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(57) Zusammenfassung: Es wird beschrieben ein Lichtras-
termikroskop mit einem Anregungs- und einem Detektions-
strahlengang, Mittel (9) zur rasternden Abtastung eines Ob-
jektes (2) durch Verschieben eines abgebildeten eines
Spot-, Linien- oder Multispotbereiches Uber das Objekt (2)
und einem den Spot-, Linien- und Multispotbereich abbil-
denden Objektiv (6), wobei fiir das Objektiv (6) ein Fokus-
verstellmechanismus (A) vorgesehen ist, wobei eine Auto-
fokuseinrichtung (22) zum Erfassen einer Lage der Fokuse-
bene (F) des Objektives (6) vorgesehen ist, die unter-
schiedliche Tiefenbereich am abgebildeten Spot-, Linien-
oder Multispotbereich auf unterschiedliche Orte eines orts-
auflésenden Detektors (20) abbildet.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Lichtras-
termikroskop mit einem Anregungs- und einem De-
tektionsstrahlengang, Mitteln zur rasternden Abtas-
tung eines Objektes durch Verschieben eines abge-
bildeten Spot- oder Multispotbereiches Giber das Ob-
jekt und einem den Spot- oder Multispotbereich abbil-
denden Objektiv, wobei fur das Objektiv ein Fokus-
verstellmechanismus vorgesehen ist.

Stand der Technik

[0002] Lichtrastermikroskope sind im Stand der
Technik bekannt, hierzu wird beispielsweise auf die
DE 197 02 753 A1 oder die DE 102 57 237 A1 ver-
wiesen, die ein als Laserscanningmikroskop ausge-
bildetes Lichtrastermikroskop beschreibt. In diesem
Zusammenhang sei angemerkt, daf} hier unter dem
Begriff "Licht" der gesamte den optischen Gesetzen
gehorchende Bereich der Strahlung verstanden wird.

[0003] Lichtrastermikroskope erreichen ein Objekt-
bild Gblicherweise durch Abbildung des genannten
Spot- oder Multispotbereiches mit einer Detektion,
die keine Struktur des Spots oder der Multispots auf-
I6st (z.B. konfokale Detektion). Verschieben des
Spot- oder Multispotbereiches tiber das Objekt liefert
das Bild. Am Detektor liegt immer nur Strahlungsin-
formation zum jeweiligen Spot- bzw. Multispotbereich
vor, und ein elektronisches Zusammenfiigen dieser
Bildinformation unter Berilicksichtigung der Verschie-
bung des Spot- oder Multispotbereiches fihrt zum
gewunschten Bild. Konfokale Detektion ist dabei eine
Méoglichkeit, eine sehr hohe Tiefenauflosung zu errei-
chen. Die Signalauswertung ist dann im wesentlichen
auf die Fokalebene eingeschrankt, da auRerhalb der
Fokalebene liegende Bereiche keine wesentliche Si-
gnalinformation bei der konfokalen Detektion liefern;
sie werden vor oder hinter die Konfokalblende abge-
bildet.

[0004] Die Einstellung der Fokalebenenlage ist da-
mit flr ein Lichtrastermikroskop, insbesondere wenn
es mit konfokaler Detektion arbeitet, duf3erst wichtig.
Dies gilt insbesondere, wenn man eine Probe ver-
wendet, die dicker ist als der Scharfentiefebereich
des Objektivs. Man muf dann vor der Messung in der
Probe diejenige Ebene anfahren, die vermessen wer-
den soll. Zwar sind bei Ublichen Lichtrastermikrosko-
pen die Fokusverstellmechanismen hochprazise,
was es erlauben wirde, zuerst eine bekannte Refe-
renzflaiche anzufahren, und dann die Fokusebene
auf den gewtinschten Abstand zur Referenzflache zu
stellen, jedoch kann sich der Abstand der aktuellen
Fokusebene gegeniiber der Referenzflache aufgrund
thermischer Effekte, durch Erschitterungen oder
durch andere Stéreinflisse zeitlich verandern. Man
mifRte dann intermittierend immer wieder den Ab-
stand zur Referenzflache Uberprifen, was sehr auf-
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wendig ware.

