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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zum Untersuchen einer Probe, wobei die Probe mit Be-
leuchtungslicht beaufschlagt wird und von der Probe aus-
gehendes Detektionslicht zu einem Detektor gelenkt wird
und wobei das Beleuchtungslicht durch ein akustooptisches
Bauteil gelenkt wird, mit dem das Beaufschlagen der Probe
mit Beleuchtungslicht zeitweise unterbrochen werden kann.
Das Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass die Pro-
be mit einem ersten Beleuchtungslichtblindel, das eine ers-
te Linearpolarisationsrichtung aufweist, und mit einem zwei-
ten Bleuchtungslichtblindel, dessen Linearpolarisationsrich-
tung fortlaufend zwischen der ersten Linearpolarisationsrich-
tung und einer zweiten, von der ersten Linearpolarisations-
richtung verschiedenen, Linearpolarisationsrichtung umge-
schaltet wird, beleuchtet wird, wobei das Beleuchtungslicht
der ersten Linearpolarisationslichtung entlang einem ersten
Lichtweg verlauft und Beleuchtungslicht der zweiten Line-
arpolarisationslichtung entlang einem zweiten Lichtweg ver-
lauft, und wobei das akustooptische Bauteil die Lichtwege
vereinigt.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Un-
tersuchen einer Probe, wobei die Probe mit Beleuch-
tungslicht beaufschlagt wird und von der Probe aus-
gehendes Detektionslicht zu einem Detektor gelenkt
wird und wobei das Beleuchtungslicht durch ein akus-
tooptisches Bauteil gelenkt wird, mit dem das Beauf-
schlagen der Probe mit Beleuchtungslicht zeitweise
unterbrochen werden kann.

[0002] Die Erfindung betrifft aulerdem eine Vorrich-
tung, insbesondere ein Scanmikroskop oder konfo-
kales Scanmikroskop, zur Durchflihrung eines sol-
chen Verfahrens, sowie eine Vorrichtung, insbeson-
dere Scanmikroskop oder konfokales Scanmikro-
skop, zum Untersuchen einer Probe, wobei die Pro-
be mit Beleuchtungslicht beaufschlagt wird und von
der Probe ausgehendes Detektionslicht zu einem De-
tektor gelenkt wird und wobei das Beleuchtungslicht
durch ein akustooptisches Bauteil gelenkt wird, mit
dem das Beaufschlagen der Probe mit Beleuchtungs-
licht zeitweise unterbrochen werden kann.

[0003] Die Erfindung betrifft dariiber hinaus ein Mo-
dul zum Herstellen einer erfindungsgemafen Vor-
richtung.

[0004] In einem Mikroskop, insbesondere in einem
Scanmikroskop oder einen konfokalen Scanmikro-
skop, werden Proben haufig mit einem Beleuchtungs-
lichtbindel beleuchtet, das durch Vereinigung meh-
rerer Beleuchtungslichtblindel erzeugt wurde, um
das von der beleuchteten Probe emittierte Reflexi-
ons- oder Fluoreszenzlicht zu beobachten.

[0005] Beispielsweise in der Scanmikroskopie wird
der Fokus eines solchen Beleuchtungslichtblindel mit
Hilfe einer steuerbaren Strahlablenkeinrichtung, im
Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in einer
Objektebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist
senkrecht aufeinander stehen, so dass ein Spiegel in
x-, der andere in y-Richtung ablenkt. Die Verkippung
der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von Gal-
vanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leis-
tung des vom Objekt kommenden Lichtes wird in Ab-
hangigkeit von der Position des Abtaststrahles ge-
messen. Ublicherweise werden die Stellelemente mit
Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelstel-
lung ausgerustet.

[0006] Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie
wird ein Objekt mit dem Fokus eines Beleuchtungs-
lichtblindels in drei Dimensionen abgetastet. Ein kon-
fokales Scanmikroskop umfasst im Allgemeinen ei-
ne Lichtquelle, eine Fokussieroptik, mit der das Licht
der Quelle auf eine Lochblende — die sog. Anre-
gungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, ei-
ne Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine
Mikroskopoptik, eine Detektionsblende und die De-
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tektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. Fluo-
reszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird beispiels-
weise Uber einen Strahlteiler eingekoppelt.

[0007] Das vom Objekt kommende Fluoreszenzlicht
gelangt Uber die Strahlablenkeinrichtung zurtick zum
Strahlteiler, passiert diesen, um anschlief’end auf die
Detektionsblende fokussiert zu werden, hinter der
sich die Detektoren befinden. Detektionslicht, das
nicht direkt aus der Fokusregion stammt, nimmt ei-
nen anderen Lichtweg und passiert die Detektions-
blende nicht, so dass man eine Punktinformation er-
halt. Durch sequentielles Abtasten des Objekts kann
ein dreidimensionales Bild erzeugt werden.

[0008] Das Gebiet der koharenten Raman-Mikro-
skopie (CRM; coherent raman microscopy) hat seit
einiger Zeit eine grofle Bedeutung und Nutzen bei
der bildgebenden Untersuchung von biologischen
und pharmakologischen Proben und im Bereich der
Nahrungsmittelwissenschaften gewonnen. Der Vor-
teil der koharenten Raman-Mikroskopie gegenlber
der herkémmlichen Raman-Mikroskopie istinsbeson-
dere die héhere Geschwindigkeit der Bildgebung.

[0009] Koharente Anti-Stokes-Raman-Streuung
(CARS, coherent anti-stokes Raman Scattering), ko-
harente Stokes-Raman-Streuung (CSRS; coherent
Stokes Raman scattering), ramaninduzierte Kerr-
Effekt-Streuung (Rikes; Ramaninduced Kerr-Effect
scattering) und stimulierte Raman-Streuung (SRS;
stimulated Raman scattering) stellen verschiedene
CRM Techniken dar. Unter diesen hat die stimulier-
te Raman-Streuung (SRS) den besonderen Vorteil,
dass die nicht resonanten Hintergrundsignale voll-
stédndig ausgeblendet werden kénnen und ein héhe-
res Signal-zu-Rausch-Verhaltnis ermdglicht ist.

[0010] Die Technik der stimulierten Raman-Streu-
ung (SRS) beruht darauf, zwei gepulste optische Fel-
der (mit Frequenzen im Bereich von 40-100MHz) un-
terschiedlicher Wellenl&ngen tber ein konfokales Mi-
kroskopsystem auf eine zu untersuchende Probe zu
leiten. Durch geeignete Strahlfuhrung und Fokussie-
rung wird hierbei sichergestellt, dal® die beiden opti-
schen Felder rdumlich und zeitlich in der Probe uber-
lappen.

[0011] Eines der beiden optischen Felder wird mit ei-
ner Frequenz Q, typischerweise im kHz- bis MHz-Be-
reich, entweder intensitdtsmoduliert oder frequenz-
moduliert oder polarisationsmoduliert, bevor es in der
Probe mit dem anderen optischen Feld interagiert.
Nach Durchlaufen der Probe oder einer Reflektion
an der Probe wird das zweite optische Feld, das ur-
springlich nicht moduliert war, detektiert und die Mo-
dulationsamplitude von dessen mit der Frequenz Q,
gemessen. Die Modulationsamplitude stellt das SRS-
Signal dar. Beispielsweise kann das optische Feld
der héheren Wellenldnge ein sog. "Stokes"-Beleuch-
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tungslichtblindel sein, wahrend das optische Feld des
niedrigeren Wellenldnge als sog. "Pump"-Beleuch-
tungslichtblindel bezeichnet werden kann.

[0012] Es ist beispielsweise mdglich, das Stokes Be-
leuchtungslichtbiindel zu modulieren und das Pump-
Beleuchtungslichtbindel nach einer Probenwechsel-
wirkung zu detektieren. In diesem Fall wird das resul-
tierende Signal als stimulierter Raman Verlust (SRL,
stimulated raman loss) bezeichnet. Im anderen Fall,
namlich wenn urspriinglich das Pump-Beleuchtungs-
lichtbindel moduliert wird, dann wird das Stokes-Be-
leuchtungslichtbiindel nach einer Probenwechselwir-
kung detektiert und das resultierende Signal wird als
stimulierte Raman-Verstarkung (SRG; stimulated ra-
man gain) bezeichnet. Sowohl SRL und SRG sind
gangige SRS-Verfahren, wobei der Informationsge-
halt der Signale bei beiden Verfahren fast identisch
ist. Unter den verschiedenen Modulationsverfahren
zum Erzeugen von SRS-Bildern ist die Intensitatsmo-
dulation die einfachste und robusteste Technik.

