insbesondere in ein STED-Verfahren (STED = Stimulated
Emission Depletion), integriert wird, wobei hier das STED-Verfahren als eine
spezifische Variante des RESOLFT-Verfahrens angesehen wird.

STED- und RESOLFT- Verfahren sind hochaufldsende punktscannende Verfahren,
mittels denen eine Auflosung unterhalb der Abbe’schen Aufldsungsgrenze erreicht

wird.

Die Fokusmodulation wird in einer moglichen Ausgestaltung des
Mikroskopieverfahrens dazu verwendet, um ein mittels der Beleuchtungsstrahlung
anregbares Molekul, insbesondere ein Molekul der Probe, aus einem Grundzustand

in einen angeregten Zustand zu versetzen.

In einer weiteren moglichen Ausgestaltung des Mikroskopieverfahrens wird mittels
der Fokusmodulation ein mittels der Beleuchtungsstrahlung in den angeregten
Zustand versetztes Molekul zur Emission der Detektionsstrahlung stimuliert. Es wird
eine sogenannte stimulierte Emission hervorgerufen. Die dabei emittierte

Fluoreszenzstrahlung kann als Detektionsstrahlung erfasst werden.

Es ist in einer weiteren Ausgestaltung moéglich, dass mittels der Fokusmodulation ein
mittels der Beleuchtungsstrahlung einstellbarer Aktivierungszustand eines Molekuls
der Probe eingestellt wird. Das Molekull kann dabei von einem aktivierten Zustand in

einen deaktivierten Zustand Uberfuhrt werden, und umgekehrt.

Das Molekdul ist in einem aktivierten Zustand beispielsweise fluoreszenzfahig. Nach
einer erfolgten Anregung ist das derart aktivierte Molekll aus einem Grundzustand in
einen angeregten Zustand mit einer hOheren Energie als der Grundzustand
Uberfuhrbar. Aus dem angeregten Zustand kann das Molekul unter spontaner

Emission oder unter stimulierter Emission wieder in den Grundzustand zurtickkehren.
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Das erfindungsgemale Verfahren kann in einer weiteren Ausgestaltung einen
zusatzlichen Beleuchtungsschritt umfassen, bei dem ein weiteres
Abregungsstrahlenblndel erzeugt, auf den Probenbereich gerichtet und eventuell
vorhandene Detektionsstrahlung erfasst wird. Die Beleuchtung des Probenbereichs
mit dem weiteren Abregungsstrahlenbindel erfolgt zeitlich versetzt nach der
Beleuchtung mit dem ersten Abregungsstrahlenbundel. Der zeitliche Versatz ist
dabei so bemessen, dass die Aussendung von Detektionsstrahlung durch die aktuell
angeregten Probenbereiche, beispielsweise durch dort angeregte Fluorophore,
bereits abgeklungen ist und nur noch unerwtnschte Detektionsstrahlung von
unvollstandig abgeregten Probenbereichen und/oder spontan (erneut) angeregten
Probenbereichen auftritt. Die unerwinschte Detektionsstrahlung wird erfasst und zur
Korrektur der mit dem ersten Abregungsstrahlenblndel abgeregten und erfassten
Detektionsstrahlung verwendet. So kann ein mittels der erfassten
Detektionsstrahlung nach der Beleuchtung mit dem ersten Abregungsstrahlenblindel
gewonnenes erstes Bild korrigiert werden, indem ein mittels der erfassten
Detektionsstrahlung nach der Beleuchtung mit dem weiteren
Abregungsstrahlenblindel gewonnenes weiteres Bild von dem ersten Bild abgezogen
wird. Vorteilhaft wird mit diesem Vorgehen ein grolier Teil derjenigen Bilddaten

eliminiert, die lediglich erfasstes Hintergrundrauschen wiedergeben.

