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(54) Bezeichnung: Mikroskop für evaneszente Beleuchtung und punktförmige Rasterbeleuchtung

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
ein Mikroskop (30) mit einem Objektiv (1) und einer Beleuch-
tungseinheit (31) zur wahlweisen Erzeugung eines durch
das Objektiv (1) verlaufenden orthoskopischen Strahlen-
gangs (14) zur punktförmigen Rasterbeleuchtung und eines
durch das Objektiv (1) verlaufenden konoskopischen Strah-
lengang (13) zur evaneszenten Beleuchtung eines Objekts,
wobei die Beleuchtungseinheit aufweist:
eine Lichtquelle (10) zur Erzeugung von Beleuchtungsstrah-
len entlang eines Beleuchtungsstrahlengangs (32),
eine Verstelleinheit (7) zur Ablenkung des Beleuchtungs-
strahlengangs (32),
ein der Verstelleinheit (7) nachgeordnetes Scanokular (8)
zur Fokussierung der Beleuchtungsstrahlen in eine Bildebe-
ne (11) des Scanokulars (8), und
eine in der Bildebene (11) des Scanokulars (8) angeordnete
Spiegelfläche (6) mit einem lichtdurchlässigen Bereich (27)
zur Erzeugung des orthoskopischen Strahlengangs (14) und
mit einem dem Scanokular (8) zugewandten zumindest teil-
weise verspiegelten Bereich (28) zur Erzeugung des kono-
skopischen Strahlengangs (13) aus dem Beleuchtungsstrah-
lengang (32),
wobei die Bildebene (11) des Scanokulars (8) bezogen auf
den konoskopischen Strahlengang (13) in einer zur Austritts-
pupille (2) des Objektivs (1) konjugierten Ebene liegt.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikro-
skop für die evaneszente Beleuchtung und die punkt-
förmige Rasterbeleuchtung, wobei ein Wechsel zwi-
schen diesen beiden Beleuchtungsarten möglich ist.
Außerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zum
Wechseln zwischen den genannten Beleuchtungsar-
ten.

Stand der Technik

[0002] Mikroskope, die einen Wechsel zwischen
evaneszenter Beleuchtung und punktförmiger Ras-
terbeleuchtung eines Objekts zulassen, sind aus dem
Stand der Technik bekannt.

[0003] Aus der WO 2005/031428 A1 ist ein Mikro-
skop mit evaneszenter Probenbeleuchtung bekannt,
welches zusätzlich eine optische Vorrichtung zur Ma-
nipulation einer Probe aufweist. Dabei dient ein Laser
zur Erzeugung eines Beleuchtungslichtstrahlenbün-
dels, das in die hintere Pupillenebene des Mikrosko-
pobjektivs fokussiert wird. Zur Einstellung des late-
ralen Abstands des Fokus dieses Laserlichtstrahlen-
bündels zur optischen Achse des Objektivs dient ei-
ne Strahlablenkeinrichtung, die einen kardanisch auf-
gehängten Drehspiegel umfasst. Bei ausreichendem
Abstand des Fokus zur optischen Achse des Objek-
tivs kommt es an der Grenzfläche zwischen Proben-
halter, beispielsweise ein Deckglas, und Probe zur
Totalreflexion. Das hierdurch entstehende evanes-
zente Feld dringt nur in die Grenzfläche der Probe ein
und nimmt mit Abstand zu dieser Grenzfläche expo-
nentiell ab. In der Grenzfläche der Probe befindliche
Fluorophore werden somit angeregt, während Hinter-
grundfluoreszenz erheblich reduziert werden kann.
Hierdurch wird der Bildkontrast verbessert. Dieses
Verfahren wird allgemein als Totalinterne-Reflexions-
Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM = Total Internal Re-
flection Fluorescence Microscopy) bezeichnet.

[0004] Die Vorrichtung zur Manipulation der Pro-
be umfasst beispielsweise einen Mehrlinienlaser,
aus dessen Emissionsspektrum die Anteile der ge-
wünschten Wellenlängen mit einem AOTF ("Acus-
to-Optical Tunable Filter") auswählbar sind. Mit ei-
ner weiteren Strahlablenkeinrichtung wird die Positi-
on des Manipulationslichtstrahlenbündels, das in die
Probe fokussiert wird, eingestellt.

[0005] Zur Umschaltung zwischen Manipulations-
und TIRF-Beleuchtung wird in einer Ausführungs-
form ein Klappspiegel in den TIRF-Beleuchtungs-
strahlengang eingeschwenkt, sodass der TIRF-Be-
leuchtungsstrahlengang auf die unverspiegelte Rück-
seite des Klappspiegels trifft und an seiner weite-
ren Ausbreitung gehindert ist. Der Klappspiegel ist in
seiner eingeschwenkten Stellung derart angeordnet,
dass das Manipulationslichtstrahlenbündel an dem

Klappspiegel reflektiert und dadurch in den Beleuch-
tungsstrahlengang eingekoppelt wird. In einer an-
deren Ausführung wird eine einzige Laserlichtquelle
mit auswählbaren Wellenlängen sowohl für die TIRF-
als auch für die Manipulationsbeleuchtung benutzt.
In diesem Fall wird zwischen den beiden Beleuch-
tungsarten umgeschaltet, indem lediglich eine An-
passungsoptik in den Beleuchtungsstrahlengang ein-
gebracht wird. Diese Anpassungsoptik bewirkt, dass
bei der TIRF-Beleuchtung das Laserstrahlenbündel
in die hintere Pupillenebene des Mikroskopobjektivs
fokussiert wird. Ohne Anpassungsoptik wird das La-
serstrahlenbündel hingegen in die Probe fokussiert.
Bei dem Manipulationslichtstrahlenbündel handelt es
sich in der Regel um einen Laserscanstrahl zur (kon-
fokalen) Rastermikroskopie.

[0006] Zur Umschaltung zwischen TIRF-Beleuch-
tung und Manipulationsbeleuchtung werden in dieser
Schrift folglich optische Bauteile (Klappspiegel oder
Anpassungsoptik) in den Beleuchtungsstrahlengang
eingebracht bzw. aus diesem herausgebracht.

[0007] Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im
Allgemeinen eine Lichtquelle, eine Fokussieroptik,
mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblen-
de – die sogenannte Anregungsblende – fokussiert
wird, einen Strahlteiler, eine Strahlablenkeinrichtung
zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine De-
tektionsblende und Detektoren zum Nachweis des
von der Probe emittierten Detektions-/Fluoreszenz-
lichtes. Das Beleuchtungslicht wird über einen Strahl-
teiler eingekoppelt. Das vom Objekt emittierte Fluo-
reszenz- oder Detektionslicht gelangt über die Strahl-
ablenkeinrichtung zurück zum Strahlteiler, passiert
diesen, um anschließend auf die Detektionsblende
fokussiert zu werden, hinter der sich die Detektoren
befinden. Diese Detektionsanordnung wird "Descan-
Anordnung" genannt. Detektionslicht, das nicht di-
rekt aus der Fokusregion stammt, passiert die Detek-
tionsblende nicht, sodass man eine Punktinformati-
on erhält, die durch sequentielles Abtasten des Ob-
jekts mit dem Fokus des Beleuchtungslichtstrahlen-
bündels zu einem dreidimensionalen Bild zusammen
gesetzt werden kann. Meist wird ein dreidimensiona-
les Bild durch schichtweise Bilddatennahme in ver-
schiedenen Fokusebenen erzielt.