[0013] Allerdings gibt es bei den SRS-Verfahren, bei
denen eines der optischen Felder intensitdtsmodu-
liert wird, in der Praxis das Problem, dass ausschlief3-
lich sehr diinne Proben verwendet werden kdnnen.
Der Grund hierfir ist, dass die im Fokalvolumen sehr
starken optischen Felder den Brechungsindex der
Probe beeinflussen. Dieser Effekt ist als Kerr-Effekt
bekannt. Durch eine Modulation eines der oben ge-
nannten optischen Felder kommt es folglich auch
zu einer Modulation des Brechungsindex der Probe,
die unterschiedliche Sekundareffekte, wie Selbstpha-
senmodulation und die Ausbildung einer sich zeitlich
andernden Kerr-Linse, nach sich zieht.

[0014] Dies flhrt zu einer zeitlichen Modulation der
Divergenz des von der Probe ausgehenden, zu de-
tektierenden optischen Feldes. Wenn die numerische
Apertur der Sammeloptik kleiner ist, als die nume-
rische Apertur der Fokussieroptik, die das Beleuch-
tungslicht fokussiert, wird ein zeitlich schwankender
Anteil des von der Probe ausgehenden Detektions-
lichtes von der Sammeloptik nicht erfasst. Die Modu-
lation der Divergenz des Detektionslichtblindels wird
folglich vom Detektor als Intensitdtsmodulation wahr-
genommen, die — sogar bei derselben Modulations-
frequenz — das SRS-Signal, das man eigentlich de-
tektieren méchte, Uberlagert. Dies fuhrt zu einem st6-
renden Signalhintergrund.

[0015] Um diesen Effekt zu Uberwinden, werden
Sammeloptiken groRer numerischer Apertur einge-
setzt. Dies schrankt jedoch die Probendicke, die bei
hochauflésender SRS-Bildgebung verwendet wer-
den kénnen, sehr ein. Es missen hierzu diinne Pro-
benscheiben mit einer Dicke von einigen zehn Mikro-
metern hergestellt werden. Die Folgen dieser Phano-
mene sind lange Probenvorbereitungszeiten und Ein-
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schrankungen fur die Verwendung der bildgebenden
Verfahren fur hochauflésendes Live-Cell-Imaging.

[0016] Diese Nachteile gibt es weder beim frequenz-
modulierten SRS (FM-SRS), noch beim polarisati-
onsmodulierten SRS (PM-SRS). Allerdings ist die
Umsetzung eines robusten FM-SRS technisch sehr
aufwandig.

[0017] Aber auch beim polarisationsmodulierten
SRS gibt es das in der Praxis sehr stérende Pro-
blem, dass die Umsetzung dieser Technologie mit ei-
nem, insbesondere konfokalen, Scanmikroskop, des-
sen Beleuchtungslicht mit Hilfe eines oder mehrerer
AOTF hinsichtlicht der Lichtleistung eingestellt oder
dessen Beleuchtung mit Hilfe eines oder mehrerer
AOTF zweitweise abgeschaltet wird, nicht mdglich
ist, weil der AOTF eines solchen Scanmikroskops,
wie es beispielsweise aus DE 198 29 981 A1 bekannt
ist, nur auf Beleuchtungslicht jeweils einer Wellenlan-
ge und einer bestimmten Polarisierung wirkt.

[0018] Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Er-
findung, ein Verfahren anzugeben, das es erméglicht,
eine koharente Raman-Mikroskopie mit einem Scan-
mikroskop umzusetzen, mit dem ein zeitweises Un-
terbrechen der Beleuchtung und/oder ein Einstellen
der Lichtleistung der Beleuchtung méglich ist.

[0019] Die Aufgabe wird durch ein Verfahren ge-
I6st, das dadurch gekennzeichnet ist, dass die Pro-
be mit einem ersten Beleuchtungslichtblindel, das
eine erste Linearpolarisationsrichtung aufweist, und
mit einem zweiten Beleuchtungslichtbiindel, dessen
Linearpolarisationsrichtung fortlaufend zwischen der
ersten Linearpolarisationsrichtung und einer zwei-
ten, von der ersten Linearpolarisationsrichtung ver-
schiedenen, Linearpolarisationsrichtung umgeschal-
tet wird, beleuchtet wird, wobei das Beleuchtungs-
licht der ersten Linearpolarisationsrichtung entlang
einem ersten Lichtweg verlduft und Beleuchtungslicht
der zweiten Linearpolarisationsrichtung entlang ei-
nem zweiten Lichtweg verlauft, und wobei das akus-
tooptische Bauteil die Lichtwege vereinigt, so dass
das Beleuchtungslicht der ersten Linearpolarisations-
lichtung kollienar vereinigt mit dem Beleuchtungslicht
der zweiten Linearpolarisationslichtung auf einen ge-
meinsamen Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuch-
tung der Probe gelangt.

[0020] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden
Erfindung eine Vorrichtung, insbesondere ein Scan-
mikroskop oder konfokales Scanmikroskop, anzuge-
ben, das sowohl ein zeitweises Unterbrechen der Be-
leuchtung und/oder ein Einstellen der Lichtleistung
der Beleuchtung ermdglicht, als auch die Durchfih-
rung einer Probenuntersuchung auf der Basis koha-
renter Raman-Spektroskopie erlaubt.
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[0021] Die weitere Aufgabe wird durch eine Vorrich-
tung, insbesondere ein Scanmikroskop oder konfo-
kales Scanmikroskop, geldst, die dadurch gekenn-
zeichnet ist, dass das Beleuchtungslicht ein erstes
Beleuchtungslichtblndel mit einer ersten Linearpola-
risationsrichtung aufweist, und ein zweites Bleuch-
tungslichtblindel, dessen Linearpolarisationsrichtung
eine Umschaltvorrichtung, insbesondere ein akus-
tooptischer- oder elektrooptischer Modulator, fort-
laufend zwischen der ersten Linearpolarisations-
richtung und einer zweiten, von der ersten Line-
arpolarisationsrichtung verschiedenen, Linearpolari-
sationsrichtung umgeschaltet, aufweist, wobei das
Beleuchtungslicht der ersten Linearpolarisationslich-
tung entlang einem ersten Lichtweg verlauft und Be-
leuchtungslicht der zweiten Linearpolarisationslich-
tung entlang einem zweiten Lichtweg verlauft, und
wobei das akustooptische Bauteil die Lichtwege ver-
einigt, so dass das Beleuchtungslicht der ersten Li-
nearpolarisationslichtung kollienar vereinigt mit dem
Beleuchtungslicht der zweiten Linearpolarisations-
lichtung auf einen gemeinsamen Beleuchtungsstrah-
lengang zur Beleuchtung der Probe gelangt.

[0022] Es ist eine zuséatzliche Aufgabe der vorlie-
genden Erfindung eine Mdglichkeit anzugeben, die
es erlaubt, schnell und effizient eine Vorrichtung zur
Durchfuihrung einer Probenuntersuchung auf der Ba-
sis koharenter Raman-Spektroskopie, das auch ein
zweitweises Unterbrechen der Beleuchtung erlaubt,
herzustellen oder eine bestehende Vorrichtung hier-
zu nachrusten zu kénnen.

[0023] Diese Aufgabe wird durch ein Modul gel6st,
das dadurch gekennzeichnet ist, dass das Modul ei-
nen Polarisationsstrahlteiler, der den Beginn eines
ersten und eines zweiten Lichtweges definiert, und
ein akustooptisches Bauteil, das den ersten und den
zweiten Lichtweg vereinigt, aufweist.

[0024] Die Erfindung hat den Vorteil, dass das ers-
te und/oder das zweite Beleuchtungslichtblindel bei-
spielsweise schnell unterbrochen oder wieder frei-
gegeben werden kann. Auch die Méglichkeit eines
schnellen Umschaltens zu anderen Wellenlangen
oder zu anderen Wellenldngenkombinationen ist in
vorteilhafter Weise mdglich. Hierbei kann insbeson-
dere ausgenutzt werden, dass das akustooptische
Bauteil zumeist innerhalb von wenigen Mikrosekun-
den geschaltet werden kann.

[0025] Erfindungsgemal ist es auch maglich, dass
mit dem akustooptischen Bauteil die Lichtleistung des
ersten und/oder des zweiten Beleuchtungslichtbin-
dels eingestellt und/oder geregelt wird.