Die Aufgabe wird ferner durch ein Mikroskop mit einer ersten Strahlungsquelle zur
Bereitstellung einer Beleuchtungsstrahlung, einem optischen Modenschalter in dem
Strahlengang eines Beleuchtungsstrahlenbindels der Beleuchtungsstrahlung zu
deren zeitlichen Modulierung und Schaltung zwischen mindestens zwei Moden, einer
Fokussieroptik zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahlenbindels in einen Fokus
und einer Erfassungseinheit zur Erfassung einer aus einem Ursprungsort in dem
Fokus stammenden Detektionsstrahlung zu einem Erfassungszeitpunkt die
Fokussieroptik zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahlenblndels in einen Fokus
ausgebildet ist, Mittel zur gesteuerten Fuhrung des Fokus mindestens Uber Bereiche
einer zu untersuchenden Probe vorhanden sind und die Erfassungseinheit zur
Zuordnung der zu einem Erfassungszeitpunkt erfassten Detektionsstrahlung zu
einem Ursprungsort der Detektionsstrahlung in der Probe ausgebildet ist. Weiterhin
ist eine zweite Strahlungsquelle zur Bereitstellung einer Abregungsstrahlung
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vorhanden, wobei die Abregungsstrahlung zusammen mit der Beleuchtungsstrahlung

in den Fokus gerichtet oder in den Fokus richtbar ist.

Die zweite Strahlungsquelle ist, gegebenenfalls zusammen mit der zweiten
Strahlungsquelle nachgeordneten optischen Elementen, zur Bereitstellung zirkular

polarisierten Lichts als Abregungsstrahlung ausgebildet.

Der optische Modenschalter ist beispielsweise durch einen optischen

Modulator und/oder ein Phasenelement gebildet.

Der optische Modulator ist beispielsweise ein akusto-optischer Modulator (AOM), ein
akusto-optisches einstellbares Filter (AOTF) oder ein elektro-optischer Modulator
(EOM).

Das Phasenelement ist beispielsweise als eine Phasenplatte ausgebildet, die
unterschiedlich polarisationsdndernde Bereiche aufweist.

Das Phasenelement ist vorzugsweise in einer Objektivpupille angeordnet.

Das Mikroskop weist in einer weiteren moglichen Ausfuhrung mindestens ein Mittel
zur Demodulation der Detektionsstrahlung, insbesondere in einem Strahlengang der
Detektionsstrahlung (Detektionsstrahlengang) auf, das beispielsweise in Form eines

elektronischen Mittels, insbesondere als eine lock-in Verstarkung ausgebildet ist.

In einer weiteren Ausfihrung des Mikroskops ist in mindestens einem
Abregungsstrahlengang eines Abregungsstrahlenblndels der Abregungsstrahlung
wenigstens ein strahllenkendes Mittel angeordnet, mittels dem das
Abregungsstrahlenblndel zusammen mit dem Beleuchtungsstrahlenblindel in den
Fokus gerichtet oder richtbar ist. Ein strahllenkendes Mittel ist beispielsweise ein
Spiegel, eine Anordnung mehrerer Spiegel wie zum Beispiel ein Mikrospiegelarray,
eine fur wenigstens einen Wellenlangenanteil auftreffender Abregungsstrahlung
reflektierende Oberflache und/oder Kombinationen der genannten strahllenkenden
Mittel.
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In dem Strahlengang des Abregungsstrahlenbdlindels ist in weiteren Ausfihrungen
des Mikroskops mindestens ein strahlbeeinflussendes Mittel angeordnet, durch das
eine raumliche Verteilung des Abregungsstrahlenblndels im Fokus einstellbar ist.
Dabei ist die raumliche Verteilung des Abregungsstrahlenblndels von einer
raumlichen Verteilung des Anregungsstrahlenbuindels im Fokus abweichend

einstellbar.