[0008] Die US 7,187,494 B2 hat ein Mikroskop mit
einer Laserlichtquelle zum Gegenstand, wobei das
Mikroskop eine Ablenkeinheit zur Dezentrierung des
Laserstrahls aus der optischen Achse und ein Objek-
tiv, durch das der Laserstrahl hindurch tritt, aufweist.
Zur Umschaltung zwischen Scan- und TIRF-Mikro-
skopie wird in einem Ausführungsbeispiel eine soge-
nannte Kollektorlinsenanordnung vorgeschlagen, die
in den Beleuchtungsstrahlengang einbringbar bzw.
aus diesem herausbringbar angeordnet ist. Ist die
Kollektorlinsenanordnung im Beleuchtungsstrahlen-
gang, wird der Laserlichtstrahl dezentriert in die Pupil-
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le des Objektivs fokussiert (TIRF-Beleuchtung), wäh-
rend der Laserstrahl auf die Probe fokussiert wird und
diese scannt, wenn die Kollektorlinsenanordnung aus
dem Beleuchtungsstrahlengang entfernt ist.

[0009] Als nachteilig hat sich bei diesem Mikro-
skop herausgestellt, dass die Umschaltung zwischen
TIRF- und Scan-Mikroskopie für viele Anwendungs-
fälle zu langsam ist und der Justieraufwand für die
in den Beleuchtungsstrahlengang einbringbaren Ele-
mente sehr hoch ist, wenn eine präzise Strahlführung
in beiden Mikroskopiearten erreicht werden soll.

[0010] Aus der WO 2007/020251 A1 ist ein Mi-
kroskop für die TIRF-Mikroskopie bekannt, bei dem
Laserlicht einer Laserlichtquelle zunächst über ein
Loch in einem Spiegel und anschließend über eine
Verstelleinheit in Richtung Mikroskopobjektiv gelenkt
wird. Für den Laserstrahl stellt sich das Loch auf der
unverspiegelten Seite des Spiegels als normale Blen-
denöffnung dar, deren Durchmesser dem Durchmes-
ser des Beleuchtungslichtstrahls an der Stelle des
Spiegels entspricht. Die verspiegelte Fläche befindet
sich auf der anderen Spiegelseite. Über die Verstell-
einheit erhält der Laserstrahl seine für die TIRF-Be-
leuchtung notwendige Dezentrierung. Auf diese Wei-
se kann er unter einem kritischen Winkel auf die
Grenzfläche zwischen Probenträger und Objekt fal-
len. Dieser kritische Winkel hat beispielsweise für den
Übergang von Deckglas mit einem Brechungsindex
n1 = 1,518 zu Wasser mit einem Brechungsindex n2
= 1,33 einen Wert von 61°, der Winkel der Totalrefle-
xion.

[0011] In einer Ausführungsform wird der Laser-
strahl mittels der Verstelleinheit derart rotationssym-
metrisch zur Hauptachse des Objektivs geführt, dass
im Objekt aufgrund Totalreflexion ein evaneszen-
tes Feld erzeugt wird. Nur wenn der Brechungsin-
dex der Probe bekannt ist, kann der hierfür benötig-
te Winkel der Totalreflexion berechnet werden. Häu-
fig hat man es allerdings mit unterschiedlichen Pro-
ben üblicherweise unbekannter Brechungsindizes zu
tun. Um dennoch den Winkel der Totalreflexion em-
pirisch angeben zu können, also die evaneszen-
te Beleuchtung automatisch einstellen zu können,
schlägt diese Schrift vor, das Reflexionslicht zu de-
tektieren, das entsteht, bevor der kritische Winkel
der Totalreflexion erreicht ist. Dieses Licht gelangt
durch das Mikroskopobjektiv zurück zur Verstellein-
heit und von dort auf die spiegelnde Fläche des im
Beleuchtungsstrahlengang angeordneten Spiegels.
Von dort wird das Reflexionslicht in einen Detektor
reflektiert. Bei Erreichen des Winkels der Totalreflexi-
on fällt der Anteil des Reflexionslichtes drastisch ab,
da der Laserstrahlengang nunmehr im Probenträger
an der Grenzfläche zum Objekt totalreflektiert wird
und das evaneszente Feld anregt. Aus diesem Über-
gang lässt sich die Position der Totalreflexion, also

der Grad der hierfür notwendigen Ablenkung durch
die Verstelleinheit, bestimmen.

[0012] In modernen, insbesondere inversen Mikro-
skopen sind heute zur Untersuchung lebender Sys-
teme wie Zellen verschiedene Beleuchtungsmetho-
den für ein und dieselbe Probe notwendig. Hierzu
werden in aller Regel Laser mit verschiedenen Wel-
lenlängen zeitlich hintereinander in sehr kurzen Zeit-
abständen zur Anregung oder Manipulation der Pro-
be und zur anschließenden Messung und Auswer-
tung geschaltet. Bei den oben beschriebenen Syste-
men zur TIRF- und Laser scan-/Rastermikroskopie
müssen Spiegel- und/oder Linsenelemente mecha-
nisch in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht
oder aus diesem herausgebracht werden. Werden
einzelne Beleuchtungsmodule mit Hilfe solcher be-
wegbaren optischen Elemente zusammengekoppelt,
hat jedes Modul seine spezielle Laserlichtbeleuch-
tung, die für das Experiment häufig aufwändig unter-
einander synchronisiert werden muss. Das mechani-
sche Ein- und Herausbringen der optischen Elemen-
te wirkt sich negativ auf die gewünschten kurzen Zeit-
abstände zwischen Anregung/Manipulation und Mes-
sung/Auswertung aus. Weiterhin sind solche mecha-
nischen Schalt- und Verschiebeanordnungen in den
für die Anwendung notwendigen Genauigkeiten me-
chanisch aufwändig und entsprechend teuer.

[0013] Neben den oben genannten Beleuchtungs-
methoden seien im Folgenden noch FRAP (englisch:
"Fluorescence Recovery After Photobleaching") und
FRET (englisch: "Förster Resonance Energy Trans-
fer") erwähnt. Bei FRAP wird ein Farbstoff in der Pro-
be mit hohen Intensitäten x-y-genau zerstört (aus-
geblichen), anschließend werden benachbarte Kom-
partments über eine geeignete Beleuchtung bei-
spielsweise eine TIRF-Beleuchtung, angeregt. Sind
die ausgeblichenen und angeregten Kompartments
verbunden, so kann Farbstoff über Diffusion in die
ausgeblichenen Bereiche gelangen. Um dies zu de-
tektieren, sind hohe Umschaltraten erforderlich.

[0014] Bei der FRET-Methode werden Fluoropho-
re eingesetzt, bei denen der Donor angeregt wird
und der Akzeptor aufgrund Resonanzenergietransfer
Licht emittiert. Mittels punktgenauer Laserscanning-
Beleuchtung einer geeigneten Frequenz können se-
lektiv die Akzeptoren zerstört (ausgeblichen) werden,
während die Donoren erhalten bleiben. Die Intensi-
tät des Resonanzenergietransfers hängt unter ande-
rem vom Abstand von Donor und Akzeptor ab. Ist der
Abstand zu groß oder sind die Akzeptoren ausgebli-
chen, so strahlt der Donor selbst die Energie als Fluo-
reszenzemission ab. Der notwendige Abstand für den
Resonanzenergietransfer liegt im Bereich von etwa
0,5 bis 10 nm. Die Messung der Strahlungsintensi-
tät des Donorfarbstoffs in Ab- und in Abwesenheit
des Akzeptorfarbstoffs lässt Rückschlüsse auf bio-
chemische Vorgänge in der Probe zu. So können Do-
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nor bzw. Akzeptor-Farbstoffe an Substanzen gekop-
pelt werden, deren räumliche Wechselwirkung unter-
sucht werden soll. Findet ein Energietransfer statt,
der messbar ist anhand der oben genannten Strah-
lungsintensität, so stehen die beiden Substanzen in
räumlicher Wechselwirkung. Im Vergleich zur FRAP-
Methode ist bei der FRET-Methode eine weniger ho-
he Umschaltrate erforderlich, allerdings sind die An-
forderungen an die Auflösung zur Untersuchung der
biochemischen Prozesse in den untersuchten Zellen
erhöht.