[0026] Die Erfindung hat den ganz besonderen Vor-
teil, dass das Beaufschlagen einer Probe mit dem
ersten Beleuchtungslichtbiindel und/oder mit dem
zweiten Beleuchtungslichtbindel mit Hilfe des akus-

2015.03.05

tooptischen Bauteils zeitweise unterbrochen werden
kann. Insbesondere kann auf diese Weise eine un-
nétige Belastung der Probe und damit beispielswei-
se ein vorschnelles Ausbleichen der Probe wirksam
vermieden werden. Beispielsweise kann vorgesehen
sein, dass das akustooptische Bauteil, insbesonde-
re automatisch gesteuert, den Lichtweg zu der Probe
nur freigibt, wenn eine Detektion des Beleuchtungs-
lichtes erfolgt oder wenn es im Vorfeld einer Unter-
suchtung, beispielsweise fur ein Voransichtsbild, er-
forderlich ist.

[0027] Insbesondere kann vorteilhaft vorgesehen
sein, dass das Beaufschlagen einer Probe mit dem
ersten Beleuchtungslichtblindel und/oder mit dem
zweiten Beleuchtungslichtbindel durch das akusto-
optische Bauteil, insbesondere automatisch, unter-
brochen wird, wenn das erste Beleuchtungslichtbun-
del und/oder das zweite Beleuchtungslichtbiindel ei-
nen Bereich der Probe beleuchten wirden, der au-
Rerhalb eines zu untersuchenden Bereichs liegt. Al-
terntiv oder zusatzlich kann auch vorgesehen sein,
dass das Beaufschlagen einer Probe mit dem ers-
ten Beleuchtungslichtbiindel und/oder mit dem zwei-
ten Beleuchtungslichtbiindel durch das akustoopti-
sche Bauteil, insbesondere automatisch, in den Um-
kehrbereichen eines maanderférmigen Scans und/
oder auf den Ricklaufbahnen eines, insbesondere
maanderférmigen, Scans unterbrochen wird.

[0028] Insbesondere kann vorgesehen sein, dass in
dem akustooptischen Bauteil wenigstens eine me-
chanische Welle propagiert, an der wenigstens eines
der Beleuchtungslichtblindel gebeugt und dadurch
auf den Beleuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung
der Probe gelenkt wird.

[0029] Die Erfindung hat dartiber hinaus den ganz
besonderen Vorteil, dass eine Untersuchung einer
Probe auch unter Verwendung von Sammeloptiken,
die keine groRe nummerische Apertur aufweisen, er-
mdglicht ist, weil die eingangs beschriebenen Proble-
me, insbsondere ein zeitliches Schwanken der Diver-
genz des Detektionslichtes, bei der erfindungsgema-
Ren Ldsung nicht auftritt. Daher ist es in besonders
vorteilhafter Weise auch méglich, Proben zu untersu-
chen, die eine wesentlich gréRere Dicke aufweisen,
als die Proben, die bislang untersucht werden konn-
ten.

[0030] Bei einer besonders vorteilhaften Ausfiihrung
propagiert in dem akustooptischen Bauteil eine erste
mechanische Welle, deren Frequenz derart gewahlt
wird, dass an ihr das erste Beleuchtungslichtbundel
gebeugt und dadurch auf den Beleuchtungsstrahlen-
gang zur Bleuchtung der Probe gelenkt wird. Alter-
nativ oder zusatzlich kann vorgesehen sein, dass in
dem akustooptischen Bauteil eine zweite mechani-
sche Welle propagiert, deren Frequenz derart ge-
wahlt wird, dass an ihr das zweite Beleuchtungslicht-
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biindel gebeugt und dadurch auf den Beleuchtungs-
strahlengang zur Bleuchtung der Probe gelenkt wird,
wenn dieses die erste Linearpolarisationsrichtung
aufweist. Es ist alternativ oder zuséatzlich vorteilhaft
auch mdglich, dass eine dritte mechanische Welle
propagiert, deren Frequenz derart gewahlt wird, dass
an ihr das zweite Beleuchtungslichtbiindel gebeugt
und dadurch auf den Beleuchtungsstrahlengang zur
Beleuchtung der Probe gelenkt wird, wenn dieses die
zweite Linearpolarisationsrichtung aufweist.

[0031] Inbesondere kann vorteilhaft vorgesehen
sein, dass das akustootische Bauteil wenigstens ei-
nen AOTF (acousto optical tunable filter) aufweist, in
dem die mechanische Welle oder die mechanischen
Wellen propagieren.

[0032] Die Funktionsweise eines solchen akusto-
optischen Bauteils beruht im Wesentlichen auf der
Wechselwirkung der eingekoppelten Beleuchtungs-
lichtblindel mit einer mechanischen Welle oder meh-
reren mechanischen Wellen. Akustooptische Bau-
teile bestehen in der Regel aus einem sogenann-
ten akustooptischen Kristall, an dem ein elektrischer
Wandler (in der Literatur oft als Transducer be-
zeichnet) angebracht ist. Vorzugsweise umfasst der
Wandler ein piezoelektrisches Material, sowie eine
darlber liegende und eine darunter liegende Elek-
trode. Durch elektrisches Beschalten der Elektroden
mit Radiofrequenzen, die typischer Weise im Bereich
zwischen 30 MHz und 800 MHz liegen, wird das pie-
zoelektrische Material zum Schwingen gebracht, so
dass eine akustische Welle, d.h. eine Schallwelle,
entstehen kann, die nach ihrer Entstehung den Kiris-
tall durchlauft. Meist wird die akustische Welle nach
dem Durchlaufen eines optischen Wechselwirkungs-
gebiets an der gegenlberliegenden Kristallseite ab-
sorbiert oder wegreflektiert.

[0033] Akustooptische Kristalle zeichnen sich da-
durch aus, dass die entstehende Schallwelle die op-
tischen Eigenschaften des Kristalls verandert, wobei
durch den Schall eine Art optisches Gitter oder eine
vergleichbare optisch aktive Struktur, beispielswei-
se ein Hologramm, induziert wird. Durch den Kristall
tretendes Licht erfahrt an dem optischen Gitter eine
Beugung. Entsprechend wird das Licht in verschie-
denen Beugungsordnungen in Beugungsrichtungen
gelenkt. Es gibt akustooptische Bauteile, die das ge-
samte einfallende Licht mehr oder weniger unabhén-
gig von der Wellenlange beeinflussen. Dazu sei ledig-
lich beispielhaft auf Bauteile wie AOM, AOD und Fre-
quenzschieber verwiesen. AufRerdem gibt es auch
bereits Bauteile, die beispielsweise abhangig von den
eingestrahlten Radiofrequenzen selektiv auf einzel-
ne Wellenlangen wirken (AOTFs). Haufig bestehen
die akustooptischen Elemente aus doppelbrechen-
den Kristallen, wie beispielsweise Tellurdioxid, wobei
insbesondere die Lage der Kristallachse relativ zur
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Einfallsrichtung des Lichts und seiner Polarisation die
optische Wirkung des jeweiligen Elements bestimmt.

[0034] Insbesondere, wenn in dem akustooptischen
Strahlvereiniger beispielsweise ein AOTF verwendet
wird, muss die mechanische Welle eine ganz be-
stimmte Frequenz aufweisen, damit genau fiir das
Licht der gewtiinschten Beleuchtungslichtwellenlange
und der gewiinschten Polarisation die Bragg-Bedin-
gung erfillt ist. Licht, fir das die Bragg-Bedingung
nicht erfiillt ist, wird bei diesen akustooptischen Bau-
teilen durch die mechanische Welle nicht abgelenkt.

[0035] Eskanninsbesondere vorgesehen sein, dass
die erste Linearpolarisationsrichtung die Linearpo-
larisationsrichtung des ordentlichen Lichtes bezo-
gen auf eine Doppelbrechungseigenschaft des Kris-
talles ist und/oder dass die zweite Linearpolarisati-
onsrichtung die Linearpolarisationsrichtung des au-
Rerordentlichen Lichtes bezogen auf eine Doppel-
brechungseigenschaft des Kristalles ist; oder umge-
kehrt. Insbesondere kann — alternativ oder zusétzlich
— vorgesehen sein, dass die erste Linearpolarisati-
onsrichtung oder die zweite Linearpolarisationsrich-
tung in der Ebene angeordnet ist, die von der Aus-
breitungsrichtung der mechanischen Welle und der
Ausbreitungsrichtung der einfallenden Beleuchtungs-
lichtblindel aufgespannt ist.