[0005] Fur Ubliche Mikroskope bekannte Autofo-
kusansatze sind bei Lichtrastermikroskopen oftmals
nicht verwendbar. Dies gilt fUr alle Ansatze, die eine
strukturierte Beleuchtung der Probe vornehmen und
anhand der Struktur die Fokussierung erreichen. Da
bei einem Lichtrastermikroskop zu jedem Zeitpunkt
aber nur ein Spot- oder Multispotbereich ohne Aufl6-
sung der Struktur des einzelnen Spots abgebildet
wird, ist eine strukturierte Beleuchtung nicht méglich,
da die Struktur nicht aufgelést werden kénnte. Ansat-
ze wie aus der US 6.545.765 oder US 5.604.344, die
fur Autofokuszwecke eine strukturierte Probenbe-
leuchtung bewirken, sind deshalb fiir Lichtrastermik-
roskope generell untauglich.

Aufgabenstellung

[0006] Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu-
grunde, ein Lichtrastermikroskop der genannten Art
so auszugestalten, dall eine genaue Bestimmung
der Lage der Fokusebene aufwandsgering mdglich
ist.

[0007] Diese Aufgabe wird durch ein Lichtrastermik-
roskop der eingangs genannten Art gelost, das eine
Autofokuseinrichtung zum Erfassen einer Lage der
Fokusebene des Objektives aufweist, die unter-
schiedliche Tiefenbereiche am abgebildeten Spot-
oder Multispotbereich auf unterschiedliche Orte ei-
nes ortsauflosenden Detektors abbildet. Das erfin-
dungsgemalie Lichtrastermikroskop bildet somit an
jedem Spot einen Tiefenausschnitt auf den ortsauflo-
senden Detektor ab, so dafl3 die Lage nicht nur der
Fokusebene sondern auch einer Referenzebene,
beispielsweise eines Ubergangsglas/Probenmaterial
ermittelt werden kann. Das Lichtrastermikroskop er-
mittelt damit die Lage der Fokusebene bezogen zur
Referenzebene. Der Fokusverstellmechanismus wird
dann so angesteuert, dal® der Abstand der Fokuse-
bene, die die MelRebene darstellt, von der Referenze-
bene auf ein bestimmtes Mal konstant gehalten wird,
bzw. sich anwendungsspezifischen Vorgaben geman
verandert.

[0008] Die Erfindung setzt also erstmals eine tiefen-
aufgeldste Abbildung des Spot- oder Multispotberei-
ches zur Autofokussierung ein. Um die Tiefenauflo-
sung wiederzugeben, genigt ein eindimensionales
Detektorelement. Die Koordinate des Detektorele-
mentes skaliert die Tiefeninformation. Die Intensitat
der abgebildeten Strahlung aus dem Spot- oder Mul-
tispotbereich hangt von der einen Ortskoordinate des
Detektorelementes ab, welche wiederum unter Be-
ricksichtigung der Abbildungsgegebenheiten der
Tiefenkoordinate zugeordnet ist.

[0009] In der einfachsten Bauweise genugt folglich
eine Detektorzeile, auf die die tiefenabhangige orts-
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aufgeldste Abbildung so erfolgt, daf’ unterschiedliche
Tiefenbereiche auf unterschiedliche Bereiche der De-
tektorzeile zur Abbildung gebracht sind. Die Mitte der
Detektorzeile befindet sich in einer zur Fokalebene
konjugierten Ebene, anstatt der sonst tiblichen konfo-
kalen Blende.

[0010] Die tiefenauflésende Abbildung kann mittels
einer der Detektorzeile vorgeschalteten anamorpho-
tischen Optik realisiert werden, die auf die Detek-
torzeile einen Linienfokus bundelt, der mit der Detek-
torzeile in einer Ebene liegt und die Detektorzeile
schneidet. Eine Verkippung der anamorphotischen
Optik oder der Detektorzeile realisiert diese geomet-
rische Anordnung besonders einfach. Die anamor-
photische Optik kann beispielsweise als Zylinderlin-
se, als torische Linse oder als Kombination eines ein-
dimensionalen holographischen Diffusors mit einer
sphéarischen Linse realisiert werden.

