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(57) Zusammenfassung: Es wird beschrieben ein hochauf-
lösendes Kurzzeit-Mikroskopieverfahren einer Fluoreszen-
zemitter (11) enthaltenden Probe (2), bei dem Fluoreszen-
zemitter verwendet werden, die einen ersten und einen
zweiten Zustand aufweisen, wobei der erste Zustand ein
Hellzustand (H) ist, in dem die Fluoreszenzemitter (11) auf
Einstrahlung von Anregungsstrahlung (a) hin Fluoreszenz-
strahlung (f) abgeben, und der zweite Zustand ein Dunkel-
zustand (D) ist, in dem die Fluoreszenzemitter (11) auf Ein-
strahlung von Anregungsstrahlung (a) hin die Fluoreszenz-
strahlung (f) nicht abgeben, wobei die Fluoreszenzemitter
(11) durch Einstrahlung von Anregungsstrahlung (a) aus
dem Hellzustand (H) in den Dunkelzustand (D) gebracht
werden können und der Dunkelzustand (D) eine bestimmte
Lebensdauer (td) hat, nach der die Fluoreszenzemitter (11)
von alleine in den Hellzustand (H) zurückkehren, die Pro-
be (2) und damit die Fluoreszenzemitter (11) im Weitfeld
mit Anregungsstrahlung (a) einer Intensität beleuchtet wird/
werden und dadurch die Fluoreszenzemitter (11) zu einem
Blinken (B) angeregt werden, in dem sie mit einer Blinkfre-
quenz (fB) zwischen Hellzustand (H) und Dunkelzustand
(D) hin- und herwechseln, die blinkende Probe (2) mit einer
Ortsauflösung im Weitfeld abgebildet und mit einer Kame-
ra (4) detektiert wird, die Intensität der Anregungsstrahlung
(a) so eingestellt wird, dass bezogen auf die Ortsauflösung
in den Einzelbildern (14) mindestens einige Fluoreszenze-
mitter (11) isoliert sind, und die Intensität der Anregungs-
strahlung (a) und eine Bildwiederholfrequenz der Kamera
(4) so aufeinander abgestimmt werden, dass die Bildwie-
derholfrequenz, mit der die Einzelbilder (14) erzeugt wer-

den, nicht geringer ist als die Blinkfrequenz (fB), und die
Einzelbilder einer Lokalisierungsanalyse (S4) unterzogen
werden, wobei Ortsangaben für isolierte Fluoreszenzemit-
ter (11) in den Einzelbildern (14) mit einer Genauigkeit be-
stimmt werden, die über die Ortsauflösung hinausgeht.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur hochauflösenden Kurzzeit-Lokalisierungsmikro-
skopie einer Fluoreszenzemitter enthaltenden Pro-
be, bei dem die Fluoreszenzemitter in der Probe zur
Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden
und die Probe mit einer Ortsauflösung im Weitfeld ab-
gebildet wird, die Anregung so bewirkt wird, dass be-
zogen auf die Ortsauflösung mindestens einige Fluo-
reszenzemitter isoliert sind, und in einer Lokalisie-
rungsanalyse Ortsangaben für die isolierten Fluores-
zenzemitter mit einer Genauigkeit bestimmt wird, die
über die Ortsauflösung hinausgeht.

[0002] Die Erfindung bezieht sich weiter auf ein
hochauflösendes Mikroskop zur Kurzzeit-Lokalisie-
rungsmikroskopie einer Fluoreszenzemitter enthal-
tenden Probe, das eine Anregungseinrichtung, die
ausgebildet ist, die Fluoreszenzemitter in der Pro-
be zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung anzuregen,
und eine Abbildungseinrichtung aufweist, die ausge-
bildet ist, die Probe mit einer Ortsauflösung abzubil-
den, wobei die Anregungseinrichtung so ausgebildet
ist, dass bezogen auf die Ortsauflösung mindestens
einige Fluoreszenzemitter in der Abbildung isoliert
sind, und das Mikroskop eine Lokalisierungsanaly-
seeinrichtung aufweist, die ausgebildet ist, eine Orts-
angabe für die isolierten Fluoreszenzemitter mit ei-
ner Genauigkeit zu bestimmen, die über die Ortsauf-
lösung hinausgeht.

[0003] Im Stand der Technik sind verschiedene
Verfahren zur Überwindung der Beugungsgrenze
in der Mikroskopie entwickelt worden. Aus der
WO 2006/127692 oder der DE 102006021317 A1 ist
ein mit PALM abgekürztes Verfahren (photo activa-
ted localization microscopy) bekannt, das eine Mar-
kierungssubstanz zur Abbildung einer Probe verwen-
det, welche z.B. mittels optischer Strahlung aktiviert
werden kann. Nur im aktivierten Zustand kann die
Markierungssubstanz bestimmte Fluoreszenzstrah-
lung abgeben. Nicht aktivierte Moleküle der Mar-
kierungssubstanz senden auch nach Einstrahlung
von Anregungsstrahlung keine oder zumindest kei-
ne merkliche Fluoreszenzstrahlung ab. Man bezeich-
net deshalb die Aktivierungsstrahlung allgemein als
Umschaltsignal und die Moleküle als Fotoschalter.
Im PALM-Verfahren wird nun das Umschaltsignal so
aufgebracht, dass zumindest ein gewisser Anteil der
aktivierten Markierungsmoleküle von benachbarten
aktivierten Molekülen so beabstandet ist, dass die-
se Markierungsmoleküle gemessen an der optischen
Auflösung der Mikroskopie getrennt oder nachträg-
lich durch Bildverarbeitungsverfahren trennbar sind.
Man spricht davon, dass eine Teilmenge der Fluo-
reszenzemitter isoliert wird. Für die derart präparierte
Probe wird ein Einzelbild aufgenommen. Darin wird
für die isolierten Emitter das Zentrum deren auflö-
sungsbegrenzt bedingter Strahlungsverteilung ermit-