[0015] Ein weiteres scannendes Abbildungsverfah-
ren stellt die Multiphotonenmikroskopie dar. Mit Hil-
fe eines fokussierten Laserstrahls hoher Energie
werden dabei nichtlineare optische Effekte erzeugt.
Aufbau und Arbeitsweise eines Multiphotonenmikro-
skops ähneln denen eines konfokalen Laser-Scan-
ningmikroskops. Während letzteres Eindringtiefen je
nach Präparat von 50 bis 80 µm erzielt, können mit
der Multiphotonenmikroskopie Eindringtiefen von ei-
nigen 100 µm erreicht werden. Auf diese Weise kann
die Bildgebung in tiefere Gewebebereiche vordrin-
gen. Bei der Multi-Photonen-Fluoreszenzmikrosko-
pie werden zwei oder mehr gleichzeitig einfallende
Photonen von einem Elektron eines Farbstoffs absor-
biert, wobei der Übergang in den Grundzustand unter
Abgabe eines kurzwelligen Photons erfolgt. Die An-
regungsphotonen besitzen demgegenüber eine län-
gere Wellenlänge. Bei der Zwei-Photonen-Anregung
beträgt die Anregungswellenlänge in etwa das Dop-
pelte der normalerweise bei der Fluoreszenzmikro-
skopie verwendeten Anregungswellenlänge.

[0016] Um die gleichzeitige Absorption von zwei
oder mehr Photonen zu erreichen, sind hohe Pho-
tonendichten erforderlich, die durch gepulste Laser
hoher Intensität bereitgestellt werden können. Wie
bei einem konfokalen Raster- bzw. Laserscanning-
Mikroskop wird der Laserstrahl durch das Objektiv
des Mikroskops auf einen Punkt des Präparats fokus-
siert. Mittels einer Abtasteinheit wird der fokussierte
Laserstrahl über das Präparat gescannt. Die abge-
gebene Fluoreszenzstrahlung wird über das Objektiv
und einen dichroitischen Strahlteiler zu einem Detek-
tor geleitet. Die Pausen zwischen zwei Laserpulsen
sind so lang, dass die ins Präparat eingebrachte En-
ergie in einem Bruchteil dieser Zeit als Fluoreszenz-
strahlung wieder abgegeben werden kann. Die De-
tektoren messen also die Helligkeit jedes Bildpunk-
tes, sodass nach Abscannen des Präparats ein voll-
ständiges Bild des Präparats zusammengesetzt wer-
den kann.

[0017] Ein Vorteil der Multiphotonenmikroskopie ge-
genüber der konfokalen Laserscanningmikroskopie
ist die höhere Eindringtiefe. Beispielsweise wird bei
der Zwei-Photonen-Mikroskopie infrarotes Licht zur
Anregung eingesetzt, das in biologischem Gewebe
viel weniger gestreut und absorbiert wird als sicht-

bares Licht. Im Gegensatz zur konfokalen Laser-
scanningmikroskopie kann bei der Multiphotonenmi-
kroskopie die gesamte vom Objektiv aufgenomme-
ne Fluoreszenz für das zu erstellende Bild verwen-
det werden; somit ist keine Lochblende (pinhole) nö-
tig, um Licht aus anderen Ebenen auszufiltern. Die
Lichtintensitäten außerhalb der Fokusebene reichen
nämlich nicht aus, um dort eine Multiphotonenan-
regung des Fluoreszenzfarbstoffs zu bewirken. Es
ist daher auch nicht nötig, die Fluoreszenzstrahlung
über die Scanspiegel aufzufangen ("non-descanned
detection"). Mit einem Kurzpuls-Laser und einem in-
tegralen Detektor kann ein solches System als TIRF-
und Multi-Photonen-System kombiniert werden. Auf-
gabe vorliegender Erfindung ist es, ein Mikroskop
anzugeben, das ohne mechanisches Ein- und Her-
ausbringen von Optikelementen in bzw. aus dem
Beleuchtungsstrahlengang einen schnellen Wech-
sel zwischen punktförmiger Rasterbeleuchtung (auch
Bildscannen) und evaneszenter Beleuchtung (auch
Pupillenscannen) ermöglicht. Im Folgenden soll der
Beleuchtungsstrahlengang für die punktförmige Ras-
terbeleuchtung "orthoskopischer Strahlengang" und
der Beleuchtungsstrahlengang für die evaneszen-
te Beleuchtung "konoskopischer Strahlengang" ge-
nannt werden.

Kurzfassung der Erfindung

[0018] Diese Aufgabe wird durch ein erfindungs-
gemäßes Mikroskop gemäß Anspruch 1 sowie ein
Verfahren gemäß Anspruch 15 gelöst. Das erfin-
dungsgemäße Mikroskop weist ein Objektiv und ei-
ne Beleuchtungseinheit zur wahlweisen Erzeugung
eines durch das Objektiv verlaufenden orthoskopi-
schen Strahlengang zur punktförmigen Rasterbe-
leuchtung und eines durch das Objektiv verlaufen-
den konoskopischen Strahlengang zur evaneszen-
ten Beleuchtung eines Objekts auf. Die Beleuch-
tungseinheit des Mikroskops umfasst eine Lichtquel-
le zur Erzeugung von Beleuchtungsstrahlen entlang
eines Beleuchtungsstrahlengangs, eine Verstellein-
heit zur Ablenkung des Beleuchtungsstrahlengangs
und ein der Verstelleinheit nachgeordnetes Scano-
kular zur Fokussierung der Beleuchtungsstrahlen in
eine Bildebene des Scanokulars. Die Verstelleinheit
(Scanner) lenkt die Beleuchtungsstrahlen aus der op-
tischen Achse, wobei die abgelenkten Beleuchtungs-
strahlen von dem Scanokular in die Bildebene des
selbigen fokussiert werden.

[0019] Der Verstelleinheit nachgeordnet ist eine fest-
stehende Spiegelfläche mit einem (zumindest teil-
weise) lichtdurchlässigen und einem (zumindest teil-
weise) verspiegelten Bereich angeordnet. Der licht-
durchlässige Bereich dient der Erzeugung des or-
thoskopischen Strahlengangs nach Durchtritt der Be-
leuchtungsstrahlen durch diesen lichtdurchlässigen
Bereich der Spiegelfläche, während der verspiegelte
Bereich der Erzeugung des konoskopischen Strah-
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lengangs aus dem Beleuchtungsstrahlengang nach
Ablenkung des selbigen an der verspiegelten Fläche
dient. Hierbei liegt die Bildebene des Scanokulars be-
zogen auf den konoskopischen Strahlengang in einer
zur Austrittspupille des Objektivs konjugierten Ebene.