[0011] Beim Lichtrastermikroskop kommen prinzipi-
ell der Anregungs- oder der Detektionsstrahlengang
in Frage, um die Strahlung firr die Autofokuseinrich-
tung auszukoppeln. Vorteilhafterweise erfolgt die Ein-
bindung in den Anregungsstrahlengang. Dann wird
Anregungslicht, das aus der Fokusebene des Objek-
tes bzw, von der Referenzebene zuruckreflektiert
wird, in der Autofokuseinrichtung verwendet. Eine Er-
héhung der Strahlungsleistung, mit der Anregungs-
licht auf das Objekt gerichtet ist, ist nicht nétig, da die
Autofokuseinrichtung sich auf die Strahlungsintensi-
tat im Detektionsstrahlengang in keiner Weise aus-
wirkt. Aus baulichen Grinden kann es naturlich auch
angezeigt sein, die Autofokuseinrichtung in den De-
tektionsstrahlengang einzubinden. Da das Autofo-
kusverfahren auf reflektiertes Licht von einer Refe-
renzebene angewiesen ist, sollte dafiir Sorge getrof-
fen werden, daf} der Spektralbereich des Anregungs-
lichtes zur Autofokuseinrichtung im Detektionsstrah-
lengang gelangen kann. Bei einem Laserscanningmi-
kroskop, dessen Detektoren entsprechende Anre-
gungsfilter vorgeschaltet sind, die Anregungslicht ab-
blocken, ist im Strahlengang bis zu diesen Anre-
gungsfiltern diese Bedingung ublicherweise erfillt.
Durch das konfokale Prinzip wird zurlickgestreutes
Licht aus anderen als der Probenebene unterdriickt.
Durch reflektierende  Grenzflichen  Glas/Luft,
Glas/Wasser oder auch Glas/Probe werden aber
Geisterbilder erzeugt, die nicht konfokal unterdriickt
werden, wenn sie auf die schrage Zeile abgedriickt
werden. Diese dienen nun zur Autofokussierung. Die
Referenzebene ist stets eine reflektierende Grenzfla-
che.

[0012] Die Auskopplung der Strahlung fur die Auto-
fokuseinrichtung im Strahlengang zwischen Detek-
tormodul bzw. Anregungsmodul und dem Scanner,
also bei ruhendem Strahl, bewirkt vorteilhafterweise,
daR die Tiefeninformation Uber die gesamte abgebil-
dete Flache des Objektes gemittelt wird. Einzelne
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Objektbereiche in der Fokusebene, die keine Strah-
lung ruckstreuen, wirken sich dann nicht stérend aus.

[0013] Die Autofokuseinrichtung erlaubt es dem
Lichtrastermikroskop nun, den Fokusverstellmecha-
nismus wunschgemafl anzusteuern. Es ist deshalb
eine Weiterbildung bevorzugt, bei der eine Steuerein-
heit vorgesehen ist, die Signale der Autofokuseinrich-
tung ausliest und den Fokusverstellmechanismus an-
steuert.

[0014] ZweckmaRigerweise wird die Steuereinheit
aus den Signalen die Lage der Fokusebene im Bezug
auf eine Referenzebene ermitteln. Es ist deshalb be-
vorzugt, dal} die Steuereinheit aus den Signalen ein
Mal fur einen Abstand zwischen der Fokusebene
des Objektives und einer Referenzebene am Objekt
feststellt und gegebenenfalls bei der Ansteuerung
des Fokusverstellmechanismus bertcksichtigt.

[0015] Die Signale der Autofokuseinrichtung kon-
nen in den genannten Ausfiihrungsformen das Signal
der Detektorzeile sein. Das Signal wird Ublicherweise
mindestens zwei Intensitdtsmaxima aufweisen: das
erste Maximum entspricht der Lage der aktuellen
MeRposition, d.h. der Lage der Fokusebene, das
zweite Maximum ist der Lage der Referenzebene,
beispielsweise einer Glas-/Prbbenmaterialgrenzfla-
che zuzuordnen.