telt. Daraus kann man rechnerisch die Lage der Mo-
leküle mit höherer Genauigkeit bestimmen, als es
die optische Auflösung eigentlich zulässt. Dieser Vor-
gang wird als Lokalisierung bezeichnet. Die gestei-
gerte Auflösung wird in der englischen Fachliteratur
auch als „super resolution“ bezeichnet. Sie erfordert,
dass in der Probe zumindest eine Teilmenge der ak-
tivierten Markierungsmoleküle mit der optischen Auf-
lösung unterscheidbar, also isoliert sind. Dann kann
ihre Ortslage mit höherer Genauigkeit bestimmt wer-
den, sie können lokalisiert werden.

[0004] Zum Isolieren einzelner Markierungsmolekü-
le nutzt das PALM-Prinzip statistische Effekte aus.
Bei einem Markierungsmolekül, das nach Empfang
des Umschaltsignals gegebener Intensität zur Fluo-
reszenzstrahlung anregbar ist, kann durch Einstel-
len der Intensität des Umschaltsignals dafür gesorgt
werden, dass die Wahrscheinlichkeit in einem gege-
benen Flächenbereich der Probe vorhandene Mar-
kierungsmoleküle zu aktivieren, so gering ist, dass
es ausreichend Teilbereiche gibt, in denen innerhalb
der optischen Auflösung nur unterscheidbare Markie-
rungsmoleküle Fluoreszenzstrahlung emittieren.

[0005] Die Abfolge von Isolierung und Lokalisierung
wird oft wiederholt, wobei jedes Mal eine anders zu-
sammengesetzt Teilmenge zu einem Einzelbild bei-
trägt. Die Lokalisierungsangaben aus den verschie-
denen Einzelbildern werden schließlich zu einem
hochaufgelösten Gesamtbild zusammengefügt.

[0006] Das PALM-Prinzip wurde z.B. in der
DE 102008024568 A1 hinsichtlich der Aktivierung der
zu erfassenden Moleküle weitergebildet. Dazu wer-
den Fluoreszenzmoleküle verwendet, die bestimm-
te elektronische Zustände haben. Sie werden durch
Beleuchtungsstrahlung hoher Intensität so aktiviert,
dass der weit überwiegende Anteil der Moleküle in
einen elektronischen, nicht fluoreszierenden Dunkel-
zustand gebracht wird. Die verbleibenden, dann fluo-
reszierenden Moleküle können so hinsichtlich der op-
tischen Auflösung isoliert werden. Die Abbildung und
Aufnahme der Einzelbilder erfolgt synchronisiert zur
Anregung, sobald ein ausreichender Anteil der Mole-
küle in den Dunkelzustand gebracht wurde. Die Be-
lichtungszeit für ein Einzelbild richtet sich nach der
mittleren Dauer bis ein Molekül wieder durch die An-
regungsstrahlung in den Dunkelzustand gelangt. Zur
Realisierung benötigt die DE 102008024568 A1 eine
Manipulation der Moleküle in der Probe dahingehend,
dass durch Zugabe chemischer Substanzen die Le-
bensdauer des Dunkelzustands verlängert wird.

[0007] Es sei auch noch angemerkt, dass für das
PALM-Prinzip in der Fachliteratur mittlerweile Ab-
wandlungen beschrieben wurden, die andere Abkür-
zungen erhalten haben, wie beispielsweise STORM,
dSTORM etc. In dieser Beschreibung wird des-
halb der Begriff „Lokalisierungsmikroskopie“ als Be-
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zeigung für alle Mikroskopiemethoden verwendet,
die eine Ortsauflösung über die optische Auflösung
der verwendeten Apparatur hinaus erreichen, indem
Fluoreszenzmoleküle zuerst isoliert und dann lokali-
siert werden.

[0008] Die Lokalisierungsmikroskopie benötigt i.d.R.
für die Beleuchtung keine hohe Ortsauflösung. Ei-
ne einfache Weitfeldbeleuchtung ist vielfach möglich.
Sie erfordert es jedoch, dass viele Einzelbilder der
Probe aufgenommen werden, die jeweils Teilmengen
aus isolierten Molekülen enthalten. Um die Probe zur
Gänze abzubilden, muss die Menge aller Einzelbilder
sicherstellen, dass möglichst alle Moleküle mindes-
tens einmal in einer Teilmenge enthalten waren. Zur
Lokalisierungsmikroskopie muss man deshalb regel-
mäßig die genannte Vielzahl von Einzelbildern auf-
nehmen, was eine gewisse Dauer für die Aufnahme
eines Gesamtbildes bedingt.

[0009] Die Problematik bei der Aufnahmedauer stellt
sich bei der Lokalisierungsmikroskopie auch deshalb,
weil die zwar an und für sich vorteilhafte Weitfeld-
detektion zwangsläufig auch einen Flächendetektor
benötigt, der eine Empfindlichkeit zur Einzelmolekül-
detektion aufweist. Die Empfindlichkeit, üblicherwei-
se über die Quanten-Effizienz angegeben, und das
Ausleserauschen müssen so sein, dass idealerwei-
se einzelne, isolierte Moleküle detektiert werden kön-
nen. Diese Anforderung setzt bei den im Stand der
Technik die Lokalisierungsmikroskopie eingesetzten
Kameras eine Untergrenze für die Integrationsdauer
bei der Aufnahme eines Einzelbildes und damit eine
Obergrenze für die Bildwiederholfrequenz.