[0020] Erfindungsgemäß kann bei dem geschil-
derten Aufbau des Mikroskops der orthoskopische
Strahlengang dadurch erzeugt werden, dass der
Beleuchtungsstrahlengang mittels der Verstelleinheit
derart abgelenkt wird, dass er durch den lichtdurch-
lässigen Bereich der Spiegelfläche tritt, während der
konoskopische Strahlengang dadurch erzeugt wird,
dass der Beleuchtungsstrahlengang mittels der Ver-
stelleinheit derart abgelenkt wird, dass er auf den ver-
spiegelten Bereich der Spiegelfläche trifft.

[0021] Vorteilhafte Verwendungen der Erfindung
sind in den entsprechenden Verwendungsansprü-
chen angegeben.

[0022] Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung
ergeben sich aus den jeweiligen Unteransprüchen
und der nachfolgenden Beschreibung.

Vorteile der Erfindung

[0023] Die vorliegende Erfindung erlaubt einen
schnellen Wechsel zwischen den beiden genannten
Beleuchtungsarten Bildscannen und Pupillenscan-
nen, wozu Bild- und Pupillenlage im Spiegelflächen-
bereich vertauscht werden. Die Spiegelfläche ist bei-
spielsweise in der Bildebene des Scanokulars an-
geordnet. Zum Bildscannen wird der Beleuchtungs-
strahlengang von der Verstelleinheit (Scanner) der-
art abgelenkt, dass die Fokuspunkte der Beleuch-
tungsstrahlen innerhalb des lichtdurchlässigen Be-
reichs der feststehenden Spiegelfläche liegen. Der
lichtdurchlässige Bereich ist im einfachen Fall eine
Öffnung der Spiegelfläche. Alternativ kann die Spie-
gelfläche im lichtdurchlässigen Bereich anstelle ei-
ner spiegelnden, also hochreflektierenden Beschich-
tung, wie sie in einem verspiegelten Bereich auf das
Trägerglas aufgebracht ist, eine stark reflexionsmin-
dernde Beschichtung aufweisen, hat hierzu zweck-
mäßigerweise die Größe des maximalen Bildscanfel-
des, dessen Grenzen durch den Übergang zur eva-
neszenten Beleuchtung definiert sind: Wird nämlich
die Austrittspupille eines Mikroskopobjektivs, hier ei-
nes TIRF-Objektivs, bis zur Grenzapertur der Total-
reflexion (ca. 1,37) vergrößerungstechnisch über den
konoskopischen Strahlengang derart in die Bildebe-
ne des Scanokulars abgebildet, dass sie kongruent
zum maximalen Bildscanfeld ist und wird die Spie-
gelfläche mit ihrem lichtdurchlässigen Bereich von
der Größe des maximalen Bildscanfeldes unter ei-
nem vom 0° verschiedenen Winkel, zweckmäßiger-
weise unter 45°, in die Bildebene des Scanokulars
gestellt, werden die Lichtstrahlen zur Erzeugung eva-
neszenter Beleuchtung außerhalb des lichtdurchläs-

sigen Bereichs am verspiegelten Bereich in den ko-
noskopischen Strahlengang reflektiert.

[0024] Auf diese Weise kann durch einfache Steue-
rung des Scanwinkels durch den Scanner (Verstell-
einheit) zwischen Bildscannen und Pupillenscannen
gewechselt werden. Solange nämlich der Scanwin-
kel in einem Bereich liegt, bei dem die Beleuchtungs-
strahlen innerhalb des lichtdurchlässigen Bereichs
der Spiegelfläche liegen, kann das Bildscannen, al-
so die punktförmige Rasterbeleuchtung, bis zu einem
maximalen Scanfeld erfolgen. Erst wenn der Scan-
winkel größer wird, fallen die Beleuchtungsstrahlen
der Lichtquelle auf den verspiegelten Bereich der
Spiegelfläche und werden in den konoskopischen
Strahlengang geleitet und so abgebildet, dass die Be-
leuchtungsstrahlen auf den äußeren Bereich der Ob-
jektivpupille des Objektivs fokussiert werden.

[0025] Somit ist ein Übergang von Bildscannen zu
Pupillenscannen, also zur evaneszenten Beleuch-
tung, nur durch Veränderung des Scanwinkels mög-
lich, ohne optische Bauteile in den Beleuchtungs-
strahlengang einzubringen oder aus dem Beleuch-
tungsstrahlengang heraus zu befördern. Alle opti-
schen Bauteile des erfindungsgemäßen Mikroskops
können initial fix justiert und brauchen bei Gebrauch
des Mikroskops nicht mehr verändert werden. Außer-
dem kann eine einzige Lichtquelle für beide Strah-
lengänge verwendet werden, wodurch eine aufwän-
dige Synchronisierung und Justage entfällt; zudem
besteht ein entsprechender Kostenvorteil. Das erfin-
dungsgemäße Mikroskop realisiert beide Strahlen-
gänge in einem einzigen System, das insbesondere
von einem einzigen Rechner mit zentraler Software
angesteuert werden kann. Ein weiterer Vorteil des
erfindungsgemäßen Mikroskops ist, dass normales
Bildscannen auch mit anderen Objektiven (also nicht
TIRF-Objektiven) bis zum maximalen Scanfeld ohne
Einschränkungen möglich ist.

[0026] Die vorliegende Erfindung eignet sich somit
nicht nur für schnelle Wechsel zwischen evaneszen-
ter Beleuchtung und punktförmiger Rasterbeleuch-
tung, sondern auch als Universalmodul zur Photo-
manipulation. Hierzu sei auf die in der Beschrei-
bungseinleitung genannten Verfahren, wie FRAP
oder FRET, verwiesen. Weiterhin ist die Kombina-
tion mit einem Kurzpuls-Laser (z.B. preisgünstiger
Faserlaser) und einer integralen Detektion (mit ei-
nem so genannten Non-Descanned-Detektor) als
preiswertes Multiphotonen-Abbildungssystem denk-
bar. Durch das Abscannen der Probe im Bildscan-
modus kann sie im Sinne der Multiphotonenmikro-
skopie dreidimensional abgebildet werden. Die Öff-
nung in der Spiegelfläche beschränkt auch hier, wie
bereits erläutert, die Größe des maximalen Scanfel-
des. Die Multiphotonen-Mikroskopie wurde ebenfalls
in der Beschreibungseinleitung bereits erläutert. Zu-
sammenfassend kann vorliegende Erfindung in ver-
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schiedenen scannenden Abbildungsverfahren einge-
setzt werden, die sich in folgende Gruppen einteilen
lassen: Konfokalmikroskopie (mit z-Auflösung), Weit-
feld-Mikroskopie mit Manipulationslaser, Multiphoto-
nen-Mikroskopie und nicht-konfokale Bildaufnahme
(ohne z-Auflösung). Die erwähnte Weitfeld-Mikrosko-
pie kann jeweils mit der Multiphotonen-Mikroskopie
oder mit der nicht-konfokalen Bildaufnahme (ohne z-
Auflösung) kombiniert werden.

[0027] Es ist insbesondere vorteilhaft, wenn der
lichtdurchlässige Bereich der Spiegelfläche eine ein-
fache Öffnung in einer sonst verspiegelten Spiegelflä-
che darstellt, wobei die Öffnung zur Hauptachse des
Beleuchtungsstrahlengangs zentriert angeordnet ist.
Als Hauptachse des Beleuchtungsstrahlengangs soll
in dieser Anmeldung die Achse des nicht abgelenkten
Beleuchtungsstrahlengangs, also die optische Ach-
se, verstanden werden.