[0016] Der Abstand der beiden Maxima liefert den
Abstand zwischen Fokusebene und Referenzebene,
wobei die Funktion, mit der die Tiefenauflosung auf
die Ortsauflésung des Detektors Ubertragen wird, zu
bericksichtigen ist. Je nach Ausfihrungsform kann
hierbei der Winkel zwischen Linienfokus und Langs-
achse der Detektorzeile, die Scharfentiefe des Ob-
jektives und der Abbildungsmalistab eingehen, um
den Abstand zwischen den Maxima in den Abstand
zwischen Fokusebene und Referenzebene umzure-
chen. Die Breite der Maxima wird dabei in der Regel
von der Scharfentiefe des Objektivs bestimmt.

[0017] Die anamorphotische Optik erzeugt den er-
wahnten Linienfokus. Die Intensitatsverteilung langs
des Linienfokus ist dabei nur selten konstant, bzw.
nur wenn erheblicher Aufwand getrieben wird. Einfa-
cher ist es, bei der Bestimmung der Maxima die In-
tensitatsverteilung langs des Linienfokuses zu be-
ricksichtigen. Im Falle einer Zylinderoptik entspricht
die Intensitatsverteilung langs der Linie dabei der In-
tensitatsverteilung der Spotbeleuchtung mit Anre-
gungslicht.

Ausfiuhrungsbeispiel
[0018] Die Erfindung wird nachfolgend unter Bezug-

nahme auf die Zeichnung beispielhalber noch néher
erlautert. Es zeigen:
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[0019] Fig. 1 eine schematische Darstellung eines
Lichtrastermikroskops mit einer Autofokuseinrich-
tung;

[0020] Fig. 2a—c unterschiedliche Bauweisen fir die
Autofokuseinrichtung der Fig. 1,

[0021] Fig. 3 eine vereinfachte Schnittdarstellung
eines mit dem Lichtrastermikroskop der Fig. 1 erfal3-
ten Objektes und

[0022] Fig.4 eine vereinfachte Darstellung eines
Signalverlaufes, wie er mit der Autofokuseinrichtung
des Lichtrastermikroskops der Fig. 1 anfallt.

[0023] Fig. 1 zeigt schematisch ein als Laserscan-
ningmikroskop 1 ausgebildetes Lichtrastermikros-
kop. Mit dem Laserscanningmikroskop 1 wird ein Ob-
jekt 2 auf noch zu erlauternde Art vermessen. Das
Laserscanningmikroskop 1 ist im wesentlichen in ein
Anregungsmodul 3, ein Detektionsmodul 4 sowie ein
Mikroskopmodul 5 unterteilbar. Das Anregungsmodul
3 stellt Anregungsstrahlung bereit und speist diese in
das Mikroskopmodul 5 ein, so daR sie als spotférmi-
ge Beleuchtung auf das Objekt 2 gerichtet wird. Die
spotférmige Beleuchtung wird vom Mikroskopmodul
5 rasternd Uber das Objekt 2 gefuihrt. Der am Objekt
2 dabei mit Anregungsstrahlung aus dem Anre-
gungsmodul 3 beleuchtete Spotbereich wird tber das
Mikroskopmodul 5 vom Detektionsmodul 4 konfokal
detektiert, z.B. in Form einer Fluoreszenzanalyse.

[0024] Das Mikroskopmodul 5 weist ein Objektiv 6
auf, das mittels eines Antriebes A in einer Fokusver-
stellung FV hinsichtlich der Lage der Fokusebene im
Objekt 2 verandert werden kann. Diese Fokusverstel-
lung ist beispielsweise in der DE 197 02 753 A1 na-
her erlautert.

[0025] Dem Obijektiv 6 ist eine Tubuslinse 7 vorge-
schaltet. Die vom Anregungsmodul 3 kommende
Strahlung wird mittels einer Scanoptik 8 sowie eines
Scanners 9 durch die Tubuslinse 7 und das Objektiv
6 als rasternder Spot Uber das Objektiv 2 geflihrt.
Gleichzeitig bewirkt der Scanner 9 in ungekehrter
Strahlrichtung zum Detektionsmodul 4 hin ein soge-
nanntes de-scannen, so daf® nach dem Scanner 9 im
Detektionsmodul 4 wieder ein ruhender Strahl vor-
liegt.

[0026] Der Anregungsstrahlengang des Anregungs-
moduls 3 und der Detektionsstrahlengang des Detek-
tionsmoduls 4 sind Uber einen Hauptfarbteiler HFT
vereinigt.