Das strahlbeeinflussende Mittel ist in einer moglichen Ausfihrung des Mikroskops ein
Spiralphasenelement. Durch dieses ist vorteilhaft eine sogenannte Donut-Mode des
Abregungsstrahlenblndels erzeugbar, bei dem um die optische Achse, also im
Zentrum des Abregungsstrahlenbindels, eine Nullstelle auftritt (siehe auch Fig. 1).
Weitere mogliche strahlbeeinflussende Mittel sind Top-HatPhasenelemente und
raumliche Modulatoren fur Licht (spatial light modulator, SLM).

Generell kann der Polarisationszustand zeitlich beispielsweise entweder sinusférmig
oder rechteckférmig oder in einer anderen vorteilhaften Wellenform variiert werden.
Hierdurch wird der Ubergang zwischen den raumlichen Feldverteilungen im Fokus
des Mikroskops zeitlich verschieden beeinflusst.

Die Vorteile des erfindungsgemalien Mikroskopieverfahrens und des
erfindungsgemafien Mikroskops bestehen in einer Erhbhung der Eindringtiefe durch
Reduzierung des aulerfokalen Streulichts, einer Verbesserung des optischen
Schneidens (Sectioning) durch Reduzierung des Fluoreszenzvolumens und in einer

Erhohung der optischen Auflosung.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert.

Es zeigen:

Fig. 1a ein Ausfuhrungsbeispiel der zeitlichen Fokusmodulation mit einer
Donut- beziehungsweise einer Nullstellenmode gemafl dem Stand der
Technik;

Fig. 1b ein Ausfuhrungsbeispiel der zeitlichen Fokusmodulation mit einer Airy-

Mode gemal dem Stand der Technik;
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Fig. 2 ein Ausfuhrungsbeispiel eines zur Fokusmodulation ausgebildeten
Mikroskops gemal} den Stand der Technik;

Fig. 3 Ausfuhrungsbeispiele einer A/2-Phasenplatte gemafl dem Stand der
Technik und
Fig. 4 eine schematische Darstellung eines ersten Ausfuhrungsbeispiels eines

erfindungsgemafien Mikroskops.

In den Fig. 1a und Fig. 1b ist ein aus dem Stand der Technik bekanntes zeitliches
Schalten zwischen zwei Fokuszustanden (Moden) dargestellt.

Der in der Fig. 1a dargestellte Querschnitt einer Donut-Mode DM beziehungsweise
einer Nullstellen-Mode NM einer Beleuchtungsstrahlung 4 (siehe auch Fig. 2 und 4)
weist in seinem Zentrum, das der optischen Achse eines
Beleuchtungsstrahlenbindels 5 (siehe Fig. 2 und 4) entspricht, eine Nullstelle auf.
Auf der Abszisse ist die jeweilige Position in der Fokusebene abgetragen wahrend

die Ordinate die zugehdrige Intensitat der Beleuchtungsstrahlung 4 angibt.

Die Fig. 1b zeigt eine Airy-Mode AM, die auch als (Beugungs-)Scheibchen-Mode

bezeichnet wird.

Bei der Ausflhrung der Fokusmodulation wird lediglich in einem Fokus 9 (siehe
Fig. 2 und 5) eine Modulation der Fluoreszenz bewirkt.

In der Fig. 2 ist ein aus dem Stand der Technik, insbesondere aus der
WO 2013/0170940 A1, bekanntes Ausfuhrungsbeispiel eines Mikroskops 1

schematisch dargestellt.

Von einer ersten Strahlungsquelle 3 ist eine Beleuchtungsstrahlung 4 mit einer Airy-
Mode AM erzeugt und mittels einer nicht naher dargestellten Optik als ein
Beleuchtungsstrahlenbindel 4.1 geformt und entlang einer optischen Achse (beide

durch eine unterbrochene Linie symbolisiert) gefuhrt. Das
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Beleuchtungsstrahlenbindel 4.1 wird in einen optischen Modenschalter 6, der durch
einen im Beleuchtungsstrahlengang 5 des Beleuchtungsstrahlenbindels 4.1
angeordneten elektro-optischen Modulator EOM und einem passiven
Phasenelement PP gebildet ist, moduliert. Das Phasenelement PP steht in
Wirkverbindung mit dem elektro-optischen Modulator EOM, der durch eine
entsprechende Ansteuerung eine schnelle Drehung der Polarisationsrichtung der
Beleuchtungsstrahlung 4 des einfallenden Beleuchtungsstrahlenblndel 4.1, meist
eines linear polarisierten Laserstrahls, bewirkt.