[0028] Zur wirksamen Auskopplung der an dem ver-
spiegelten Bereich der Spiegelfläche reflektierten
Lichtstrahlen ist die Spiegelfläche geneigt zur Haupt-
achse des Beleuchtungsstrahlengangs angeordnet,
wobei der Neigungswinkel insbesondere 45° beträgt.

[0029] Es ist besonders vorteilhaft, wenn der licht-
durchlässige Bereich der Spiegelfläche eine geome-
trische Form besitzt, deren Projektion auf eine Ebene
senkrecht zur Hauptachse des Beleuchtungsstrah-
lengangs eine Kreisform ergibt. Dies wird durch die
Geometrie einer Ellipse erfüllt. Die Achsen der Ellipse
sind derart bemessen, dass die erwähnte Projektion
eine Kreisform ergibt.

[0030] Ab bestimmten Scanwinkeln gelangt das Be-
leuchtungslicht auf den verspiegelten Bereich der
Spiegelfläche und wird in den konoskopischen Strah-
lengang reflektiert. In diesem Fall ist es zweckmäßig,
wenn eine Zusatzoptik zur Einkopplung des kono-
skopischen Strahlengangs in das Mikroskopobjektiv
vorgesehen ist. Diese Zusatzoptik ist insbesondere
derart ausgelegt, dass der Fokus der Beleuchtungs-
strahlen des konoskopischen Strahlengangs nun-
mehr in der Austrittspupille des Objektivs, insbeson-
dere an deren Rand, liegt. Vorteilhafterweise um-
fasst die Zusatzoptik ein Spiegelsystem und ein opti-
sches System, insbesondere in Form einer Bertrand-
linse. Während über das Spiegelsystem der kono-
skopische Strahlengang in Richtung Mikroskopobjek-
tiv geführt wird, ist die Abbildung der Bertrandlinse
derart ausgeführt, dass die Beleuchtungsstrahlen am
Rand der Austrittspupille des Mikroskopobjektivs fo-
kussiert werden.

[0031] Als besonders vorteilhaft hat sich herausge-
stellt, dass die Zusatzoptik einen Strahlteiler aufweist,
der im orthoskopischen Strahlengang angeordnet ist
und den konoskopischen Strahlengang mit dem or-
thoskopischen Strahlengang zusammenführt, bevor

beide Strahlengänge das Mikroskopobjektiv durch-
setzen.

[0032] Eine zweckmäßige Zusatzoptik umfasst folg-
lich nachfolgende optische Bauteile: Eine erste Linse,
gefolgt von einem Umlenkspiegel, der den konosko-
pischen Strahlengang in eine im Wesentlichen par-
allele Richtung zum orthoskopischen Strahlengang
lenkt. Dem Umlenkspiegel folgt ein weiterer Umlenk-
spiegel, der den konoskopischen Strahlengang im
Wesentlichen um 90° umlenkt, um eine zweite Linse
zu passieren. Anschließend trifft der konoskopische
Strahlengang auf einen Strahlteiler, der im orthosko-
pischen Strahlengang angeordnet ist, wobei dieser
Strahlteiler den orthoskopischen Strahlengang pas-
sieren lässt, während er den konoskopischen Strah-
lengang derart reflektiert, dass beide Strahlengänge
zusammen zum Mikroskopobjektiv geführt werden.

[0033] In einer besonderen Ausgestaltung des
Strahlteilers wird ein Polarisationsstrahlteiler verwen-
det. In diesem Fall kann zur Beleuchtung polarisiertes
Laserlicht verwendet werden, wobei in einen der bei-
den Strahlengänge eine λ/2-Platte eingebracht wird,
um den betreffenden Strahlengang entgegengesetzt
zu polarisieren. Beispielsweise kann bei dem eben
beschriebenen Aufbau der Zusatzoptik die λ/2-Plat-
te zwischen den beiden Umlenkspiegeln im kono-
skopischen Strahlengang angeordnet sein. Je nach
Polarisation ist der Polarisationsstrahlteiler durchläs-
sig oder reflektierend. Auf diese Weise gelingt ei-
ne Strahlteilung bei gleicher Wellenlänge und im
betrachteten Fall die Zusammenführung der beiden
Strahlengänge bei gleichen Wellenlängen. Sollten für
die beiden Beleuchtungsarten unterschiedliche Wel-
lenlängen eingesetzt werden, kann als Strahlteiler
ein entsprechender wellenlängensensitiver Strahltei-
ler verwendet werden.

[0034] Es ist weiterhin vorteilhaft, wenn als Licht-
quelle der Beleuchtungseinheit des erfindungsge-
mäßen Mikroskops ein oder mehrere Laser zur Er-
zeugung von Beleuchtungsstrahlen eines bestimm-
ten Wellenlängenspektrums vorhanden ist bzw. sind,
wobei zur Selektion geeigneter Wellenlängen im
Beleuchtungsstrahlengang ein Wellenlängenselektor
angeordnet ist. Bei letzterem handelt es sich insbe-
sondere um einen AOTF ("Acusto-Optical Tunable
Filter"). Mit einem solchen AOTF gelingt eine sehr
schnelle Umschaltung und somit Selektion von be-
stimmten Wellenlängen. Finden die beiden Beleuch-
tungsarten nämlich mit unterschiedlichen Wellenlän-
gen statt, so gelingt der erfindungsgemäße schnel-
le Wechsel zwischen diesen Beleuchtungsarten mit
zeitgleichem Wechsel der benötigten Wellenlängen.
Gleichzeitig kann ein AOTF auch als schneller Shut-
ter verwendet werden, also für eine bestimmte Be-
leuchtungsart die erforderlichen Wellenlängen in den
Beleuchtungsstrahlengang einspeisen und für eine
andere Beleuchtungsart keine Laserstrahlen in den
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Beleuchtungsstrahlengang einspeisen. Sinnvoll ist
dies während den Verfahrensumschaltungen, wenn
beispielsweise das Laserlicht bei der Bewegung des
Scanners in Richtung des konoskopischen Strahlen-
gang ausgeschaltet ist. Weiterhin erfordert eine präzi-
se Manipulation der Probe zusätzlich zu einer genau-
en Positionierung der Verstelleinheit auch eine Unter-
drückung des Lasers während der Bewegung in den
Manipulationsbereich.

[0035] Die Verstelleinheit (Scanner) zur Ablenkung
des Beleuchtungsstrahlengangs ist insbesondere
derart ausgebildet, dass eine kreisförmige Ablenkung
realisiert werden kann. In diesem Fall kann eine
zur Hauptachse des Objektivs rotationssymmetrische
TIRF-Beleuchtung realisiert werden. Außerdem kann
aber bei Beleuchtung innerhalb des Bildscanfeldes
auch eine schiefe Beleuchtung ("Epi-Beleuchtung")
realisiert werden, die beispielsweise auch entlang ei-
ner Kreisbahn erfolgen kann, so dass im zeitlichen
Mittel eine klassische Epi-Beleuchtung vorliegt.

[0036] Bezüglich des erfindungsgemäßen Verfah-
rens zur wahlweisen Erzeugung eines orthosko-
pischen Strahlengangs und eines konoskopischen
Strahlengangs, insbesondere zum schnellen Wech-
sel zwischen diesen Strahlengängen, sei auf die obi-
gen Ausführungen verwiesen. Gleiches gilt für die er-
findungsgemäße Verwendung des erfindungsgemä-
ßen Mikroskops bzw. des erfindungsgemäßen Ver-
fahrens. Die hier geschilderten Merkmale der Erfin-
dung haben für die genannten Aspekte der Erfindung
gleiche Bedeutung.