[0010] Die Zeitanforderungen sind besonders stö-
rend, wenn Lebendzell-Mikroskopie betrieben wer-
den soll. Um die Lokalisierungsmikroskopie in ein da-
für taugliches Zeitregime zu bringen, könnte man dar-
an denken, mehrere Moleküle pro beugungsbegrenz-
tem Spot in der Auswertung zuzulassen, den Begriff
„isoliert“ also auszuweiten dahingehend, dass auch
eine Molekülgruppe von benachbarten Molekülgrup-
pen im Rahmen der Auflösungsbegrenzung der Ab-
bildung, also des beugungsbegrenzten Spots, inso-
liert sind. Dann könnte bereits während der Daten-
aufnahme die Dichte der aktivierten Moleküle erhöht
werden und eine gegebene Anzahl von Molekülen
schneller erfasst werden. Dies ginge aber bei gegen-
wärtigen Mikroskopieverfahren zu stark auf Kosten
der Lokalisierungsgenauigkeit.

[0011] Die bereits genannte DE 102008024568 A1
versucht die Problematik der Integrationsdauer zu
umgehen, indem durch eine chemische Manipula-
tion die Lebensdauer des Dunkelzustandes gestei-
gert wird. Ähnliches findet sich in Heilemann et al.,
"Super resolution imaging with small organic fluoro-
phores.", Angewandte Chemie International Edition,
48.37, (2009): 6903–6908. Dann kann man die In-

tegrationsdauer geeignet zur Trennung von Einzel-
molekülereignissen einstellen. Man muss dann aller-
dings die Probe chemisch manipulieren.

[0012] Einen anderen Weg zur Hochauflösung stellt
die sogenannte Fluktuationsanalyse dar, die auch mit
der Abkürzung SOFI versehen wird. Hier werden ein-
zelne Fluorophore zum Blinken gebracht, und die
blinkende Probe wird in einer Weitfelddetektion ab-
gebildet. Die Auflösungssteigerung erfolgt dann nicht
durch eine Lokalisierung sondern durch eine Kor-
relation der unterschiedlichen Blinkzustände. Man
kann sich den Ansatz der SOFI-Mikroskopie in et-
wa in Analogie zur Erkennung eines Leuchtturms bei
der Schifffahrt vorstellen. Dort wird ein bestimmter
Leuchtturm an seinem Blinkverhalten von anderen
Leuchttürmen unterschieden. Wenn an ein und der-
selben Stelle ein Blinken auftritt, das sich vom Blinken
benachbarter Stellen unterscheidet, ist klar, dass sich
an dieser Stelle ein Emitter (Leuchtturm in der See-
fahrt – Floreszenzmolekül in der Mikroskopie) befin-
den muss. Die SOFI-Mikroskopie erfordert es jedoch,
dass die korrelierten Fluktuationen auf einer Zeitska-
la ablaufen müssen, die der Kamera zugänglich ist.
Man ist hier letztlich auf ganz bestimmte Farbstof-
fe bzw. Markierungsstoffe, z.B. sog. Quantenpunk-
te, angewiesen, die langsam genug blinken. Diese
Farbstoffe sind für lebende Proben schlecht bis gar
nicht geeignet. Zudem ergibt sich auch hier das Pro-
blem einer langen Messdauer, da für eine relevan-
te Auflösungssteigerung eine gewisse Mindestanzahl
an Einzelbildern benötigt wird. Auch ist, wie in der
DE 102008024568 A1, die Integrationszeit der Kame-
ra auf die Dauer des Hellzustandes der blinkenden
Emitter angepasst. Da die SOFI-Mikroskopie Korre-
lationen auswertet und ohne die Schritte des Isolie-
rens und des Lokalisierens arbeitet, zählt sie nicht
zur Lokalisierungsmikroskopie. Zudem ist die mög-
liche Auflösungssteigerung im Vergleich zur Lokali-
sierungsmikroskopie eingeschränkt. Ein weiterer As-
pekt bei der Lebendzell-Mikroskopie ist die Photo-
schädigung; Wäldchen et al., Scientific Reports, 5:
15348, DOI: 10.1038/srep15348, Oktober 2015, zei-
gen, dass die Bestrahlung mit kurzen Wellenlängen
um Größenordnungen schädlicher ist, als mit länger-
welligem Licht. Die für PALM/dSTORM etc. verwen-
det Schaltwellenlänge liegt bei 405nm, ein weiterer
Grund, auf Fotoschalter zu verzichten.

[0013] Es besteht deshalb Bedarf für ein hochauflö-
sendes Mikroskopieverfahren, dass hinsichtlich der
Wahl der Fluoreszenzemitter nicht eingeschränkt ist,
und insbesondere keine chemische Manipulation von
Fluoreszenzemittern benötigt. Ein solches Verfahren
wird insbesondere für die Lebendzellen-Mikroskopie
verlangt.

[0014] Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu-
grunde, ein Lokalisierungsmikroskopieverfahren an-
zugeben sowie ein dazu ausgebildetes Mikroskop be-
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reitzustellen, mit dem herkömmliche Farbstoffe ohne
chemische Manipulation eine schnelle Bildaufnahme
ermöglichen.