Zwischen dem elektro-optischen Modulator EOM und dem Phasenelement PP ist
optional ein Ubertragungselement 19 vorhanden, das beispielsweise als eine
polarisationserhaltende Faser ausgebildet ist. Alternativ ist eine Freiraum-
Strahlfiihrung realisiert und kein Ubertragungselement 19 vorhanden.

Nach dem Durchgang des Beleuchtungsstrahlenbindel 4.1 durch das
Phasenelement PP verlauft das Beleuchtungsstrahlenbindel 4.1, Gber eine nicht
dargestellte Scaneinheit 7 (siehe Fig. 4) zu einem Objektiv 2, mittels dem das
Beleuchtungsstrahlenbundel 4.1 in einen Fokus 9 in einer Probe 10 fokussiert ist.
Infolge einer halbseitigen Phasenanderung durch das Phasenelement PP erfahrt die
Beleuchtungsstrahlung 4 des Beleuchtungsstrahlenblndels 4.1 eine
Fokusmodulation.

In Abhangigkeit der aktuellen Fokusmodulation ist das

Beleuchtungsstrahlenbindel 4.1 im Fokus 9 in der Nullstellen-Mode NM oder in der
Airy-Mode AM ausgebildet. Aufgrund der raumlichen Verteilung der
Beleuchtungsstrahlung 4 im Fokus 9 (Feld) wird auch von einer Feldmodulation

gesprochen.

Das Phasenelement PP ist beispielsweise als Phasenplatte ausgebildet, von der in
der Fig. 3 beispielhaft vier Phasenelemente PP_1 bis PP_4 dargestellt sind, die in

weiteren Ausfuhrungen auch andere Geometrien aufweisen kénnen.
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Die Phasenelemente PP_1 bis PP_4 bestehen jeweils aus einer Kombination eines
doppelbrechenden Kristalls und einer bezlglich der Phase

polarisationsrichtungsunabhangigen Komponente, beispielweise aus Glas.

Dargestellt sind die Phasenelemente PP_1 bis PP_4 in Form geteilter Phasenplatten,
insbesondere als M2-Platten. Die Phasenplatten sind so ausgerichtet, dass die
schnelle Richtung des Kristalls, durch den eine A2-Veranderung der Polarisation
bewirkt ist, vorteilhaft parallel, senkrecht oder in einem weiteren optimierten Winkel
zur Polarisation der auf das Phasenelement PP fallenden Beleuchtungsstrahlung 4

verlauft.

In der Fig. 3 sind verschiedene Modifikationen des Phasenelements PP dargestellt.
So ist eine halbseitige Teilung in einen A/2-Bereich A/2 und einen Bereich aus Glas G
in dem ersten Phasenelement PP_1, eine Viertelteilung in gegenlberliegende A/2-
Bereiche A/2 in Form von Vierteln und Viertel aus Glas G in dem zweiten
Phasenelement PP_2, ein aulenliegender ringféomiger A/2-Bereich A/2 und ein Kern
aus Glas G in dem dritten Phasenelement PP_3 sowie ein aufienliegender Bereich
aus Glas G und ein innenliegender A/2-Bereich M2 (Kern) in dem vierten
Phasenelement PP_4 ausgebildet. Statt Glas kbnnen auch amorphes Quarz
(Suprasil) oder andere nicht doppelbrechende Materialien verwendet sein.