[0037] Weitere Vorteile und Ausgestaltungen der Er-
findung ergeben sich aus der Beschreibung und der
beiliegenden Zeichnung.

[0038] Es versteht sich, dass die vorstehend ge-
nannten und die nachstehend noch zu erläuternden
Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kom-
bination, sondern auch in anderen Kombinationen
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den
Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.

[0039] Die Erfindung ist anhand eines Ausführungs-
beispieles in der Zeichnung schematisch dargestellt
und wird im Folgenden unter Bezugnahme auf die
Zeichnung ausführlich beschrieben.

Figurenbeschreibung

[0040] Fig. 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau einer Be-
leuchtungseinheit eines erfindungsgemäßen Mikro-
skops,

[0041] Fig. 2 zeigt ein erfindungsgemäßes Mikro-
skop mit Beleuchtungseinheit für die Weitfeld-Mikro-
skopie und

[0042] Fig. 3 zeigt ein erfindungsgemäßes Mikro-
skop mit Beleuchtungseinheit für die konfokale Mikro-
skopie.

[0043] Fig. 1 zeigt eine besonders bevorzugte Aus-
führungsform einer Beleuchtungseinheit zur wahl-
weisen Erzeugung eines orthoskopischen Strahlen-
gangs 14 und eines konoskopischen Strahlengangs
13 mit der Möglichkeit eines schnellen Wechsels zwi-
schen den korrespondierenden Beleuchtungsarten.
Hierzu umfasst die Beleuchtungseinheit 31 einen La-
ser 10 als Lichtquelle, gefolgt von einem durchstimm-
baren akustooptischen Filter (AOTF) als Wellenlän-
genselektor 9. Je nach konkreter Anwendung kann
die gewünschte Wellenlänge mittels des AOTF 9 aus
dem Wellenlängenspektrum des Lasers 10 ausge-
wählt werden. Die Beleuchtungsstrahlen (Laserlicht)
breiten sich entlang des Beleuchtungsstrahlengangs
32 aus und treffen auf eine Verstelleinheit 7, die
auch als Scanner bezeichnet wird. x-y-Scanner zur
punktgenauen Verstellung des Beleuchtungsstrah-
lengangs 32 sind an sich aus dem Stand der Tech-
nik bekannt. In Fig. 1 sind zwei mögliche Beleuch-
tungsstrahlengänge 32 schematisch dargestellt, wo-
bei sich einer der beiden Beleuchtungsstrahlengänge
32 entlang der Hauptachse 33 (optische Achse) aus-
breitet, während der andere eher am Rand des maxi-
mal möglichen Bildscanfeldes verläuft. Die Beleuch-
tungsstrahlen werden von einem Scanokular 8 in die
Bildebene 11 des Scanokulars 8 fokussiert. Dort ist
eine Spiegelfläche 6, auch als Scan- oder Ringspie-
gel bezeichnet, angeordnet.

[0044] Die Spiegelfläche 6 besteht in diesem Aus-
führungsbeispiel aus einem Ringspiegel, also ei-
ner verspiegelten ringförmigen Fläche 28, die eine
lichtdurchlässige Öffnung 27 umgibt. Durch diese
Öffnung 27 hindurch tretende Beleuchtungsstrahlen
breiten sich in Folge entlang eines orthoskopischen
Strahlengangs 14 aus. Sie passieren den Strahlteiler
3 (im Wesentlichen) ungehindert und werden über die
Scanlinse 15 und das Objektiv 1 eines Mikroskops
30 (hier nur rudimentär dargestellt) in der Objektebe-
ne auf ein Objekt fokussiert. Mittels x-y-Verstellung
des Beleuchtungsstrahlengangs 32 kann ein maxi-
males Bildscanfeld und somit ein entsprechendes
Feld auf dem Objekt abgetastet werden. Der ortho-
skopische Strahlengang ermöglicht somit eine punkt-
förmige Rasterbeleuchtung des Objekts. Das maxi-
male Bildscanfeld ist durch die Öffnung 27 in Spiegel
6 festgelegt.

[0045] Überschreitet der Scanwinkel einen bestimm-
ten Wert, so trifft der Beleuchtungsstrahlengang au-
ßerhalb der Öffnung 27 auf den verspiegelten Bereich
28 des Ringspiegels 6. Der Laserstrahl 12 breitet sich
nach Reflexion an der verspiegelten Fläche über die
Zusatzoptik 29 entlang der Hauptachse 13 des ko-
noskopischen Strahlengangs aus. Die Zusatzoptik 29
enthält ein Spiegelsystem 5 und ein optisches Sys-
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tem 4a, 4b, über die der konoskopische Strahlen-
gang wieder mit dem orthoskopischen Strahlengang
vor der Scanlinse 15 zusammengeführt wird. Das op-
tische System 4a, 4b ist derart ausgelegt, dass die
Austrittspupille 2 des Mikroskopobjektivs 1, in die-
sem Fall ein TIRF-Objektiv, bis zur Grenzapertur der
Totalreflexion (hier bei ca. 1,37) vergrößerungstech-
nisch so in die Bildebene 11 des Scanokulars 8 abge-
bildet wird, dass sie kongruent zum maximalen Bild-
scanfeld ist. Auf diese Weise ist sichergestellt, dass
evaneszente Beleuchtung eintritt, sobald der Scan-
Winkel der Verstelleinheit 7 einen Wert erreicht, bei
dem der Beleuchtungsstrahlengang 32 auf den ver-
spiegelten Bereich 28 der Spiegelfläche 6 trifft. Inner-
halb des maximalen Bildscanfeldes kann ohne Ein-
schränkungen normales Bildscannen auch mit ande-
ren Objektiven 1 vorgenommen werden.

[0046] Die Zusatzoptik 29 enthält vorteilhafterweise
ein Spiegelsystem 5, hier aus zwei Umlenkspiegeln,
und ein optisches System 4a und 4b mit der Funktion
einer Bertrandlinsen-Einheit.

[0047] Die Öffnung 27 in der Spiegelfläche 6 ist mit
Vorteil elliptisch, so dass eine Projektion der Öffnung
27 auf eine Ebene, die senkrecht zur Hauptachse 33
steht, ein kreisrundes Bildscanfeld ergibt. In diesem
Ausführungsbeispiel sind alle spiegelnden Flächen
um 45° zu den jeweiligen Hauptachsen gekippt, so-
dass im Wesentlichen 90°-Reflexionen der Strahlen-
gänge an den Spiegelflächen stattfinden.

[0048] In vielen Anwendungsfällen wird die punktför-
mige Rasterbeleuchtung mit einer anderen Wellen-
länge als die evaneszente Beleuchtung erfolgen. In
diesem Fall kann der Wechsel zwischen den benö-
tigten Wellenlängen durch das AOTF 9 in sehr kur-
zen Umschaltzeiten vorgenommen werden. Es sind
auch Anwendungen denkbar, bei denen beide Be-
leuchtungsarten mit der selben Wellenlänge erfolgen.
Weiterhin sind Ausführungsformen denkbar, bei de-
nen nur die punktförmige Rasterbeleuchtung oder nur
die evaneszente Beleuchtung (eventuell neben ande-
ren Beleuchtungsarten) zeitweise benötigt wird. Für
diesen Fall kann das AOTF 9 als Shutter betrieben
werden, der je nach Bedarf die geeignete Wellenlän-
ge selektiert oder ausblendet.