[0015] Diese Aufgabe wird gelöst durch ein hochauf-
lösendes Kurzzeit-Mikroskopieverfahren einer Fluo-
reszenzemitter enthaltenden Probe, bei dem Fluores-
zenzemitter verwendet werden, die einen ersten und
einen zweiten Zustand aufweisen, wobei der erste
Zustand ein Hellzustand ist, in dem die Fluoreszenze-
mitter auf Einstrahlung von Anregungsstrahlung hin
Fluoreszenzstrahlung abgeben, und der zweite Zu-
stand ein Dunkelzustand ist, in dem die Fluoreszen-
zemitter auf Einstrahlung von Anregungsstrahlung
hin die Fluoreszenzstrahlung nicht abgeben, wobei
die Fluoreszenzemitter durch Einstrahlung von An-
regungsstrahlung aus dem Hellzustand in den Dun-
kelzustand gebracht werden können und der Dun-
kelzustand eine bestimmte Lebensdauer hat, nach
der die Fluoreszenzemitter von alleine in den Hellzu-
stand zurückkehren, die Probe und damit die Fluo-
reszenzemitter im Weitfeld mit Anregungsstrahlung
einer Intensität beleuchtet wird/werden und dadurch
die Fluoreszenzemitter zu einem Blinken angeregt
werden, in dem sie mit einer Blinkfrequenz zwischen
einem natürlichen, d.h. chemischen unmodifizierten
Hell- und Dunkelzustand hin- und herwechseln, die
blinkende Probe mit einer Ortsauflösung im Weitfeld
abgebildet und mit einer Kamera detektiert wird, die
Intensität der Anregungsstrahlung so eingestellt wird,
dass bezogen auf die Ortsauflösung in den Einzel-
bildern mindestens einige Fluoreszenzemitter isoliert
sind, und die Intensität der Anregungsstrahlung und
eine Bildwiederholfrequenz der Kamera so aufeinan-
der abgestimmt werden, dass die Bildwiederholfre-
quenz, mit der die Einzelbilder erzeugt werden, nicht
geringer ist als die mittlere Blinkfrequenz, und die
Einzelbilder einer Lokalisierungsanalyse unterzogen
werden, wobei Ortsangaben für isolierte Fluoreszen-
zemitter in den Einzelbildern mit einer Genauigkeit
bestimmt werden, die über die Ortsauflösung hinaus-
geht.

[0016] Die Aufgabe wird weiter gelöst durch ein
hochauflösendes Mikroskop zur Kurzzeit-Mikrosko-
pie einer Fluoreszenzemitter enthaltenden Probe,
das aufweist eine Anregungseinrichtung, die ausge-
bildet ist, die Probe im Weitfeld mit Anregungsstrah-
lung zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung zu be-
strahlen, eine Abbildungseinrichtung, die ausgebildet
ist, die Probe im Weitfeld mit einer Ortsauflösung ab-
zubilden, wobei die Anregungseinrichtung so ausge-
bildet ist, dass bezogen auf die Ortsauflösung min-
destens einige Fluoreszenzemitter in der Abbildung
isoliert sind, eine Lokalisierungsanalyseeinrichtung,
die ausgebildet ist, Ortsangaben für die isolierten
Fluoreszenzemitter mit einer Genauigkeit zu bestim-
men, die über die Ortsauflösung hinausgeht, und eine
Steuerungseinrichtung, die ausgebildet ist, die Anre-
gungseinrichtung und die Abbildungseinrichtung ge-

mäß dem genannten Mikroskopieverfahren zu steu-
ern.

[0017] Die Erfindung verwendet für die Lokalisie-
rungsmikroskopie Fluoreszenzemitter, die durch Be-
leuchtung mit Anregungsstrahlung, d.h. Licht einer
bestimmten Wellenlänge, zur Abgabe von Fluores-
zenzstrahlung angeregt werden können und dann
auf die Anregung hin Fluoreszenzstrahlung abgeben.
Unter Beleuchtung mit Anregungsstrahlung durch-
laufen die Fluoreszenzemitter ständig einen Zyklus
zwischen einem nicht angeregten Grundniveau und
einem anregten Niveau und wieder zurück in das
Grundniveau. Die Überführung vom Grundniveau in
das angeregte Niveau wird durch die Anregungs-
strahlung bewirkt. Auf molekularer Ebene erklärt man
dies durch die Absorption eines Photons der Anre-
gungsstrahlung. Aus dem angeregten Niveau kehrt
der Fluoreszenzemitter in das Grundniveau zurück
und gibt dabei Fluoreszenzstrahlung ab. Auf moleku-
larer Ebene ist dieser Wechsel vom angeregten Ni-
veau in das Grundniveau mit der Abgabe eines Fluo-
reszenzphotons verbunden. Die Zeitdauer, die der
Fluoreszenzemitter im angeregten Niveau verbleibt,
liegt auf der Nanosekundenskala, d.h. der Fluores-
zenzemitter verbleibt nach Absorption eines Anre-
gungsphotons so gut wie gar nicht im angeregten
Niveau, sondern gibt mehr oder weniger sofort das
Fluoreszenzphoton ab. Dieser Umstand hat zur Fol-
ge, dass ein Fluoreszenzemitter, der mit Anregungs-
strahlung beleuchtet wird, kontinuierlich Fluoreszenz-
strahlung emittiert. Dieser Zustand des Fluoreszen-
zemitters, indem er jederzeit mit Anregungsstrahlung
angeregt werden kann und Fluoreszenzstrahlung ab-
gibt, solange er beleuchtet wird, wird in dieser Be-
schreibung und auch ein weiten Teilen der Fachlite-
ratur als „Hellzustand“ bezeichnet. Ihm gegenüberge-
stellt ist ein Dunkelzustand, in dem der Fluoreszenze-
mitter trotz Einstrahlung von Anregungsstrahlung kei-
ne Fluoreszenzstrahlung abgibt, also für Anregungs-
strahlung quasi unempfindlich ist. Dieser Dunkelzu-
stand kann beispielsweise ein sog. Triplett-Zustand
des Moleküls sein. Solche Dunkelzustände und ins-
besondere Triplett-Zustände haben eine gewisse Le-
bensdauer, d.h. es dauert eine gewisse Zeit, bis ein
Fluoreszenzemitter aus dem Dunkelzustand wieder
in das Grundniveau zurückkehrt und damit im Hell-
zustand ist, da aus dem Grundniveau wiederum je-
derzeit eine Anregung mit Anregungsstrahlung und
eine Abgabe von Fluoreszenzstrahlung möglich ist.
Mit anderen Worten, der Hellzustand im Verständ-
nis dieser Erfindung umfasst das Grundniveau und
das angeregte Niveau eines Fluoreszenzemitter, aus
dem heraus Fluoreszenzstrahlung abgegeben wird.
Der Dunkelzustand ist hingegen ein Zustand, in dem
kein Verbringen des Fluoreszenzemitter in das ange-
regte Niveau und damit auch keine Abgabe von Fluo-
reszenzstrahlung möglich ist.
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[0018] Die Fluoreszenzemitter verbleiben bei Ein-
strahlung von Anregungsstrahlung mit einer ersten
Wahrscheinlichkeit im Hellzustand. Mit einer zwei-
ten Wahrscheinlichkeit, die geringer ist als die ers-
te Wahrscheinlichkeit, gelangen sie in den Dunkel-
zustand. Da jedoch die Lebensdauer des Dunkel-
zustandes sehr viel größer ist als die Lebensdauer
des angeregten Niveaus, nimmt mit steigender In-
tensität der Anregungsstrahlung die Wahrscheinlich-
keit zu, dass innerhalb einer bestimmten Zeitspan-
ne ein Fluoreszenzemitter in den Dunkelzustand ge-
langt. Dann verbleibt er für dessen Lebensdauer im
Dunkelzustand, ist also für diese Lebensdauer qua-
si ausgeschaltet, da für die Anregungsstrahlung un-
empfindlich.