[0036] Bei einer besonderen Ausfiihrung der Erfin-
dung wird zunéchst ein Primérbeleuchtungslichtbin-
del, das das erste Beleuchtungslichtblindel und/oder
das zweite Beleuchtungslichtbliindel kollinear verei-
nigt beinhaltet, erzeugt. Ein solches Primérbeleuch-
tungslichtbiindel kann beispielsweise durch Vereini-
gen des ersten Beleuchtungslichtbindels mit dem
zweiten Beleuchtungslichtbundel erzeugt sein, wobei
das zweite Beleuchtungslichtblindel vor der Vereini-
gung einen raumlich vom ersten Beleuchtungslicht-
blndel separaten Lichtweg durchlaufen hat, in dem
ein Element zum Umschalten der Linearpolarisati-
onsrichtung, beispielsweise ein elektrooptischer oder
akustooptischer Modulator, angeordnet ist.

[0037] Das Priméarbeleuchtungslichtbiindel  wird
dann in Abhangigkeit von der Linearpolarisation, ins-
besondere mit einem Polarisationsstrahlteiler, rdum-
lich aufgespalten und die Anteile unterschiedlicher Li-
nearpolarisation getrennt voneinander auf den ers-
ten und zweiten Lichtweg gelenkt. Diese Vorgehens-
weise hat den Vorteil, dass das Beleuchtungslicht
der ersten Linearpolarisationsrichtung in einen ers-
ten Eingang des akustoptischen Bauteils eingekop-
pelt werden kann, wahrend das Beleuchtungslicht der
zweiten Linearpolarisationsrichtung in einen zwei-
ten, vom ersten Eingang verschiedenen, insbesonde-
re raumlich getrennten, Eingang des akustoptischen
Bauteils eingekoppelt werden kann.
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[0038] Insbesondere kénnen die Anteile unter-
schiedlicher Linearpolarisation derart eingekoppelt
werden, dass jeweils mindestens eine mechanische
Welle auf einen der Anteile wirkt, wodurch die Antei-
le durch Beugung auf einen gemeinsamen Beleuch-
tungsstrahlengang umgelenkt werden, auf dem die
Anteile kollinear vereinigt verlaufen.

[0039] Zur Aufnahme von zweidimensionalen oder
dreidimensionalen Bilddaten kann vorgesehen sein,
dass zumindest ein Teilbereich der Probe mit dem
ersten Beleuchtungslichtblindel und dem zweiten Be-
leuchtungslichtbiindel gescannt wird und/oder dass
die Foki des ersten Beleuchtungslichtbliindel und des
zweiten Beleuchtungslichtblindels gemeinsam mit
Hilfe einer Strahlablenkeinrichtung Uber oder durch
die Probe bewegt werden und dabei das von der Pro-
be ausgehende Detektionslicht detektiert wird. Durch
ein gemeinsames Ablenken der kollinear vereinigten
Beleuchtungslichtbindel ist sichergestellt, dass die
Foki der Beleuchtungslichtbiindel in der Probe rdum-
lich Gberlappen.

[0040] Bei einer ganz besonders vorteilhaften Aus-
fihrung ist wenigstens eines der Beleuchtungslicht-
biindel, also entweder das erste Beleuchtungslicht-
bindel und/oder das zweite Beleuchtungslichtbin-
del. Gepulst. Insbesondere kann vorgesehen sein,
dass das erste Beleuchtungslichtbiindel und das
zweite Beleuchtungslichtbindel mit derselben Puls-
folgefrequenz gepulst sind. Dies ist insbesondere er-
forderlich, wenn die ersten Beleuchtungslichtpulse
und die zweiten Beleuchtungslichtpulse in der Probe
zeitlich Gberlappen sollen.

[0041] Vorzugsweise liegt die Pulsfolgefrequenz des
ersten Beleuchtungslichtbliindels und/oder die Puls-
folgefrequenz des zweiten Beleuchtungslichtbliindels
im Bereich von 40 MHz bis 100 MHz, insbesondere
bei 80 MHz.

[0042] Die erfindungsgemale Vorrichtung kann bei-
spielsweise zumindest eine Lichtquelle aufweisen,
die ein Primarbeleuchtungslichtblindel, das das ers-
te Beleuchtungslichtbliindel und/oder das zweite Be-
leuchtungslichtbiindel beinhaltet, erzeugt. Das ers-
te Beleuchtungslichtbliindel und/oder das zweite Be-
leuchtungslichtbiindel kénnen beispielsweise mit Hil-
fe eines modengekoppelten Pulslasers erzeugt wer-
den. Einem solchen Pulslaser kann ein Element zur
Beeinflussung der Wellenldnge — zumindest fir eines
der Beleuchtungslichtbiindel — nachgeschaltet sein.
Es ist auch moglich, dass erste Beleuchtungslicht-
biindel und/oder das zweite Beleuchtungslichtblindel
einer sogenannten photonischen Faser oder einer
sogenannten tapered Fiber entstammen, die Teil ei-
ner Weillichtquelle ist.

[0043] Insbesondere um eine zeitliche Uberlagerung
der Pulse in der Probe zu gewahrleisten ist bei einer
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ganz besonders vorteilhaften Ausfiihrung vorgese-
hen, dass das Beleuchtungslicht der ersten Linearpo-
larisationslichtung, das entlang dem ersten Lichtweg
verlauft, einen Zug erster Beleuchtungslichtpulse auf-
weist und dass das Beleuchtungslicht der zweiten Li-
nearpolarisationslichtung, das entlang dem zweiten
Lichtweg verlauft, einen Zug zweiter Beleuchtungs-
lichtpulse aufweist, wobei die Phase des Zugs von
ersten Beleuchtungslichtpulsen relativ zu dem Zug
von zweiten Beleuchtungslichtpulsen, insbesondere
zu Null, eingestellt und/oder geregelt wird. Die Phase
kann beispielsweise durch Verdndern der Lange des
ersten und/oder des zweiten Lichtweges eingestellt
oder geregelt werden.

[0044] Beispielsweise kann ein Phaseneinstellmittel
zum Einstellen der Phase des Zugs von ersten Be-
leuchtungslichtpulsen relativ zu dem Zug von zwei-
ten Beleuchtungslichtpulsen vorhanden sein. Insbe-
sondere kann, als Teil eines solchen Phaseneinstell-
mittels, im ersten Lichtweg ein erstes Mittel zum Ein-
stellen der Lange des ersten Lichtweges angeordnet
sein. Alternativ oder zusatzlich kann auch im zwei-
ten Lichtweg wenigstens ein zweites Mittel zum Ein-
stellen der Lange des zweiten Lichtweges angeord-
net sein.

[0045] Eine ganz besonders vorteilhafte Ausfiihrung
der erfindungsgemafien Vorrichtung weist einen Re-
gelkreis zum Regeln der Phase auf einen vorbe-
stimmten oder vorbestimmbaren Wert auf. Insbeson-
dere kann, vorgesehen sein, dass ein Regelkreis zum
Regeln der Phase vorhanden ist, der die Phase — ins-
besondere bezogen auf einen gemeinsamen Fokal-
bereich in der Probe — auf Null regelt.

[0046] Bei einer einfachen Ausfiihrung des Verfah-
rens wird an Hand des Detektionssignales, das aus
dem von der Probe ausgehenden Detektionslicht ge-
wonnen wird, festgestellt, ob eine ausreichende zeit-
liche Uberlagerung der Beleuchtungslichtpulse er-
reicht ist. Alternativ oder zusatzlich kann das Mal}
der zeitlichen Uberlagerung auch mit einem geeig-
neten Sensor, beispielsweise mit einem Zwei-Photo-
nen-Absorptions-Detektor, ermittelt werden. Hierbei
kann insbesondere vorgesehen sein, dass ein Teil
des auf dem gemeinsamen Beleuchtungsstrahlen-
gang propagierenden Beleuchtungslicht rdumlich ab-
gespalten und zu dem Sensor geflihrt wird. Auf diese
Weise kann parasitér, also auch wahrend einer Pro-
benuntersuchung, die zeitliche Koinzidenz der Be-
leuchtungslichtpulse Uberprift und Uberwacht wer-
den.

[0047] Sowohl der Sensor, als auch das Phasenein-
stellmittel kdnnen vorteilhaft Bestandteile des oben
erwahnten Regelkreises sein. Insbesondere kann
auch vorgesehen sein, dass eine Regelungselek-
tronik, die Signale von dem Sensor empféngt und
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Stellsignale an das Phaseneinstellmittel ausgibt, Be-
standteil des Regelkreises ist.

[0048] Insbesondere zum Durchflihren einer Pro-
benuntersuchung mittels koharenter Raman-Spek-
troskopie und/oder zum Erzeugen einer Raman-Ab-
bildung, insbesondere einer SRS-Abbildung, wenigs-
tens eines Teils einer mikroskopischen Probe, kann
beispielsweise das erste Beleuchtungslichtblindel als
Stokes-Beleuchtungslichtbiindel und das zweite Be-
leuchtungslichtbiindel als Pump-Beleuchtungslicht-
bindel fungieren. Alternativ ist es auch méglich, dass
das zweite Beleuchtungslichtbiindel als Stokes-Be-
leuchtungslichtbiindel und das erste Beleuchtungs-
lichtbiindel als Pump-Beleuchtungslichtbiindel fun-
giert.