[0027] Die Wirkung des Hauptfarbteilers HFT ist
ebenfalls der bereits genannten DE 197 02 753 A1 zu
entnehmen. Anstelle eines dichroitischen Hauptfarb-
teilers kann auch ein farbneutraler Teiler verwendet
werden, wie er beispielsweise in der DE 102 57 237
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[0028] Im Detektionsstrahlengang des Detektions-
moduls 4 wird die Strahlung tber weitere, nicht naher
bezeichnete Farbteiler in einzelne Detektionskanale
aufgeteilt, die jeweils aus einem Photomultiplier 14
mit vorgeschaltetem Pinhole 15 sowie Pinholeoptik
16 aufgebaut sind. Das Pinhole 15 engt den Detekti-
onsbereich nahezu vollstandig auf die theoretische
Fokalebene ein; auflerhalb dieser Fokalebene er-
zeugte Strahlung kann das Pinhole 15 nicht passie-
ren.

[0029] Das Anregungsmodul 3 bewirkt eine Be-
leuchtung des Spots mit Strahlung verschiedener
Wellenldngen. Dazu sind verschiedene Beleuch-
tungskanale vorgesehen, die im Ausfiihrungsbeispiel
jeweils aus einem Laseranschlu® 10 bzw. 12 zum
Einkoppeln der Strahlung eines Lasers sowie Ein-
koppeloptik 11 bzw. 13 aufgebaut sind und welche
Uber eine nicht ndher bezeichnete Spiegeltreppe ver-
einigt werden. Zur Einstellung des Spotdurchmes-
sers ist ein Teleskop 17 vorgesehen, das fir die Ein-
kopplung entsprechend konditionierter Strahlung am
Hauptfarbteiler HFT sorgt.

[0030] Das insoweit dem Stand der Technik ent-
sprechende Laserscanningmikroskop 1 weist nun am
Anregungsmodul 3 einen Auskoppler 18 auf, der vom
Objekt 2 in den Anregungsstrahlengang des Anre-
gungsmoduls 3 riickgestreute Strahlung auskoppelt
und Uber hier als Anamorphot ausgebildete Optik 19
in einen Linienfokus LF biindelt. Im Falle eines Laser-
scanningmikroskops 1 mit Punktrasterung handelt es
sich bei der Optik 19 um einen Anamorphot. Bei ei-
nem linienscannenden Mikroskop kann eine sphari-
sche Optik 19 verwendet werden, da diese dann
schon einen Liniefokus liefert. Der Linienfokus LF ist
auf eine Detektorzeile 20 gerichtet, die mit der opti-
schen Achse OA einen Winkel a einschlief3t und vom
Linienfokus LF geschnitten wird. Der Linienfokus LF
und die Detektorzeile 20 liegen also in einer Ebene.
Der Anamorphot 19 und die Detektorzeile 20 bilden
eine Autofokuseinrichtung 22, deren Funktionsweise
anhand der Fig. 3 und Fig. 4 noch erlautert wird.

[0031] Eine mdégliche Ausgestaltung fir die Optik 19
zeigen die Fig. 2a—c. Zusatzlich ist exemplarisch in
Fig. 2b noch der Linienfokus LF bzw. in Fig. 2c die
Langsachse L der Detektorzeile 20 dargestellt. Die
Optik 19 kann als Kombination aus eindimensiona-
lem holographischen Diffusor 26 mit vorgeschalteter
spharischer Optik 25 (Fig. 2a), als torische Linse 24
(Fig. 2b) oder als Zylinderlinse 23 (Fig. 2c) ausgebil-
det sein, wenn das Laserscanningmikroskop einen
Punktspot zum Scannen verwendet.

[0032] Die Eig.1 und Eig.2 zeigen durchgangig
eine Schragstellung der Detektorzeile 20, um zu er-
reichen, dal® der Linienfokus LF schrag zur Langs-
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achse L der Detektorzeile 20 liegt. Diese gegenseiti-
ge Schraglage kann naturlich auch ohne Verkippung
der Detektorzeile 20 gegentiber der optischen Achse
OA erreicht werden, beispielsweise durch ein geeig-
netes holographisches Element oder eine schrag ge-
stellte Zylinderoptik.