[0019] Anders als der Dunkelzustand kann dem Hell-
zustand selbst keine eindeutige Lebensdauer zuge-
messen werden. Nur dem angeregten Niveau des
Hellzustandes kann eine Lebensdauer zugemessen
werden. Diese ist jedoch, wie bereits ausgeführt,
um Größenordnungen kürzer, als die Lebensdau-
er des Dunkelzustandes. In einem theoretischen 2-
Niveau-System, könnte ein mit Anregungsstrahlung
bestimmter Intensität angeregter Fluoreszenzemitter
quasi unbegrenzt Fluoreszenzstrahlung abgeben.

[0020] Die Erfindung verwendet nun die Eigenschaft
so gut wie aller Fluoreszenzemitter, dass bei Ein-
strahlung von Anregungsstrahlung ein bestimmter
Anteil der Fluoreszenzemitter in den Dunkelzustand
beispielsweise den Triplett-Zustand, gelangt. Die
Größe dieses Anteils der Fluoreszenzemitter, der in
den Dunkelzustand kommt, hängt jedoch von der
Intensität der Anregungsstrahlung ab. Er nimmt mit
steigender Anregungsstrahlungsintensität zu.

[0021] Für jeden Fluoreszenzemitter besteht eine
gewisse Wahrscheinlichkeit, dass er durch ein Anre-
gungsphoton aus dem Grundniveau in das normale
angeregte Niveau gelangt und von dort strahlungslos
in den Dunkelzustand. Der Begriff „strahlungslos“ ist
dabei auf die Wellenlänge der Fluoreszenzstrahlung
bezogen. Die Wahrscheinlichkeit für den Dunkelzu-
stand steigt mit zunehmender Intensität der Anre-
gungsstrahlung in der Regel an. Ist ein Fluoreszenze-
mitter im Dunkelzustand, emittiert er für die Lebens-
dauer des Dunkelzustandes keine Fluoreszenzstrah-
lung. Erst wenn er wieder aus dem Dunkelzustand
in den Hellzustand zurückgekehrt ist, gibt er Fluo-
reszenzstrahlung ab, wenn weiter angeregt wird. Da-
durch stellt sich für den Fluoreszenzemitter ein Blin-
ken ein, dessen Dunkeldauer durch die Lebensdau-
er des Dunkelzustandes bestimmt ist. Die Helldauer
hängt davon ab, wie lange es dauert, bis der Fluores-
zenzemitter aus dem Hellzustand in den Dunkelzu-
stand gelangte – letztlich hängt die mittlere Helldau-
er damit von der Intensität der Anregungsstrahlung
ab. Die Periode und damit die Blinkfrequenz des Blin-

kens, wird durch die Summe aus Helldauer und mitt-
lerer Lebensdauer des Dunkelzustandes gebildet.

[0022] Es zeigt damit, dass durch die Wahl der An-
regungsintensität die Blinkfrequenz eingestellt wird,
wobei die Dunkeldauer, d.h. die mittlere Lebensdau-
er des Dunkelzustandes für alle Blinkfrequenzen mo-
lekülspezifisch vorgeben ist und bevorzugt hier nicht
chemisch manipuliert wird. Es handelt sich dann um
die Lebensdauer des natürlichen Dunkelzustandes.
Mit anderen Worten, das Blinken wird dadurch er-
zeugt, dass durch geeignete Wahl der Anregungs-
strahlungsintensität das Dauerleuchten jedes Fluo-
reszenzemitters, der sich im Hellzustand befindet,
durch einen vorübergehenden Wechsel des Fluores-
zenzemitter in den Dunkelzustand unterbrochen wird.