[0049] Eine besonders zuverldssige und genaue
Probenuntersuchung ist hierbei insbesondere dann
moglich, wenn die Linearpolarisation des zweiten Be-
leuchtungslichtbiindels mit einer Frequenz im Be-
reich von 10 bis 30 MHz, insbesondere im Bereich
von 10 MHz bis 20 MHz, insbesondere von 20 MHz
umgeschaltet wird. Insbesondere kann es von Vor-
teil sein, wenn die Linearpolarisation des zweiten
Beleuchtungslichtblndels mit einer Frequenz umge-
schaltet wird, die kleiner ist, als eine Pulsfolgefre-
quenz des ersten und/oder des zweiten Beleuch-
tungslichtbiindels.

[0050] Wie bereits erwahnt kann vorteilhaft ein Mo-
dul die, ggf. auch nachtragliche, Herstellung einer
erfindungsgemafen Vorrichtung auf einfache Weise
ermdglichen. Das Modul ist vorzugsweise derart aus-
gebildet, dass es im Strahlengang eines Mikroskops,
insbesondere eines konfokalen Scanmikroskops, an-
geordnet werden kann, wobei das Modul Justiermit-
tel zum Justieren des Moduls relativ zu den ubrigen
Komponenten des Mikroskops aufweisen kann. Vor-
zugsweise sind die optischen Bauteile des Moduls
vorjustiert, so dass lediglich das Modul insgesamt re-
lativ zum Strahlengang eines Mikroskops justiert wer-
den muss.

[0051] Bei einer besonderen Ausflihrung weist das
Modul einen Polarisationsstrahlteiler auf, der den Be-
ginn eines ersten und eines zweiten Lichtweges de-
finiert. Ein Primé&rbeleuchtungslichtbliindel kann, wie
weiter oben bereits beschrieben ist, mit dem Polarisa-
tionsstrahlteiler in Abhangigkeit von der Linearpola-
risation rdumlich aufgespalten und die Anteile unter-
schiedlicher Linearpolarisation getrennt voneinander
auf den ersten und zweiten Lichtweg gelenkt werden.
Darlber hinaus ist ein akustooptisches Bauteil vor-
gesehen, das den ersten und den zweiten Lichtweg
wieder vereinigt, so dass ein raumliches Uberlappen
der Beleuchtungslichtblindel und deren Anteile in der
Probe ermdglicht ist.
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[0052] Bei einer ganz besonders vorteilhaften Aus-
fuhrung beinhaltet das Modul im ersten Lichtweg ein
erstes Mittel zum Einstellen der Léange des ersten
Lichtweges und/oder im zweiten Lichtweg wenigs-
tens ein zweites Mittel zum Einstellen der Lange des
zweiten Lichtweges. Mit Hilfe wenigstens eines die-
ser Mittel kann die Phase einesentlang des ersten
Lichtweges propagierenden Pulszuges relativ zu ei-
nem entlang des zweiten Lichtweges propagierenden
Pulszuges eingestellt werden.

[0053] Das Modul kann insbesondere auch eine,
insbesondere elektronische, Regelungsvorrichtung,
zum Regeln der Phase eines auf dem ersten Licht-
weg propagierenen Pulszuges relativ zu einem auf
dem zweiten Lichtweg propagierenden propagiere-
nen Pulszuges, aufweisen.

[0054] Das Modul kann vorteilhaft auch einen Sen-
sor, beispielsweise einen Zwei-Photonen-Absorpti-
ons-Detektor, aufweisen, mit dem das Mal} der zeit-
lichen Uberlagerung von ersten Beleuchtungslicht-
pulsen, die entlang dem ersten Lichtweg propagie-
ren und zweiten Beleuchtungslichtpulsen, die entlang
dem zweiten Lichtweg propagieren, ermittelt werden.

[0055] In der Zeichnung ist der Erfindungsgegen-
stand schematisch dargestellt und wird anhand der
Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wir-
kende Elemente mit denselben Bezugszeichen ver-
sehen sind. Dabei zeigen:

[0056] Fig. 1 schematisch ein Ausflhrungsbeispiel
einer als Scanmikroskop ausgebildeten, erfindungs-
gemalien Vorrichtung und

[0057] Fig. 2 schematisch ein Ausflhrungsbeispiel
einer erfindungsgemafien Vorrichtung mit einem Re-
gelkreislauf.

[0058] Fig. 1 zeigt schematisch ein Ausflihrungsbei-
spiel einer als Scanmikroskop ausgebildeten, erfin-
dungsgemalen Vorrichtung zum Untersuchen einer
Probe 1. Der besseren Ubersichtlichkeit halber ist je-
doch lediglich die Beleuchtung der Probe, nicht je-
doch das von der Probe ausgehende Detektionslicht
und dessen Detektion dargestellt.

[0059] Das Scanmikroskop weist eine erste Licht-
quelle 2 auf, die ein erstes, gepulstes Beleuchtungs-
lichtblindel 3 mit einer ersten Linearpolarisationsrich-
tung erzeugt. Das Scanmikroskop weist auflerdem
eine zweite Lichtquelle 4 auf, die ein zweites, gepuls-
tes Beleuchtungslichtbiindel 5 erzeugt, dessen Line-
arpolarisationsrichtung eine Umschaltvorrichtung 6,
insbesondere ein akustooptischer — oder elektroopti-
scher Modulator, fortlaufend zwischen der ersten Li-
nearpolarisationsrichtung und einer zweiten, von der
ersten Linearpolarisationsrichtung verschiedenen, Li-
nearpolarisationsrichtung umgeschaltet.
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[0060] Das zweite Beleuchtungslichtbiindel 5 wird
nach einer Umlenkung mit einen Umlenkspiegel 7
mit Hilfe eines Strahlvereinigers 8 mit dem ersten
Beleuchtungslichtblindel 3 zu einem Primarbeleuch-
tungslichtblindel 9 vereinigt.

[0061] Das Primarbeleuchtungslichtbiindel 9 wird
anschlieBend in Abhangigkeit von der Linearpolari-
sation mit einem Polarisationsstrahlteiler 10 raum-
lich aufgespalten und die Anteile 13, 14 unterschied-
licher Linearpolarisation getrennt voneinander auf ei-
nen ersten Lichtweg 11 und zweiten Lichtweg 12 ge-
lenkt. Der erste Anteil 13 mit der ersten Linearpolari-
sationsrichtung propagiert entlang dem ersten Licht-
weg 11, wahrend der zweite Anteil 14 mit der zwei-
ten Linearpolarisationsrichtung entlang dem zweiten
Lichtweg 12 propagiert.

[0062] Das Scanmikroskop weist ein akustoopti-
sches Bauteil 15 auf, das die Lichtwege 11, 12 ver-
einigt, so dass der erste Anteil 13 der ersten Linear-
polarisationslichtung kollienar vereinigt mit dem zwei-
ten Anteil 14 der zweiten Linearpolarisationslichtung
auf einen gemeinsamen Beleuchtungsstrahlengang
16 zur Beleuchtung der Probe 1 gelangt. In dem Be-
leuchtungsstrahlengang 16 befinden sich ein Objek-
tiv 17, das das Beleuchtungslicht auf bzw. in die Pro-
be 1 fokussiert, und eine Strahlablenkreinrichtung 18
zum Fuhren des Fokus des Beleuchtungslichtes Gber
oder durch die Probe 1.

[0063] Das akustooptische Bauteil 15 ist als AOTF
(acousto optical tunable filter) ausgefihrt und weist
einen optischen Kristall 19 auf, an dem ein Piezo-
Schallerzeuger 20 angeordnet ist. Der Piezo-Schall-
erzeuger 20 wird mit drei unterschiedlichen, elek-
trischen HF-Frequenzen beaufschlagt und erzeugt
drei, hinsichtlich ihrer Frequenz unterschiedliche,
mechanische Wellen, namlich eine erste, eine zwei-
te und eine dritte mechanische Welle, die gleichzeitig
durch den Kristall 19 propagieren, was in der Figur
nicht dargestellt ist.