In dem ersten Phasenelement PP_1 ist beispielhaft die Orientierung der
aulRerordentlichen Achse des jeweiligen A/2-Bereichs des Phasenelements PP durch
einen Pfeil veranschaulicht. Tritt eine parallel zu dieser Pfeilrichtung polarisierte
Strahlung, beispielsweise die Beleuchtungsstrahlung 4, durch das erste
Phasenelement PP_1, wird im A/2-Bereich A/2 eine Phasenverschiebung um eine
halbe Wellenlange relativ zum Bereich aus Glas G erzeugt. Ist die Polarisation der
Strahlung hingegen senkrecht zur Pfeilrichtung orientiert, wird keine relative

Phasenverzégerung erzeugt.

Es kdnnen beispielsweise auch nematische Kristalle oder Aufbauten, die Uber eine
Wegaufteilung eine unterschiedliche Polarisation erzeugen, verwendet werden. Die
Wege werden zum Beispiel durch Schalten eines AOM oder eines AOTF (AOTF =
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acousto-optic tunable filter; einstellbares akusto-optischer Filter) schnell gewechselt,

so dass es zur gewunschten Veranderung der Polarisation kommt.

Die in den Fig. 1 bis 3 dargestellten Elemente und die zu den Fig. 1 bis 3
beschriebenen Ausfihrungen und Ausgestaltungen kdnnen auch fur ein
erfindungsgemalies Mikroskop 1 beziehungsweise fur ein erfindungsgemales
Mikroskopieverfahren verwendet sein.

In der Fig. 4 ist schematisch ein Ausfuhrungsbeispiel eines erfindungsgemaiien

Mikroskops 1 dargestellt.

Das Mikroskop 1 weist eine erste Strahlungsquelle 3 zur Bereitstellung einer
Beleuchtungsstrahlung 4, die mittels einer nicht naher dargestellten Optik,
beispielsweise mittels einer Kollimationsoptik und/oder mittels Linsen und/oder
Spiegeln, in ein Beleuchtungsstrahlenblndel 4.1 geformt und entlang einer optischen
Achse des Mikroskops 1 gerichtet und geflhrt ist. Entlang der optischen Achse sind
ein elektro-optischer Modulator EOM und ein Phasenelement PP in Form einer
Phasenplatte angeordnet, durch die ein optischer Modulator 6 gebildet ist.

Zwischen elektro-optischem Modulator EOM und Phasenelement PP ist ein
Ubertragungselement 19 in Form einer polarisationserhaltenden Faser vorhanden.

In weiteren Ausfuhrungen des Mikroskops 1 ist nur der elektro-optische
Modulator EOM oder das Phasenelement PP angeordnet. Das
Ubertragungselement 19 ist optional und kann in weiteren Ausflihrungen des
Mikroskops 1 anders gestaltet sein oder fehlen.

Der optische Modenschalter 6 beziehungsweise der elektro-optische Modulator EOM
oder das Phasenelement PP dienen zur zeitlichen Modulierung der
Beleuchtungsstrahlung 4 des Beleuchtungsstrahlungsbindels 4.1 und deren
Schaltung zwischen mindestens zwei Moden. Weiterhin ist eine Fokussieroptik,
vereinfachend dargestellt durch ein Objektiv 2, zur Fokussierung des
Beleuchtungsstrahlenbindels 4.1 in einen Fokus 9 vorhanden. Das Objektiv 2 ist zur
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Fokussierung des Beleuchtungsstrahlenbindels 4.1 in einen Fokus 9

beziehungsweise ein sehr kleines Fokusvolumen, ausgebildet.

Weiterhin ist eine zweite Strahlungsquelle 14 zur Bereitstellung einer
Abregungsstrahlung 7 vorhanden, wobei die Abregungsstrahlung 7 zusammen mit
der Beleuchtungsstrahlung 4 in den Fokus 9 gerichtet oder in den Fokus 9 richtbar

ist.