[0023] Die Erfindung versetzt Farbstoffe in ein Blin-
ken, führt Lokalisierungsmikroskopie aus und stellt
die Integrationsdauer bzw. Bildfrequenz der Kame-
ra auf die Blinkfrequenz ab. Dies stellt aus mehreren
Gründen eine systematische Abkehr vom Stand der
Technik dar:

1. Die Erfindung führt bewusst ein Blinken der
Fluoreszenzemitter herbei und verwendet dieses
Blinken für die Lokalisierungsmikroskopie. Dabei
wird die Bildaufnahme so gestaltet, dass die Bild-
wiederholfrequenz nicht geringer ist als die Blink-
frequenz. Für die Lokalisierungsmikroskopie wird
dabei ein Fluoreszenzemitter durchaus mehrfach
erfasst, da er blinkt. Herkömmliche PALM-Ansät-
ze und deren Abwandlungen zielen hingegen dar-
auf, ein Molekül möglichst nur einmal in einen
Leuchtzustand zu bringen, ein Blinken also gera-
dezu vermeiden.
2. Die Übergangswahrscheinlichkeit in den Dun-
kelzustand ist für herkömmliche Fluorophore und
damit für die große Mehrheit der üblichen An-
wendungen der Fluoreszenzmikroskopie, wie er-
wähnt, von der Intensität der Anregungsstrahlung
abhängig; die Helldauer und damit die Blinkfre-
quenz ändern sich gegenläufig. Je intensiver die
Anregungsstrahlung ist, desto mehr Fluorophore
gelangen in den Dunkelzustand und desto kürzer
ist die Helldauer. Die Blinkfrequenz kann also mit
einfachen optischen Mitteln geeignet eingestellt
werden und auf die Kameras für die Bildaufnah-
me abgestimmt werden. Durch das Steigern der
Blinkfrequenz sinkt die Zeitdauer, die ein Molekül
im Hellzustand ist. Obwohl der Dunkelzustand in
seiner Länge unverändert bleibt, da es sich bevor-
zugt um den natürlichen Dunkelzustand handelt,
der eine molekülspezifisch feste Lebensdauer hat,
wird damit das Verhältnis zwischen Helldauer und
Dunkeldauer dahingehend beeinflusst, dass der
Dunkelzustand relativ gegenüber der Helldauer
länger wird. Somit wird auf relativer Skala ein Er-
gebnis erreicht, das im Stand der Technik nur mit
chemischer Manipulation, d.h. absoluter Verlän-
gerung des Dunkelzustandes möglich war.
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3. Die Erfindung erreicht mit dem Bezug auf
die Blinkfrequenz eine vorteilhafte Ausnutzung
der Wechselwirkung von Integrationsdauer/Bild-
frequenz der Kamera und Intensität der Anre-
gungsstrahlung, so dass herkömmliche Fluoro-
phore ohne chemische Beeinflussung für die Lo-
kalisierungsmikroskopie verwendet werden kön-
nen.
4. Eine Bildwiederholfrequenz der Kamera, die
nicht geringer ist als die Blinkfrequenz, kann durch
geeignete, gegenseitige Abstimmung von Inten-
sität der Anregungsstrahlung und Einstellung der
Kamera, beispielsweise einer Integrationsdauer
bei der Bildererzeugung, erhalten werden. Es wird
somit eine wechselweise Beziehung zwischen
Blinkfrequenz aufgrund der Intensität der Anre-
gungsstrahlung und Nachweisempfindlichkeit der
Kamera aufgrund der Integrationszeit/Bildwieder-
holfrequenz ausgenutzt. Dabei ist es insbesonde-
re möglich, für Einzelfälle auch eine Multi-Emitter-
Analyse bei der Lokalisierungsanalyse zuzulas-
sen, d.h. den Begriff „isoliert“ bzw. die Definition,
dass bezogen auf die Ortsauflösung in den Einzel-
bildern mindestens einige Fluoreszenzemitter iso-
liert sind, dahingehend zu verstehen, dass Grup-
pen von Fluoreszenzemittern von anderen Grup-
pen von Fluoreszenzemittern isoliert sind. Da die
Kamera dennoch in einem günstigen Leistungs-
bereich arbeitet, ist – verglichen mit dem Stand der
Technik – die Auflösung nicht so stark reduziert,
wie zu erwarten wäre.
5. Der Bezug auf die Blinkfrequenz stellt sicher,
dass in jedem Einzelbild genau ein Dunkelzu-
stand eines blinkenden Moleküls enthalten ist, da
die Bildwiederholfrequenz der Einzelbilder nicht
geringer ist als die Blinkfrequenz, die ihrerseits
durch eine Periode definiert ist, welche aus ei-
ner Abfolge von Hellzustand und Dunkelzustand
besteht. Damit ist die Lokalisierung des entspre-
chenden Moleküls mit den herkömmlichen Me-
thoden weiterhin möglich. Die Lokalisierungsana-
lyse des erfindungsgemäßen Mikroskopieverfah-
rens entscheidet sich also im Grundsatz nicht von
der des PALM-Verfahrens oder dessen Abwand-
lungen. Es wird nun jedoch, da die Fluoreszenze-
mitter der Probe in ein Blinken versetzt werden,
während dessen Helldauer jedes Molekül mehre-
re Photonen abgibt, jedes Molekül mehrfach er-
fasst. Dies schafft einen vorteilhaften Ausgleich
für die gegenüber dem Stand der Technik ver-
gleichsweise geringer Integrationsdauer, welche
an die Blinkfrequenz angepasst ist. Die relativ
schnelle Bildaufnahme führt deshalb nicht zu ei-
nem schlechteren Signal/Raschverhältnis bei der
Lokalisierungsanalyse.