[0064] Die Frequenz der ersten mechanische Wel-
le ist derart gewahlt, dass an ihr das erste Beleuch-
tungslichtbiindel 3 gebeugt und dadurch auf den Be-
leuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung der Probe
1 gelenkt wird. Die Frequenz der zweiten mechani-
sche Welle ist derart gewahlt, dass an ihr das zweite
Beleuchtungslichtbiindel 5 gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung der
Probe 1 gelenkt wird, wenn dieses die erste Linear-
polarisationsrichtung aufweist. Die Frequenz der drit-
ten mechanische Welle ist derart gewahlt, dass an ihr
das zweite Beleuchtungslichtbiindel 5 gebeugt und
dadurch auf den Beleuchtungsstrahlengang zur Be-
leuchtung der Probe 1 gelenkt wird, wenn dieses die
zweite Linearpolarisationsrichtung aufweist.
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[0065] Neben einigen Umlenkspiegeln 7, die ledig-
lich der Strahlfiihrung dienen, ist im ersten Lichtweg
11 ein erstes Mittel 21 zum Einstellen der Lange des
ersten Lichtweges 11 angeordnet. Das erste Mittel
21 zum Einstellen der Lange des ersten Lichtweges
11 weist einen ersten, gewinkelten Doppelspiegel 22
auf, der auf einem (nicht dargestellten) Verschieb-
tisch verschiebbar gelagert ist. Durch Verschieben
des ersten Doppelspiegels 22 kann die Lange des
ersten Lichtweges 11 verandert werden. Auch im im
zweiten Lichtweg 12 ist, abgesehen von einem Um-
lenkspiegel 7, der lediglich der Strahlfiihrung dient,
ein zweites Mittel 23 zum Einstellen der Lange des
zweiten Lichtweges 12 angeordnet. Das zweite Mittel
23 zum Einstellen der Lange des zweiten Lichtweges
12 weist einen zweiten, gewinkelten Doppelspiegel
24 auf, der auf einem (nicht dargestellten) Verschieb-
tisch verschiebbar gelagert ist. Durch Verschieben
des zweiten Doppelspiegels 24 kann die Lange des
zweiten Lichtweges 12 verandert werden.

[0066] Die Mittel 21, 23 sind Bestandteil eines Pha-
seneinstellmittels 25 zum Einstellen der Phase des
Zugs von ersten Beleuchtungslichtpulsen des ent-
lang dem ersten Lichtweg 11 propagierenden ersten
Anteils 13 relativ zu dem Zug von zweiten Beleuch-
tungslichtpulsen des entlang dem zweiten Lichtweg
12 propagierenden zweiten Anteils 14.

[0067] Fig. 2 zeigt schematisch ein Ausflihrungsbei-
spiel einer erfindungsgemafen Vorrichtung mit ei-
nem Regelkreislauf zum Regeln der Phase des Zugs
von ersten Beleuchtungslichtpulsen des entlang dem
ersten Lichtweg 11 propagierenden ersten Anteils 13
relativ zu dem Zug von zweiten Beleuchtungslichtpul-
sen des entlang dem zweiten Lichtweg 12 propagie-
renden zweiten Anteils 14.

[0068] Der Regelkreis weist einen einen Sensor 26
auf, der das MaR der zeitlichen Uberlagerung ers-
ten und der zweiten Beleuchtungslichtpulse ermittelt
und vorzugsweise als Zwei-Photonen-Absorptions-
Detektor ausgebildet ist. Mit Hilfe eines Strahlteilers
28 wird aus dem von dem akustooptischen Bauteil
15 vereinigten Beleuchtungslicht ein Teil abgespalten
und dem Sensor 26 zugeleitet. Der Sensor Gbermit-
telt elektrische Signale als Istwert der gemessenen
Phase an eine Regelungselektronik 27, die unter Be-
ricksichtigung der Sensorsignale einen Stellwert an
das Phaseneinstellmittel 25 derart ausgibt, dass im
Ergebnis die gewlinschte Phase, vorzugsweise eine
Phase von Null, eingeregelt wird.

[0069] Die Erfindung wurde in Bezug auf eine beson-
dere Ausfiihrungsform beschrieben, wobei fur glei-
che oder gleichwirkende Bauteile zumeist diesel-
ben Bezugszeichen verwendet sind. Es ist jedoch
selbstverstandlich, dass Anderungen und Abwand-
lungen durchgefiihrt werden kénnen, ohne dabei den
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Schutzbereich der nachstehenden Anspriiche zu ver-
lassen.