Die Abregungsstrahlung 7 wird mittels der zweiten Strahlungsquelle 14 zirkular
polarisiert mit einer Airy-Mode AM bereitgestellt, mittels einer nicht naher
dargestellten Optik zu einem Abregungsstrahlenbindel 7.1 geformt und entlang
eines Abregungsstrahlengangs 8 gerichtet und gefuhrt. In dem
Abregungsstrahlengang 8 ist ein strahllenkendes Element 12 in Form eines gesteuert
verstellbaren Spiegels und ein strahlveranderndes Element 13 in Form eines
Spiralphasenelements angeordnet. Das Abregungsstrahlenblndel 7.1 ist mittels des
dichroitischen Strahlteilers 11 entlang der optischen Achse des Mikroskops 1
reflektiert und zusammen mit dem Beleuchtungsstrahlenblndel 4.1 entlang der

optischen Achse des Mikroskops 1 in den Fokus 9 gerichtet oder richtbar.

Durch Wirkung des strahlverandernden Elements 13 wird die Mode der
Abregungsstrahlung 7 des Abregungsstrahlenbindels 7.1 verandert, insbesondere
aus einer Gaul-Mode oder einer Airy-Mode AM in einer Donut-Mode DM Uberflhrt.

Die Abregungsstrahlung 7 wirkt in dem Fokus 9 der Entstehung einer
Detektionsstrahlung 20 entgegen. Da die Abregungsstrahlung 7 im Donut-Mode DM
in den Fokus 9 gerichtet ist, kann in dem Bereich ihrer ringférmigen Verteilung um
die optische Achse keine Detektionsstrahlung 20 durch die Beleuchtungsstrahlung 4
bewirkt werden. Lediglich in einem eng umgrenzten Bereich um die optische Achse,
in der keine Abregungsstrahlung 7 in den Fokus 9 gerichtet ist, wird mittels der
Beleuchtungsstrahlung 4 die Detektionsstrahlung 20 bewirkt, falls sich zu einem
Erfassungszeitpunkt in dem Fokus 9 mindestens ein durch die
Beleuchtungsstrahlung 4 anregbares Atom beziehungsweise ein anregbares Molekul
und/oder ein Molekul mit einer anregbaren Gruppe, beispielsweise einem
Fluorophor, befindet. Durch die Position eines solchen Molekuls in der Probe ist der
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Ursprungsort der Detektionsstrahlung 20 gegeben, der durch eine Fokusposition des

Objektivs 2 und eine Fokustiefe erfasst und beschrieben wird.

Zur Erfassung der aus einem Ursprungsort in dem Fokus 9 stammenden
Detektionsstrahlung 20 zu einem Erfassungszeitpunkt ist eine Erfassungseinheit 18
vorhanden, die als eine CCD-Kamera, eine CMOS-Kamera oder ein
Photoelektronenvervielfacher (photomultiplier tube, PMT) ausgebildet ist.

Die Erfassungseinheit 18 ist zur Zuordnung der zu einem Erfassungszeitpunkt
erfassten Detektionsstrahlung 20 zu dem Ursprungsort der Detektionsstrahlung 20 in
der Probe 10 ausgebildet.

Die Detektionsstrahlung 20 wird Gber einen nicht naher dargestellten

Detektionsstrahlengang erfasst, in dem auch ein Demodulator 17 angeordnet ist.

Zur gesteuerten FUhrung des Fokus 9 mindestens Uber Bereiche einer zu
untersuchenden Probe 10 ist eine Scaneinheit 15 vorhanden, die ebenso wie der
Demodulator 17 mit einer Steuerungseinheit 16 in einer zum Austausch von Daten,

insbesondere von Steuerdaten, geeigneten Verbindung steht.

Die Steuerungseinheit 16 steht aulerdem mit dem optischen Modulator 6 in
Verbindung, um mindestens eines der Elemente des optischen Modulators 6

anzusteuern.