[0033] Auch kann anstelle der Auskopplung der re-
flektierten Strahlung aus dem Anregungsstrahlen-
gang des Anregungsmoduls 3 auch eine Auskopp-
lung am Detektionsmodul 4 erfolgen, wenn der
Hauptfarbteiler HFT riickgestreute Anregungsstrah-
lung passieren lafdt. Eine mogliche Anbaustelle fir
die Autofokuseinrichtung 22 ist in Fig. 1 mit 30 be-
zeichnet und durch eine gestrichelte Linie angedeu-
tet.

[0034] Fig. 3 zeigt eine schematische Schnittdar-
stellung durch das Objekt 2, das mit dem Laserscan-
ningmikroskop 1 der Fig. 1 erfal’t wird. Das Objekt 2
weist einen Objekttrager 27 auf, auf dem abgedeckt
durch ein Deckglas 28 eine zu mikroskopierende
Zellschicht 29 angeordnet ist. Weiter ist exemplarisch
die Lage der Fokusebene F dargestellt, die derjeni-
gen Ebene entspricht, die durch die Konfokalitatsbe-
dingung des Detektionsmoduls 4, d.h. durch die aus-
wahlende Wirkung des Pinholes 15 festgelegt ist.
Oberhalb der Zellschicht 29 befindet sich ein Uber-
gang zum Deckglas 28. Ein solcher Glas/Zell-
schicht-Ubergang weist einen Brechzahlsprung auf.
Bekanntermafien wird an einem Brechzahlsprung
Strahlung grundsatzlich reflektiert. Der Brechzahl-
sprung des Ubergangs zwischen Deckglas 28 und
Zellschicht 29 kann somit als Referenzebene R ver-
wendet werden.

[0035] Die Abbildung des Linienfokuses LF in der
Autofokuseinrichtung 22 auf die Detektorzeile 20 be-
wirkt, da Strahlung, die aus unterschiedlichen Be-
reichen entlang der optischen Achse OA, auf der der
Spot beleuchtet bzw. abgetastet wird, entlang der De-
tektorzeile 20 aufgefachert wird. Das Ergebnis dieser
Auffacherung im Signal der Detektorzeile 20 zeigt

Fig. 4.

[0036] Der Reflex am Brechzahlsprung der Refe-
renzebene R fihrt zu einer gesteigerten Strahlungs-
intensitat an einer bestimmten Stelle der Detektorzei-
le 20. Im Signal S der Detektorzeile 20 findet sich ein
entsprechender Peak, der in Fig. 4 als referenzebe-
nen Peak PR bezeichnet ist. Die in der MeRebene,
d.h. der Fokusebene gemessene Struktur der Zell-
schicht flhrt ebenfalls zu einem Reflex, der an ande-
rer Stelle auf der Detektorzeile 20 auftritt, d.h. bei an-
derer x-Koordinate in Fig. 4 und ebenfalls zu einer
Erhéhung der Intensitat | fihrt (in Eig. 4 als Fokuse-
benenpeak PF bezeichnet).

[0037] Entlang der Detektorzeile 20, deren entspre-
chende x-Koordinate Ublicherweise durch die Pixel-
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nummer gegeben ist, finden sich also zwei Peaks,
namlich der Fokusebenenpeak PF und der Referen-
zebenenpeak PR, die um einen Pixelabstand d beab-
standet sind. Der Pixelabstand d kann auf einfache
Weise in den Abstand D zwischen der Fokusebene F
und der Referenzebene R umgerechnet werden.
Dazu ist zum einen der Abbildungsmalfstab der opti-
schen Abbildung zu berlicksichtigen. Zum anderen
spielt die Schragstellung der Detektorzeile 20, d.h.
der Winkel a zwischen Linienfokus LF und Langsebe-
ne L der Detektorzeile 20, eine Rolle.

[0038] Die Breite jedes Peak wird durch den Schér-
fentiefebereich des Objektivs 6 bestimmt. Sie kann
bei der Ermittlung des Schwerpunktes des Fokuse-
benenpeaks PF sowie des Referenzebenenpeaks
PR eingehen. Weiter kann bei der Peak- bzw.
Schwerpunktsbestimmung ein Grundverlauf des Sig-
nals S berlcksichtigt werden, der von der Intensitats-
verteilung herrihrt, die im Linienfokus LF grundséatz-
lich gegeben ist. Bei einem Gaulférmig beleuchteten
Spot wird man z.B. diese Gaulverteilung auch im Li-
nienfokus LF wiederfinden. Analoges gilt natrlich fur
andere Intensitatsverteilungen im beleuchteten Spot.