Bezugszeichenliste

Probe

erste Lichtquelle

erstes, gepulstes Beleuchtungslichtbindel

zweite Lichtquelle

zweites, gepulstes Beleuchtungslichtbiindel

Umschaltvorrichtung

Umlenkspiegel

Strahlvereiniger

Priméarbeleuchtungslichtbiindel

10  Polarisationsstrahlteiler

1 erster Lichtweg

12  zweiter Lichtweg

13  erster Anteil

14  zweiter Anteil

15  akustooptisches Bauteil

16  Beleuchtungsstrahlengang

17  Objektiv

18  Strahlablenkreinrichtung

19  optischer Kristall

20 Piezo-Schallerzeuger

21  erstes Mittel zum Einstellen der Lange des
ersten Lichtweges

22  erster Doppelspiegel

23  zweites Mittel zum Einstellen der Lange des
zweiten Lichtweges

24  zweiter Doppelspiegel

25 Phaseneinstelimittel

26  Sensor

27  Regelungselektronik

28  Strahlteiler

Coo~NOGOPAWN-
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Untersuchen einer Probe, wo-
bei die Probe mit Beleuchtungslicht beaufschlagt wird
und von der Probe ausgehendes Detektionslicht zu
einem Detektor gelenkt wird und wobei das Beleuch-
tungslicht durch ein akustooptisches Bauteil gelenkt
wird, mit dem das Beaufschlagen der Probe mit Be-
leuchtungslicht zeitweise unterbrochen werden kann,
dadurch gekennzeichnet, dass die Probe mit einem
ersten Beleuchtungslichtblindel, das eine erste Line-
arpolarisationsrichtung aufweist, und mit einem zwei-
ten Bleuchtungslichtbiindel, dessen Linearpolarisati-
onsrichtung fortlaufend zwischen der ersten Linear-
polarisationsrichtung und einer zweiten, von der ers-
ten Linearpolarisationsrichtung verschiedenen, Line-
arpolarisationsrichtung umgeschaltet wird, beleuch-
tet wird, wobei das Beleuchtungslicht der ersten Li-
nearpolarisationslichtung entlang einem ersten Licht-
weg verlauft und das Beleuchtungslicht der zwei-
ten Linearpolarisationslichtung entlang einem zwei-
ten Lichtweg verlauft, und wobei das akustooptische
Bauteil den ersten Lichtweg und den zweiten Licht-
weg vereinigt, so dass das Beleuchtungslicht der ers-
ten Linearpolarisationslichtung kollienar vereinigt mit
dem Beleuchtungslicht der zweiten Linearpolarisati-
onslichtung auf einen gemeinsamen Beleuchtungs-
strahlengang zur Beleuchtung der Probe gelangt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in dem akustooptischen Bauteil we-
nigstens eine mechanische Welle propagiert, an der
wenigstens eines der Beleuchtungslichtbiindel ge-
beugt und dadurch auf den Beleuchtungsstrahlen-
gang zur Beleuchtung der Probe gelenkt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in dem akustooptischen Bauteil
a. eine erste mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt wird, dass an ihr das ers-
te Beleuchtungslichtbiindel gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung der
Probe gelenkt wird, und/oder dass
b. eine zweite mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt wird, dass an ihr das zwei-
te Beleuchtungslichtbiindel gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung der
Probe gelenkt wird, wenn dieses die erste Linearpo-
larisationsrichtung aufweist, und/oder dass
c. eine dritte mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt wird, dass an ihr das zwei-
te Beleuchtungslichtbiindel gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung der
Probe gelenkt wird, wenn dieses die zweite Linearpo-
larisationsrichtung aufweist.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
3, dadurch gekennzeichnet, dass das akustooti-
sche Bauteil wenigstens einen AOTF (acousto opti-
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cal tunable filter) aufweist, in dem die mechanische
Welle oder die mechanischen Wellen propagieren.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Priméarbeleuch-
tungslichtbindel, das das erste Beleuchtungslicht-
bindel und/oder das zweite Beleuchtungslichtbindel
kollinear vereinigt beinhaltet, in Abhangigkeit von der
Linearpolarisation, insbesondere mit einem Polarisa-
tionsstrahlteiler, rdumlich aufgespalten wird und die
Anteile unterschiedlicher Linearpolarisation getrennt
voneinander auf den ersten und zweiten Lichtweg ge-
lenkt werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass
a. zumindest ein Teilbereich der Probe mit dem ers-
ten Beleuchtungslichtbiindel und dem zweiten Be-
leuchtungslichtbiindel gescannt wird und/oder dass
b. die Foki des ersten Beleuchtungslichtblindel und
des zweiten Beleuchtungslichtbindels mit Hilfe einer
Strahlablenkeinrichtung Gber oder durch die Probe
bewegt werden und dabei das von der Probe ausge-
hende Detektionslicht detektiert wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass
a. das Beaufschlagen einer Probe mit dem ersten Be-
leuchtungslichtblindel und/oder mit dem zweiten Be-
leuchtungslichtbiindel mit dem akustooptischen Bau-
teil zeitweise unterbrochen wird und/oder dass
b. das Beaufschlagen einer Probe mit dem ersten Be-
leuchtungslichtblindel und/oder mit dem zweiten Be-
leuchtungslichtbiindel mit dem akustooptischen Bau-
teil, insbesondere automatisch, unterbrochen wird,
wenn das erste Beleuchtungslichtblindel und/oder
das zweite Beleuchtungslichtbliindel einen Bereich
der Probe beleuchten wirden, der auf3erhalb eines
zu untersuchenden Bereichs liegt, oder dass
c. das Beaufschlagen einer Probe mit dem ersten Be-
leuchtungslichtblindel und/oder mit dem zweiten Be-
leuchtungslichtbiindel mit dem akustooptischen Bau-
teil, insbesondere automatisch, in den Umkehrbe-
reichen eines maanderférmigen Scans und/oder auf
den Ricklaufbahnen unterbrochen wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass mit dem akusto-
optischen Bauteil die Lichtleistung des ersten und/
oder des zweiten Beleuchtungslichtblindels einge-
stellt und/oder geregelt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass
a. das erste Beleuchtungslichtbiindel und/oder dass
das zweite Beleuchtungslichtblindel gepulst sind,
und/oder dass
b. das erste Beleuchtungslichtblindel und das zweite
Beleuchtungslichtbindel mit derselben Pulsfolgefre-
quenz gepulst sind, und/oder dass
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c. die Pulsfolgefrequenz des ersten Beleuchtungs-
lichtbiindels und/oder die Pulsfolgefrequenz des
zweiten Beleuchtungslichtbiindels im Bereich von 40
MHz bis 100 MHz, insbesondere bei 80 MHz, liegt.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungs-
licht der ersten Linearpolarisationslichtung, das ent-
lang dem ersten Lichtweg verlauft, einen Zug ers-
ter Beleuchtungslichtpulse aufweist und dass das Be-
leuchtungslicht der zweiten Linearpolarisationslich-
tung, das entlang dem zweiten Lichtweg verlauft,
einen Zug zweiter Beleuchtungslichtpulse aufweist,
wobei
a. die Phase des Zugs von ersten Beleuchtungslicht-
pulsen relativ zu dem Zug von zweiten Beleuchtungs-
lichtpulsen eingestellt und/oder geregelt wird, oder
wobei
b. die Phase des Zugs von ersten Beleuchtungslicht-
pulsen relativ zu dem Zug von zweiten Beleuchtungs-
lichtpulsen zu Null eingestellt und/oder geregelt wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass
a. die Phase durch Verandern der Lange des ersten
und/oder des zweiten Lichtweges eingestellt oder ge-
regelt wird, und/oder dass
b. im ersten Lichtweg ein erstes Mittel zum Einstel-
len der Lange des ersten Lichtweges angeordnet ist
und/oder dass im zweiten Lichtweg wenigstens ein
zweites Mittel zum Einstellen der Lénge des zwei-
ten Lichtweges angeordnet ist, wobei das erste Mit-
tel und/oder das zweite Mittel Teil eines Regelkreises
zum Regeln der Phase ist.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch
gekennzeichnet, dass
a. die Phase mit Hilfe eines Sensors, insbesonde-
re mit Hilfe eines Zwei-Photonen-Absorptions-Detek-
tors, der, insbesondere parasitar, zumindest einen
Teil des vereinigten Beleuchtungslichtes empfangt,
erfasst wird und/oder dass
b. die Phase mit Hilfe eines Sensors erfasst wird, der
Teil eines Regelkreises zum Regeln der Phase ist.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, dass
a. die Linearpolarisation des zweiten Beleuchtungs-
lichtblindels mit einer Frequenz im Bereich von 10 bis
30 MHz, insbesondere im Bereich von 10 MHz bis 20
MHz, insbesondere von 20 MHz umgeschaltet wird
und/oder dass
b. die Linearpolarisation des zweiten Beleuchtungs-
lichtblindels mit einer Frequenz umgeschaltet wird,
die kleiner ist, als eine Pulsfolgefrequenz des ersten
und/oder des zweiten Beleuchtungslichtbindels.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass
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a. das erste Beleuchtungslichtbiindel als Stokes-Be-
leuchtungslichtbiindel und das zweite Beleuchtungs-
lichtbliindel als Pump-Beleuchtungslichtblindel zum
Durchfiihren einer Probenuntersuchung mittels ko-
harenter Raman-Spektroskopie und/oder zum Er-
zeugen einer Raman-Abbildung, insbesondere einer
SRS-Abbildung, wenigstens eines Teils einer mikro-
skopischen Probe verwendet wird, oder dass

b. das zweite Beleuchtungslichtbliindel als Stokes-
Beleuchtungslichtblindel und das erste Beleuch-
tungslichtbindel als Pump-Beleuchtungslichtbuindel
zum Durchfiihren einer Probenuntersuchung mittels
koharenter Raman-Spektroskopie und/oder zum Er-
zeugen einer Raman-Abbildung, insbesondere einer
SRS-Abbildung, wenigstens eines Teils einer mikro-
skopischen Probe verwendet wird.

15.  Vorrichtung, insbesondere Scanmikroskop,
zum Durchflihren eines Verfahrens nach einem der
Anspriche 1 bis 14.

16. Vorrichtung, insbesondere Scanmikroskop
oder konfokales Scanmikroskop, zum Untersuchen
einer Probe, wobei die Probe mit Beleuchtungslicht
beaufschlagt wird und von der Probe ausgehen-
des Detektionslicht zu einem Detektor gelenkt wird
und wobei das Beleuchtungslicht durch ein akusto-
optisches Bauteil gelenkt wird, mit dem das Beauf-
schlagen der Probe mit Beleuchtungslicht zeitweise
unterbrochen werden kann, dadurch gekennzeich-
net, dass das Beleuchtungslicht ein erstes Beleuch-
tungslichtbtndel mit einer ersten Linearpolarisations-
richtung aufweist, und ein zweites Bleuchtungslicht-
biindel, dessen Linearpolarisationsrichtung eine Um-
schaltvorrichtung, insbesondere ein akustooptischer
— oder elektrooptischer Modulator, fortlaufend zwi-
schen der ersten Linearpolarisationsrichtung und ei-
ner zweiten, von der ersten Linearpolarisationsrich-
tung verschiedenen, Linearpolarisationsrichtung um-
geschaltet, aufweist, wobei das Beleuchtungslicht
der ersten Linearpolarisationsrichtung entlang einem
ersten Lichtweg verlauft und das Beleuchtungslicht
der zweiten Linearpolarisationsrichtung entlang ei-
nem zweiten Lichtweg verlauft, und wobei das akus-
tooptische Bauteil die Lichtwege vereinigt, so dass
das Beleuchtungslicht der ersten Linearpolarisations-
lichtung kollienar vereinigt mit dem Beleuchtungslicht
der zweiten Linearpolarisationslichtung auf einen ge-
meinsamen Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuch-
tung der Probe gelangt.

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in dem akustooptischen Bau-
teil wenigstens eine mechanische Welle propagiert,
an der wenigstens eines der Beleuchtungslichtbundel
gebeugt und dadurch auf den Beleuchtungsstrahlen-
gang zur Beleuchtung der Probe gelenkt wird.
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18. Vorrichtung nach Anspruch 16 oder 17, da-
durch gekennzeichnet, dass in dem akustoopti-
schen Bauteil
a. eine erste mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt ist, dass an ihr das erste Be-
leuchtungslichtbliindel gebeugt und dadurch auf den
Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung der Pro-
be gelenkt wird, und/oder dass
b. eine zweite mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt ist, dass an ihr das zwei-
te Beleuchtungslichtbiindel gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Bleuchtung der
Probe gelenkt wird, wenn dieses die erste Linearpo-
larisationsrichtung aufweist, und/oder dass
c. eine dritte mechanische Welle propagiert, deren
Frequenz derart gewahlt ist, dass an ihr das zwei-
te Beleuchtungslichtbiindel gebeugt und dadurch auf
den Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung der
Probe gelenkt wird, wenn dieses die zweite Linearpo-
larisationsrichtung aufweist.