Die mittels der Fokusmodulation, insbesondere unter Verwendung des
erfindungsgemafien Mikroskops 1, erreichte Modulation von
Beleuchtungsstrahlung 4 und/oder Abregungsstrahlung 7 ist in hochaufldsenden
punktscannenden Verfahren beispielsweise zur Anregung eines Molekuls
verwendbar, bei dem das Atom aus einem Energieniveau eines Grundzustands SO
auf ein Energieniveau eines angeregten Zustands S1 gehoben wird. Aus dem
angeregten Zustand S1 kann das Atom unter spontaner Emission einer
Detektionsstrahlung auf ein niedrigeres Energieniveau springen. Die
Fokusmodulation kann weiter dazu verwendet werden, um stimulierte Emissionen

angeregter Molekule hervorzurufen.
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Liegen Molekule vor, die durch Strahlung zwischen verschiedenen Zustanden,
insbesondere zwischen Zustanden in denen die Molekule anregbar oder nicht-
anregbar beziehungsweise fluoreszenzfahig oder nicht-fluoreszenzfahig sind,
geschalten werden kénnen, kann die Fokusmodulation zusatzlich oder alternativ zum

Schalten dieser Molek(le verwendet werden.
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Patentanspriche

1. Mikroskopieverfahren, bei dem eine Beleuchtungsstrahlung (4) erzeugt und in
einen Fokus (9) gerichtet wird, wobei die Beleuchtungsstrahlung (4) moduliert
und zeitlich zwischen mindestens zwei Moden (AM, NM) geschaltet wird, so
dass eine Fokusmodulation bewirkt wird, bei der in dem Fokus (9) zeitlich
Felder mit voneinander verschiedenen Moden (AM, NM) der
Beleuchtungsstrahlung (4) erzeugt werden, dadurch gekennzeichnet, dass der
Fokus (9) mindestens Uber Bereiche einer zu untersuchenden Probe (10)
gefuhrt wird, wobei durch die Beleuchtungsstrahlung (4) in dem Fokus (9) an
mindestens einem Ursprungsort eine Detektionsstrahlung (20) in der
Probe (10) bewirkt wird oder bewirkbar ist und die Detektionsstrahlung (20)
dem mindestens einen Ursprungsort zugeordnet erfasst wird und zusatzlich
zur Beleuchtungsstrahlung (4) mindestens ein Abregungsstrahlenblndel (7.1)
einer Abregungsstrahlung (7) in den Fokus gerichtet wird, wobei durch die
Abregungsstrahlung (7) das Bewirken der Detektionsstrahlung (20) in dem
von der Abregungsstrahlung (7) beleuchteten Bereich verhindert wird.

2. Mikroskopieverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Beleuchtungsstrahlung (4) Gber den Querschnitt des
Beleuchtungsstrahlenbindels (4.1) moduliert wird.

3. Mikroskopieverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Beleuchtungsstrahlung (4) und die Abregungsstrahlung (7) mit
voneinander abweichenden raumlichen Verteilungen in den Fokus (9)
gerichtet werden.

4. Mikroskopieverfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Fokusmodulation in ein STED-Verfahren integriert
ist.

5. Mikroskopieverfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass ein
weiteres Abregungsstrahlenblndel erzeugt, auf Bereiche der zu
untersuchenden Probe (10) gerichtet und Detektionsstrahlung erfasst wird,

wobei die Beleuchtung des jeweiligen Probenbereichs mit dem weiteren
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Abregungsstrahlenblndel zeitlich versetzt nach der Beleuchtung mit dem
ersten Abregungsstrahlenblindel erfolgt und der zeitliche Versatz dabei so
bemessen ist, dass die Aussendung von Detektionsstrahlung durch die aktuell
angeregten Probenbereiche, beispielsweise durch dort angeregte
Fluorophore, bereits abgeklungen ist und nur noch unerwlnschte
Detektionsstrahlung von unvollstandig abgeregten Probenbereichen und/oder
spontan (erneut) angeregten Probenbereichen auftritt.

Mikroskopieverfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Fokusmodulation in ein RESOLFT-Verfahren

integriert ist.

Mikroskopieverfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass
mittels der Fokusmodulation ein mittels der Beleuchtungsstrahlung (4)
anregbares Molekul aus einem Grundzustand in einen angeregten Zustand

versetzt wird.

Mikroskopieverfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mittels
der Fokusmodulation ein mittels der Beleuchtungsstrahlung (4) in den
angeregten Zustand versetztes Molekul zur Emission der

Detektionsstrahlung (20) stimuliert wird.

Mikroskopieverfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mittels
der Fokusmodulation ein mittels der Beleuchtungsstrahlung (4) einstellbarer
Aktivierungszustand eines Molekuls eingestellt wird.

Mikroskop (1) mit einer ersten Strahlungsquelle (3) zur Bereitstellung einer
Beleuchtungsstrahlung (4), einem optischen Modenschalter (6) in dem
Beleuchtungsstrahlengang (5) eines Beleuchtungsstrahlenbindels (4.1) der
Beleuchtungsstrahlung (4) zu deren zeitlichen Modulierung und Schaltung
zwischen mindestens zwei Moden (AM, NM), einer Fokussieroptik mit einem
Objektiv (2) zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahlenbindels (4.1) in einen
Fokus (9) und einer Erfassungseinheit (18) zur Erfassung einer aus einem
Ursprungsort in dem Fokus (9) stammenden Detektionsstrahlung (20) zu
einem Erfassungszeitpunkt, dadurch gekennzeichnet, dass
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- das Objektiv (2) zur Fokussierung des
Beleuchtungsstrahlenbindels (4.1) in einen Fokus (9) ausgebildet ist,

- Mittel zur gesteuerten Flihrung des Fokus (9) mindestens Uber
Bereiche einer zu untersuchenden Probe (10) vorhanden sind,

- die Erfassungseinheit (18) zur Zuordnung der zu einem
Erfassungszeitpunkt erfassten Detektionsstrahlung (20) zu einem
Ursprungsort der Detektionsstrahlung in der Probe (10) ausgebildet ist
und

- eine zweite Strahlungsquelle (14) zur Bereitstellung einer
Abregungsstrahlung (7) vorhanden ist, wobei die
Abregungsstrahlung (7) zusammen mit der Beleuchtungsstrahlung (4)
in den Fokus (9) gerichtet oder in den Fokus (9) richtbar ist.

Mikroskop (1) nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens in
einem Abregungsstrahlengang (8) eines Abregungsstrahlenblndels (7.1) der
Abregungsstrahlung (7) strahllenkende Mittel (12) angeordnet sind, mittels
denen das Abregungsstrahlenbundel (7.1) in den Fokus (9) gerichtet oder
richtbar ist.

Mikroskop (1) nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass in
dem Abregungsstrahlengang (7.1) mindestens ein strahlbeeinflussendes
Mittel (13) angeordnet ist, durch das eine raumliche Verteilung des
Abregungsstrahlenbuindels (7.1) im Fokus (9) einstellbar ist, wobei die
raumliche Verteilung des Abregungsstrahlenbuindels (7.1) von einer
raumlichen Verteilung des Beleuchtungsstrahlenbindels (4.1) im Fokus (9)
abweicht.

Mikroskop (1) nach einem der Ansprtche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die zweite Strahlungsquelle (14) zur Bereitstellung zirkular polarisierten
Lichts ausgebildet ist.

Mikroskop (1) nach einem der Ansprtche 11 oder 12, dadurch
gekennzeichnet, dass das strahlbeeinflussende Mittel (13) ein
Spiralphasenelement, ein Top-Hat Phasenelement oder ein SLM ist.
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15.  Mikroskop (1) nach einem der Anspruche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass der optische Modenschalter (6) ein elektro-optischer Modulator (EOM)
und/oder ein Phasenelement (PP) ist.
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