[0049] Bei dem Strahlteiler 3 kann es sich um ei-
nen wellenlängenspezifischen Strahlteiler oder ei-
nen Polarisationsstrahlteiler handeln. Werden für die
Strahlengänge 13 und 14 unterschiedliche Wellen-
längen benötigt, so bietet sich ein wellenlängenspezi-
fischer Strahlteiler 3 an. Soll hingegen auch der mög-
liche Fall gleicher Wellenlängen abgedeckt werden,
so kann als Strahlteiler 3 ein Polarisationsteiler ein-
gesetzt werden. Hierzu wird dann polarisiertes La-
serlicht verwendet, dessen Polarisationsrichtung bei-
spielsweise bei Ausbreitung entlang des orthoskopi-
schen Strahlengangs 14 ungehindert den Strahlteiler

3 passiert. Im konoskopischen Strahlengang 13 wird
hingegen, vorzugsweise zwischen den beiden Um-
lenkspiegeln des Spiegelsystems 5, ein λ/2-Plättchen
eingebracht. Dieses bewirkt eine Drehung der Pola-
risationsrichtung um 90°. Für diese Polarisationsrich-
tung ist der Strahlteiler 3 als Polarisationsteiler reflek-
tierend. Auf diese Weise werden, wie in Fig. 1 darge-
stellt, die beiden Strahlengänge wieder zusammen-
geführt.

[0050] Fig. 2 zeigt die Ausführungsform eines Weit-
feld-Mikroskops mit einer daran angepassten Be-
leuchtungseinheit 31, wobei der prinzipielle Aufbau
der Beleuchtungseinheit 31 mit derjenigen aus Fig. 1
übereinstimmt. Insofern soll auf eine erneute Erörte-
rung übereinstimmender Bestandteile verzichtet wer-
den.

[0051] Als wesentliche Bestandteile des Mikroskops
30 – neben der Beleuchtungseinheit 31 – sind in
Fig. 2 das Mikroskopobjektiv 1, eine Tubuslinse 19
sowie ein Teiler 20 dargestellt, der eine Aufspal-
tung des Beobachtungsstrahlengangs in einen vi-
suellen Strahlengang 21 und einen Dokumentati-
onsstrahlengang 22 vornimmt. Während der visuel-
le Strahlengang 21 zu einem (nicht dargestellten)
Okular des Mikroskops 30 führt, führt der Dokumen-
tationsstrahlengang 22 in der Regel zu einer Ka-
mera. Um den oder die Beleuchtungsstrahlengänge
von dem Beobachtungsstrahlengang zu trennen ist
im vorliegend betrachteten Anwendungsfall ein spe-
zifischer Fluoreszenzfilterblock 17 vorgesehen. Mit
16 ist die standardmäßige Fluoreszenzauflichtachse
des Mikroskops bezeichnet, die über die Schnittstel-
le 18 in das Mikroskop eingekoppelt wird. Mit 18'
steht eine weitere Schnittstelle zur Verfügung, die zur
Einkopplung zusätzlicher Beleuchtungseinheiten ge-
nutzt werden kann.

[0052] Über die Fluoreszenzauflichtachse 16 und ei-
nen Spiegel 24 wird Anregungslicht in üblicher Wei-
se über den Fluoreszenzfilterblock zum Mikrosko-
pobjektiv 1 geleitet. Vom Objekt emittiertes Fluo-
reszenzlicht gelangt wiederum über das Mikrosko-
pobjektiv 1 und den Fluoreszenzfilterblock 17 zur Tu-
buslinse 19 und von dort in den visuellen Strahlen-
gang bzw. Dokumentationsstrahlengang.

[0053] Der konoskopische und orthoskopische
Strahlengang wird durch Umschalten des Spiegels
34 zum Objektiv 1 geführt. Der Spiegel 34 kann auch
als dichroitischer oder polarisierender Strahlenteiler
unter Verzicht einer Umschaltung fix ausgeführt wer-
den. Die Funktionsweise der beiden Strahlengänge
wurde bereits beschrieben und soll nicht weiter erläu-
tert werden. Auf diese Weise ist ein Fluoreszenzmi-
kroskop mit einem TIRF-, Manipulations- und Multi-
Photon-Mikroskop kombinier- bzw. erweiterbar.
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[0054] Fig. 3 zeigt eine andere mögliche Anordnung
ausgehend von dem in Fig. 1 dargestellten prinzipi-
ellen Aufbau für die konfokale Mikroskopie.

[0055] Die Fluoreszenzauflichtachse ist wiederum
mit 16 bezeichnet, der Fluoreszenzfilterblock mit 17.
Vom Objekt emittiertes Fluoreszenzlicht gelangt wie-
derum über das Mikroskopobjektiv 1 und den Fluo-
reszenzfilterblock 17 zur Tubuslinse 19 und von dort
in den visuellen Strahlengang bzw. Dokumentations-
strahlengang (vgl. Erläuterungen zu Fig. 2). Die Be-
leuchtungseinheit 31 wird um den spektralen Strah-
lenteiler 25 und den konfokalen Detektionsstrahlen-
gang 26 zum konfokalen Rastermikroskop erweitert.
Die Bilderzeugung bei konfokaler Abbildung erfolgt
nach dem bekannten Prinzip der konfokalen Mikro-
skopie. Im der vorliegenden Ausführungsform hat die
Verstelleinheit 7 die Funktion des konfokalen Scan-
und Descanspiegels, die das Anregungslicht ortsge-
nau zur Probe und das detektierte Licht über einen
spektralen Strahlteiler 25 zurück zum statisch positio-
nierten konfokalen Detektor 26 führt.

[0056] Bei der Führung des Anregungslichts durch
den konoskopischen Strahlengang 13 wird die Detek-
tion des von der Probe emittierten, gestreuten oder
reflektierten Lichts mit Hilfe einer konventionellen Ab-
bildung in einen Dokumentationsstrahlengang 22 ge-
führt.

[0057] In dieser Form ist ein Fluoreszenzmikroskop
mit einem TIRF-, Manipulations-, Multi-Photon und
konfokalen Rastermikroskop kombinier- bzw. erwei-
terbar.

Bezugszeichenliste

1 Objektiv
2 Austrittspupille
3 Strahlteiler
4a, 4b optisches System (Betrandlinsen-

Einheit)
5 Spiegelsystem
6 Spiegelfläche
7 Verstelleinheit, Scanner
8 Scanokular
9 Wellenlängenselektor, AOTF
10 Lichtquelle, Laser
11 Bildebene des Scanokulars
12 Laserstrahl
13 konoskopischer Strahlengang
14 orthoskopischer Strahlengang
15 Scanlinse
16 Fluoreszenzauflichtachse
17 Fluoreszenzfilterblock
18, 18’ Schnittstellen für weitere Beleuch-

tungseinheiten
19 Tubuslinse
20 Teiler
21 visueller Beobachtungsstrahlengang

22 Dokumentationsstrahlengang
23 konfokale Schnittstelle
24 Spiegel
25 spektraler Strahlenteiler
26 konfokaler Detektionsstrahlengang
27 lichtdurchlässiger Bereich, Öffnung
28 verspiegelter Bereich
29 Zusatzoptik
30 Mikroskop
31 Beleuchtungseinheit
32 Beleuchtungsstrahlengang
33 Hauptachse des Beleuchtungsstrah-