[0024] Um die Intensität der Anregungsstrahlung
und die Bildwiederholfrequenz aufeinander abstim-
men zu können, ist es bevorzugt, in einer Testmes-
sung Lebensdauer des Dunkelzustandes zu mes-

sen und dann die Bildwiederholfrequenz entspre-
chend einzustellen. Zur Lebensdauermessung kann
die Anregungsstrahlung gepulst eingestrahlt und die
Fluoreszenzstrahlung dazu synchronisiert getaktet
erfasst werden. Auch ist es möglich, im Dauerstrich-
betrieb anzuregen und eine Autokorrelationsanalyse
auszuführen, wie es z.B. aus der Fluoreszenz-Korre-
lationsspektroskopie bekannt ist. Bevorzugt beträgt
die Integrationsdauer 90 Prozent, besonders bevor-
zugt 50 Prozent und ganz besonders bevorzugt 10
Prozent der Lebensdauer des Dunkelzustandes.

[0025] Die Erfindung arbeitet in einem Zeitregime
der Größenordnung der Dunkellebensdauer der
meisten Standard-Fluorophore. Dieser Bereich liegt
zwischen 1 und 300 µs. Die Anregungsintensität
wird so eingestellt, dass das Blinkverhalten durch die
Lebensdauer des nicht-fluoreszierenden Triplett-Zu-
stands bestimmt wird. Dies ist der Dunkelzustand in
den meisten Fällen. Es ist deshalb bevorzugt, dass
die Intensität der Anregungsstrahlung so eingestellt
wird, dass die Bildfrequenz einen Wert von 1/(300 µs)
nicht unterschreitet.

[0026] In einer Ausgestaltung des Mikroskopiever-
fahrens ist bevorzugt vorgesehen, dass eine Intensi-
tät der Anregungsstrahlung einen Wert von 1 MW/
cm2, bevorzugt von 50 kW/cm2, besonders bevorzugt
von 2 kW/cm2 nicht überschreitet.

[0027] Bevorzugt ist die Bildwiederholfrequenz so
gewählt, dass sie zwischen 150 %, weiter bevorzugt
130 %, besonders bevorzugt 110 % und ganz beson-
ders bevorzugt 105 %, und 100 % der Blinkfrequenz
beträgt, wobei 100 % nicht erreicht wird.

[0028] Besonders bevorzugt ist es, dass die Fluo-
reszenzemitter in einem bezüglich der Lebensdauer
des Dunkelzustandes chemisch unbeeinflussten Zu-
stand sind. Diese Eigenschaft ist für die Lebendzell-
mikroskopie von besonderem Vorteil, da eine che-
mische Beeinflussung lebender Zellen in der Regel
sehr nachteilig ist. Erfindungsgemäß wird die Leis-
tung der Anregungsstrahlung mit der Bildwiederhol-
frequenz gegeneinander abgeglichen. Dies ist ins-
besondere für die Lebendzell-Mikroskopie von Vor-
teil, da mit einer schnelleren Bildwiederholfrequenz
die Photonenbelastung der Probe reduziert werden
kann.

[0029] Der mikroskopische Aufbau entspricht dem
eines typischen Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops,
wobei nun die Steuereinrichtung geeignet ausgebil-
det ist, die Anregungseinrichtung und die Abbildungs-
einrichtung zur gegenseitigen Abstimmung von Anre-
gungsintensität und Bildwiederholfrequenz anzusteu-
ern. Die Anregungsstrahlung kann dabei als Dau-
er-Strahlung (cw-Strahlung) eingestrahlt werden. Zur
Fluoreszenzmessung ist eine gepulste Anregung und
ein dazu synchronisiert getakteter Betrieb der Ka-
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mera vorteilhaft. Dieser synchronisierte Betrieb kann
auch dazu verwendet werden, um ein Verhältnis von
Signal – zur Hintergrundstrahlung für Einzelmolekül-
strahler zu verbessern, nämlich dann, wenn in der
Probe eine Hintergrundautofluoreszenz mit deutlich
unterschiedlicher Lebensdauer des Dunkelzustan-
des und/oder des Hellzustandes vorliegt, beispiels-
weise mit deutlich längerer oder deutlich kürzerer Le-
bensdauer.

[0030] Die Erfindung bringt Bildwiederholfrequenz
der Kamera und Blinkfrequenz der Probe gegenein-
ander in Abgleich. Dabei bestehen gewisse Vortei-
le, die Blinkfrequenz und damit die Bildwiederholfre-
quenz relativ hoch einzustellen. In Konsequenz ist
die Integrationszeit der Kamera dann vergleichswei-
se gering. Im Hinblick auf eine hohe Bildwiderhol-
frequenz ist es zu bevorzugen, für die Kamera ein
SPAD-Detektorarray zu verwenden. Es ist deshalb in
einer Weiterbildung bevorzugt, dass die Kamera als
SPAD-Array ausgebildet wird.

[0031] SPAD-Arrays sind in großen Pixelzahlen ver-
gleichsweise schwer verfügbar und kostenträchtig.
In einer bevorzugten Weiterbildung wird deshalb ein
SPAD-Array verwendet, dessen Pixelzahl eine beu-
gungsbegrenzte Abbildung im Weitfeld noch nicht er-
lauben. Es ist deshalb in einer Weiterbildung bevor-
zugt, das aus der DE 102012205032 A1 der Carl
Zeiss Microscopy GmbH bekannte Prinzip einzuset-
zen, demgemäß die Probe in einem Bildfeld abgebil-
det wird, und die Lage des Bildfeldes auf der Probe
mehrmals verschoben wird, wobei pro Lage des Bild-
feldes ein Einzelteilbild erhalten wird und die erhalte-
nen Einzelteilbilder zu einem Einzelbild zusammen-
gefügt werden.