[0039] Die Ermittlung des Abstandes D wird im Aus-
fuhrungsbeispiel der Eig. 1 von einem Steuergerat
21 vorgenommen, das sowohl das Signal der Detek-
torzeile 20 ausliest, als auch den Antrieb A zur Fo-
kusverstellung des Objektivs 6 entsprechend ansteu-
ert. Das Steuergerat ermittelt weiter die
Peak-Schwerpunkte, den Peak-Abstand d und steu-
ert die Einstellung des Abstandes D auf ein bestimm-
tes MaR.

[0040] Die dargestellte Bauweise zeigt ein Laser-
scanningmikroskop 1 mit punktférmiger Rasterung.
Das Autofokusverfahren ist jedoch auch bei linienfor-
miger Rasterung einsetzbar, wobei dann da die Lini-
enform der Strahlung ohne anamorphotische Abbil-
dung bereits gegeben ist.

Patentanspriiche

1. Lichtrastermikroskop mit einem Anregungs-
und einem Detektionsstrahlengang, Mitteln (9) zur
rasternden Abtastung eines Objektes (2) durch Ver-
schieben eines abgebildeten Spot-, Linien- oder Mul-
tispotbereiches lber das Objekt (2) und einem den
Spot-, Linien- oder Multispotbereich abbildenden Ob-
jektiv (6), wobei fiir das Objektiv (6) ein Fokusverstell-
mechanismus (A) vorgesehen ist, dadurch gekenn-
zeichnet, dal} eine in den Anregungs- oder Detekti-
onsstrahlengang (3, 4) eingekoppelte Autofokusein-
richtung (22) zum Erfassen einer Lage der Fokusebe-
ne (F) des Objektives (6) vorgesehen ist, die unter-
schiedliche Tiefenbereiche am abgebildeten Spot-,
Linien- oder Multispotbereich auf unterschiedliche
Orte eines ortsaufldsenden Detektors (20) abbildet.
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2. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dal} die Autofokuseinrichtung
(22) eine langs einer Langsachse (L) verlaufende De-
tektorzeile (20) mit vorgeschalteter Optik (19) auf-
weist, wobei die Detektorzeile (20) mit ihrer Langs-
achse (L) zur optischen Achse (OA) verkippt ist und
die Optik (19) die ausgekoppelte Strahlung zu einem
Linienfokus (LF) bindelt, der im wesentlichen in der
von der Langsachse (L) und der optischen Achse
(OA) aufgespannten Ebene liegt, so dal® der Linien-
fokus (LF) langs der Detektorzeile (20) verlauft.

3. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, da® das Lichtrastermikroskop
einen Spot abbildet und die Optik (19) eine Zylinder-
linse (23), eine torische Linse (24) oder eine Kombi-
nation aus einem eindimensionalen holographischen
Diffusor (26) mit einer spharischen Linse (25) auf-
weist.

4. Lichtrastermikroskop nach einem der obigen
Anspriche, gekennzeichnet durch eine Steuereinheit
(21), die Signale (S) der Autofokuseinrichtung (22)
ausliest und den Fokusverstellmechanismus (A) an-
steuert.

5. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 4, da-
durch gekennzeichnet, dafl die Steuereinheit (21)
aus den Signalen (S) ein Mal} fur einen Abstand (D)
zwischen der Fokusebene (F) des Objektives (6) und
einer Referenzebene (R) am Objekt (2) ermittelt.

6. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 4 oder 5
jeweils in Kombination mit Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, da® die Steuereinheit (21) die von der
anamorphotischen Optik (19) bewirkte Intensitatsver-
teilung langs des Linienfokus (LF) berticksichtigt.

7. Lichtrastermikroskop nach Anspruch 5, da-
durch gekennzeichnet, daR die Steuereinheit (21) die
Fokusebene (F) in einem konstanten oder gezielt ein-
gestellten Abstand (D) zur Referenzebene (R) halt.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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