lengangs
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Patentansprüche

1.   Mikroskop (30) mit einem Objektiv (1) und ei-
ner Beleuchtungseinheit (31) zur wahlweisen Erzeu-
gung eines durch das Objektiv (1) verlaufenden or-
thoskopischen Strahlengangs (14) zur punktförmigen
Rasterbeleuchtung und eines durch das Objektiv (1)
verlaufenden konoskopischen Strahlengang (13) zur
evaneszenten Beleuchtung eines Objekts, wobei die
Beleuchtungseinheit aufweist:
eine Lichtquelle (10) zur Erzeugung von Beleuch-
tungsstrahlen entlang eines Beleuchtungsstrahlen-
gangs (32),
eine Verstelleinheit (7) zur Ablenkung des Beleuch-
tungsstrahlengangs (32),
ein der Verstelleinheit (7) nachgeordnetes Scanoku-
lar (8) zur Fokussierung der Beleuchtungsstrahlen in
eine Bildebene (11) des Scanokulars (8), und
eine in der Bildebene (11) des Scanokulars (8) an-
geordnete Spiegelfläche (6) mit einem lichtdurchläs-
sigen Bereich (27) zur Erzeugung des orthoskopi-
schen Strahlengangs (14) und mit einem dem Scano-
kular (8) zugewandten zumindest teilweise verspie-
gelten Bereich (28) zur Erzeugung des konoskopi-
schen Strahlengangs (13) aus dem Beleuchtungs-
strahlengang (32),
wobei die Bildebene (11) des Scanokulars (8) bezo-
gen auf den konoskopischen Strahlengang (13) in ei-
ner zur Austrittspupille (2) des Objektivs (1) konjugier-
ten Ebene liegt.

2.   Mikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der lichtdurchlässige Bereich (27) der
Spiegelfläche (6) eine Öffnung in einem Spiegel dar-
stellt, wobei die Öffnung zentriert zur Hauptachse
(33) des Beleuchtungsstrahlengangs (32) angeord-
net ist.

3.   Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die Spiegelfläche (6) geneigt
zur Hauptachse (33) des Beleuchtungsstrahlengangs
(32) angeordnet ist.

4.   Mikroskop nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Spiegelfläche (6) um 45° geneigt
zur Hauptachse (33) des Beleuchtungsstrahlengangs
(32) angeordnet ist.

5.   Mikroskop nach einem der vorhergehenden An-
sprüche, dadurch gekennzeichnet, dass der licht-
durchlässige Bereich (27) der Spiegelfläche (6) eine
geometrische Form besitzt, deren Projektion auf eine
Ebene senkrecht zur Hauptachse (33) des Beleuch-
tungsstrahlengangs (32) eine Kreisform ergibt.

6.     Mikroskop nach Anspruch 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der lichtdurchlässige Bereich
der Spiegelfläche (6) die geometrische Form einer El-
lipse besitzt.

7.   Mikroskop nach Anspruch 5 oder 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die Projektion des lichtdurch-
lässigen Bereichs (27) auf die Ebene kongruent zu
einer Abbildung der Austrittspupille (2) des Objektivs
(1) bei der Grenzapertur der Totalreflexion im kono-
skopischen Strahlengang (13) ist.

8.   Mikroskop nach einem der vorhergehenden An-
sprüche, dadurch gekennzeichnet, dass eine Zu-
satzoptik (29) zur Einkopplung des konoskopischen
Strahlengangs (13) in das Mikroskopobjektiv (1) vor-
gesehen ist.

9.   Mikroskop nach Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zusatzoptik (29) ein Spiegelsys-
tem (5) und ein abgestimmtes optisches System (4a,
4b) aufweist, das derart ausgelegt ist, dass der Fo-
kus der Beleuchtungsstrahlen des konoskopischen
Strahlengangs (13) in der Austrittspupille (2) des Ob-
jektivs (1) liegt.

10.     Mikroskop nach Anspruch 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das abgestimmte optische Sys-
tem zwei Bertrandlinsen (4a, 4b) aufweist.

11.   Mikroskop nach einem der Ansprüche 8 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass die Zusatzoptik ei-
nen Strahlteiler (3) aufweist, der im orthoskopischen
Strahlengang (14) angeordnet ist und den konosko-
pischen Strahlengang (13) mit dem orthoskopischen
Strahlengang (14) zusammenführt.

12.     Mikroskop nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Strahlteiler (3) ein Polarisa-
tionsstrahlteiler ist, wobei im orthoskopischen oder im
konoskopischen Strahlengang (13; 14) eine λ/2-Plat-
te angeordnet ist.

13.     Mikroskop nach einem der vorhergehen-
den Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass als
Lichtquelle (10) eine oder mehrere Laser zur Er-
zeugung von Beleuchtungsstrahlen eines bestimm-
ten Wellenlängenspektrums vorhanden sind, wobei
im Beleuchtungsstrahlengang (32) ein Wellenlängen-
selektor (9) angeordnet ist.

14.     Mikroskop nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Wellenlängenselektor (9)
ein durchstimmbarer akusto-optischer Filter (AOTF)
ist.

15.     Verfahren zur wahlweisen Erzeugung eines
durch ein Objektiv (1) eines Mikroskops (30) verlau-
fenden orthoskopischen Strahlengang (14) zur punkt-
förmigen Rasterbeleuchtung und eines durch das
Objektiv (1) verlaufenden konoskopischen Strahlen-
gang (13) zur evaneszenten Beleuchtung eines Ob-
jekts,
dadurch gekennzeichnet, dass
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Beleuchtungsstrahlen entlang eines Beleuchtungs-
strahlengangs mittels einer Lichtquelle (10) erzeugt
werden,
der Beleuchtungsstrahlengang (32) mittels einer Ver-
stelleinheit (7) abgelenkt wird,
die Beleuchtungsstrahlen mittels eines der Verstell-
einheit (7) nachgeordneten Scanokulars (8) in eine
Bildebene (11) des Scanokulars (8) fokussiert werden
und
eine Spiegelfläche (6) mit einem lichtdurchlässigen
Bereich (27) und mit einem dem Scanokular (8) zuge-
wandten zumindest teilweise verspiegelten Bereich
(28) in der Bildebene (11) des Scanokulars (8) ange-
ordnet wird,
wobei die Bildebene (11) des Scanokulars (8) bezo-
gen auf den konoskopischen Strahlengang (13) in ei-
ner zur Austrittspupille (2) des Objektivs (1) konjugier-
ten Ebene liegt, und
wobei der orthoskopische Strahlengang (14) dadurch
erzeugt wird, dass der Beleuchtungsstrahlengang
mittels der Verstelleinheit (7) derart abgelenkt wird,
dass er durch den lichtdurchlässigen Bereich (27) der
Spiegelfläche (6) tritt, und der konoskopische Strah-
lengang (13) derart erzeugt wird, dass der Beleuch-
tungsstrahlengang (32) mittels der Verstelleinheit (7)
derart abgelenkt wird, dass er auf den verspiegelten
Bereich (28) der Spiegelfläche (6) trifft.

16.   Verwendung eines Mikroskops nach den An-
sprüchen 1 bis 14 oder eines Verfahrens nach An-
spruch 15 zum schnellen Wechsel zwischen punkt-
förmiger Rasterbeleuchtung und evaneszenter Be-
leuchtung eines Objekts in einem Mikroskop (30).

17.   Verwendung nach Anspruch 16 für ein scan-
nendes Abbildungsverfahren.

18.   Verwendung nach Anspruch 17, bei der das
scannende Abbildungsverfahren zumindest eines der
folgenden Verfahren darstellt: Totalinterne Fluores-
zenzmikroskopie (TIRFM), Rastermikroskopie, kon-
fokale Rastermikroskopie, FRAP (Flurescence Reco-
very After Photo Bleaching), FRET (Förster Resonan-
ce Energy Transfer) und Multiphotonen-Mikroskopie.

Es folgen 3 Seiten Zeichnungen
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