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
18, dadurch gekennzeichnet, dass das akustooti-
sche Bauteil wenigstens einen AOTF (acousto opti-
cal tunable filter) aufweist, in dem die mechanische
Welle oder die mechanischen Wellen propagieren.

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
19, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest ei-
ne Lichtquelle vorhanden ist, die ein Primarbeleuch-
tungslichtblindel, das das erste Beleuchtungslicht-
bindel und/oder das zweite Beleuchtungslichtbiin-
del beinhaltet, erzeugt und dass ein Polarisations-
strahlteiler das Primarbeleuchtungslichtbindel in Ab-
hangigkeit von der Linearpolarisation rdumlich aufge-
spaltet und die Anteile unterschiedlicher Linearpolari-
sation getrennt voneinander auf den ersten und zwei-
ten Lichtweg lenkt.

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
20, dadurch gekennzeichnet, dass
a. eine Strahlablenkeinrichtung vorhanden ist, die
das erste Beleuchtungslichtbiindel und/oder das
zweite Beleuchtungslichtbiindel zum Scannen einer
Probe ablenkt und/oder dass
b. eine Strahlablenkeinrichtung die Foki des ersten
Beleuchtungslichtbiindel und des zweiten Beleuch-
tungslichtblindels tber oder durch die Probe bewegt
und dabei das von der Probe ausgehende Detekti-
onslicht detektiert wird.

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
21, dadurch gekennzeichnet, dass
a. das akustooptischen Bauteil das erste Beleuch-
tungslichtbiindel und/oder das zweite Beleuchtungs-
lichtblindel, insbesondere automatisch, unterbricht,
wenn eine Probe nicht mit Beleuchtungslicht beauf-
schlagt werden soll, und/oder dass
b. das akustooptischen Bauteil das erste Beleuch-
tungslichtbiindel und/oder das zweite Beleuchtungs-
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lichtblindel, insbesondere automatisch, unterbricht,
wenn das erste Beleuchtungslichtblindel und/oder
das zweite Beleuchtungslichtblindel einen Bereich
der Probe beleuchten wirden, der aul3erhalb eines,
insbesondere zuvor festgelegten, zu untersuchenden
Bereichs liegt, und/oder dass

c. das akustooptische Bauteil das Beaufschlagen
einer Probe mit dem ersten Beleuchtungslichtbin-
del und/oder mit dem zweiten Beleuchtungslichtbin-
del, insbesondere automatisch, in den Umkehrbe-
reichen eines maanderférmigen Scans und/oder auf
den Ricklaufbahnen unterbrochen wird.

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
22, dadurch gekennzeichnet, dass mit dem akus-
tooptischen Bauteil die Lichtleistung des ersten und/
oder des zweiten Beleuchtungslichtbiindels einstell-
bar und/oder regelbar ist.

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis
23, dadurch gekennzeichnet, dass
a. das erste Beleuchtungslichtbiindel und/oder dass
das zweite Beleuchtungslichtblindel gepulst sind,
und/oder dass
b. das erste Beleuchtungslichtblindel und das zweite
Beleuchtungslichtblindel mit derselben Pulsfolgefre-
quenz gepulst sind, und/oder dass
c. die Pulsfolgefrequenz des ersten Beleuchtungs-
lichtblindels und/oder die Pulsfolgefrequenz des
zweiten Beleuchtungslichtblindels im Bereich von 40
MHz bis 100 MHz, insbesondere bei 80 MHz, liegt.

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis
24, dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuch-
tungslicht der ersten Linearpolarisationslichtung, das
entlang dem ersten Lichtweg verlauft, einen Zug ers-
ter Beleuchtungslichtpulse aufweist und dass das Be-
leuchtungslicht der zweiten Linearpolarisationslich-
tung, das entlang dem zweiten Lichtweg verlauft,
einen Zug zweiter Beleuchtungslichtpulse aufweist,
wobei
a. die Phase des Zugs von ersten Beleuchtungslicht-
pulsen relativ zu dem Zug von zweiten Beleuchtungs-
lichtpulsen mit einem Phaseneinstellmittel eingestell-
bar und/oder regelbar ist, oder wobei
b. die Phase des Zugs von ersten Beleuchtungslicht-
pulsen relativ zu dem Zug von zweiten Beleuchtungs-
lichtpulsen zu Null eingestellt und/oder geregelt ist.

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als Teil des Phaseneinstellmit-
tels, im ersten Lichtweg ein erstes Mittel zum Einstel-
len der Lange des ersten Lichtweges angeordnet ist
und/oder im zweiten Lichtweg wenigstens ein zweites
Mittel zum Einstellen der Lange des zweiten Lichtwe-
ges angeordnet ist.

27. Vorrichtung nach Anspruch 25 oder 26, da-
durch gekennzeichnet, dass
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a. ein Regelkreis zum Regeln der Phase auf einen
vorbestimmten oder vorbestimmbaren Wert vorhan-
den ist und/oder dass

b. ein Regelkreis zum Regeln der Phase vorhanden
ist, der die Phase auf Null regelt.

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch ge-
kennzeichnet, dass
a. ein Sensor, insbesondere ein Zwei-Photonen-Ab-
sorptions-Detektor, der, insbesondere parasitar, zu-
mindest einen Teil des vereinigten Beleuchtungslich-
tes empfangt, Bestandteil des Regelkreises ist und/
oder dass
b. das Phaseneinstellmittel Bestandteil des Regel-
kreises ist und/oder dass
c. eine Regelungselektronik, die Signale von dem
Sensor empfangt und Stellsignale an das Phasenein-
stellmittel ausgibt, Bestandteil des Regelkreises ist.

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
28, dadurch gekennzeichnet, dass
a. die Linearpolarisation des zweiten Beleuchtungs-
lichtblindels mit einer Frequenz im Bereich von 10 bis
30 MHz, insbesondere im Bereich von 10 MHz bis 20
MHz, insbesondere von 20 MHz umgeschaltet wird
und/oder dass
b. die Linearpolarisation des zweiten Beleuchtungs-
lichtblindels mit einer Frequenz umgeschaltet wird,
die kleiner ist, als eine Pulsfolgefrequenz des ersten
und/oder des zweiten Beleuchtungslichtbindels.

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 16 bis
29, dadurch gekennzeichnet, dass
a. das erste Beleuchtungslichtbiindel als Stokes-Be-
leuchtungslichtbiindel und das zweite Beleuchtungs-
lichtbiindel als Pump-Beleuchtungslichtblindel zum
Durchfiihren einer Probenuntersuchung mittels ko-
harenter Raman-Spektroskopie und/oder zum Erzeu-
gen einer Raman-Abbildung wenigstens eines Teils
einer mikroskopischen Probe fungiert, oder dass
b. das zweite Beleuchtungslichtbiindel als Stokes-
Beleuchtungslichtblindel und das erste Beleuch-
tungslichtblindel als Pump-Beleuchtungslichtbiindel
zum Durchfiihren einer Probenuntersuchung mittels
koharenter Raman-Spektroskopie und/oder zum Er-
zeugen einer Raman-Abbildung wenigstens eines
Teils einer mikroskopischen Probe fungiert.

31. Modul zur Herstellung einer Vorrichtung nach
einem der Anspriiche 16 bis 30, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Modul einen Polarisationsstrahl-
teiler, der den Beginn eines ersten und eines zweiten
Lichtweges definiert, und ein akustooptisches Bau-
teil, das den ersten und den zweiten Lichtweg verei-
nigt, aufweist.

32. Modul nach Anspruch 31, dadurch gekenn-
zeichnet, dass
a. im ersten Lichtweg ein erstes Mittel zum Einstellen
der Lange des ersten Lichtweges angeordnet ist und/
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oder im zweiten Lichtweg wenigstens ein zweites Mit-
tel zum Einstellen der Lange des zweiten Lichtweges
angeordnet ist und/oder dass

b. eine Regelungsvorrichtung zum Regeln der Pha-
se eines auf dem ersten Lichtweg propagierenen
Pulszuges relativ zu einem auf dem zweiten Licht-
weg propagierenden propagierenen Pulszuges vor-
handen ist.

33. Modul nach Anspruch 31 oder 32, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Modul einen Sensor, insbe-
sondere Zwei-Photonen-Absorptions-Detektor, zum
Ermitteln des MaRes der zeitlichen Uberlagerung von
ersten Beleuchtungslichtpulsen, die entlang dem ers-
ten Lichtweg propagieren und zweiten Beleuchtungs-
lichtpulsen, die entlang dem zweiten Lichtweg propa-
gieren, aufweist.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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