[0032] Soweit nachfolgend Verfahrensschritte erläu-
tert werden, können diese durch einen entsprechen-
den Betrieb eines Mikroskops, das ein geeignet aus-
gebildetes Steuergerät aufweist, realisiert werden.
Soweit also Verfahrensmerkmale geschildert wer-
den, betreffen diese die geeignete Ausbildung ei-
nes Steuergerätes, beispielsweise durch ein geeig-
netes Betriebsprogramm. Umgekehrt gilt natürlich
auch, dass Merkmale eines Steuergerätes, die bei-
spielsweise durch entsprechende Programmiermit-
tel erreicht sind, gleichermaßen Verfahrensmerkma-
le eines entsprechenden Betriebsverfahrens betref-
fen und offenbaren sollen.

[0033] Es versteht sich, dass die vorstehend ge-
nannten und die nachstehend noch zu erläuternden
Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinatio-
nen, sondern auch in anderen Kombinationen oder in
Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der
vorliegenden Erfindung zu verlassen.

[0034] Nachfolgend wird die Erfindung beispielswei-
se anhand der beigefügten Zeichnungen, die auch er-

findungswesentliche Merkmale offenbaren, noch nä-
her erläutert. Dabei wird die Lokalisierungsmikrosko-
pie am Beispiel einer Variante des PALM-Verfahrens
erläutert. Dies ist jedoch, wie oben erläutert, nicht ein-
schränkend für die Erfindung. Es zeigen:

[0035] Fig. 1 eine Schemadarstellung eines Mikro-
skops zur Durchführung eine Variante des PALM-
Verfahrens

[0036] Fig. 2 einen Ablaufplan zur Erzeugung hoch-
auflösender Bilder mit dem Mikroskop der Fig. 1 im
PALM-Verfahren,

[0037] Fig. 3 eine Schemadarstellung eines Term-
diagrammes zur Erläuterung des Hell- und des Dun-
kelzustandes eines Fluoreszenzemitters,

[0038] Fig. 4 ein Zeitablaufdiagramm zur Erläute-
rung des Blinkzustandes eines Fluoreszenzemitters,

[0039] Fig. 5 eine Draufsicht auf ein Einzelbild, das
im PALM-Verfahren erzeugt wird,

[0040] Fig. 6 eine Schemadarstellung eines Mikro-
skops zum Ausführen eines hochauflösenden Mikro-
skopieverfahrens,

[0041] Fig. 7 eine Draufsicht auf eine Oberfläche ei-
ner Probe mit verschiedenen Lagen eines Bildfeldes
des Mikroskops der Fig. 1

[0042] Fig. 8 eine Darstellung ähnlich der Fig. 2 zur
Veranschaulichung eines Überlapps zwischen be-
nachbarten Bildfeldlagen,

[0043] Fig. 9 zwei fluoreszenzmikroskopische Bil-
der, wobei das obere Bild einer normalen Weitfeld-
aufnahme entspricht und das untere Bild ein hochauf-
gelöstes Gesamtbild derselben Probe ist, und

[0044] Fig. 10 zwei Schnittdarstellungen durch
Schnitte „1“ und „2“ der Bilder der Fig. 9.

[0045] Fig. 1 zeigt schematisch ein Mikroskop 1,
das eine Probe 2 hochauflösend abbildet. Der Begriff
hochauflösend wird hier, wie im Stand der Technik
üblich, für ein Abbildungsverfahren verwendet, das
eine Ortsauflösung aufweist, die über die Beugungs-
grenze der Abbildung hinaus gesteigert ist. Das Mi-
kroskop 1 dient zur Abbildung einer Probe 2, die Fluo-
reszenzemitter enthält. Mittels Strahlung aus einer
Beleuchtungsquelle 3 werden die Fluoreszenzemit-
ter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt.
Über einen Strahlteiler 5 wird die fluoreszierende Pro-
be 2 auf eine Weitfeldkamera 4 abgebildet. Der Be-
trieb des Mikroskops 1 wird von einem Steuergerät 6
gesteuert, das über entsprechende (nicht weiter iden-
tifizierte) Steuerleitungen mit der Weitfeldkamera 4,
der Beleuchtungsquelle 3 und optional einem Tisch,
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auf dem sich die Probe 2 befindet, verbunden ist und
das diese Elemente ansteuert bzw. Daten von ihnen
aufnimmt, insbesondere Bilddaten der Weitfeldkame-
ra 4.

[0046] Die Weitfeldkamera 4 weist in einer Ausfüh-
rungsform eine Kombination aus einer CMOS-Kame-
ra und einem Bildverstärker auf und ist beispielswei-
se in Form der „intensified fast CMOS camera“ der
Firma Gige-Vision realisiert, oder eine CMOS-Kame-
ra mit vorgeschaltetem Bildverstärker, beispielswei-
se dem Bildverstärker „HiCATT, high-speed camera
attachment“ von Lambert Instruments. In dieser oder
anderen Ausführungsformen ist die Weitfeldkamera
4 hinsichtlich ihrer Bildwiederholfrequenz, d. h. der
Belichtungsdauer oder Integrationsdauer einstellbar.
Das Steuergerät 6 nimmt über die Steuerleitungen
die entsprechende Einstellung vor. Weiter stellt das
Steuergerät 6 in bevorzugten Ausführungsformen ei-
ne Synchronisation zur Bildwiederholfrequenz ein.

[0047] Die Beleuchtungsquelle 3 strahlt Anregungs-
strahlung in die Probe ein. Die Intensität dieser Ein-
strahlung, entweder in Form von cw-Strahlung oder in
Form von gepulster Strahlung, wird vom Steuergerät
6 über die Steuerleitungen eingestellt. Das Steuerge-
rät 6 führt weiter optional auch die Lokalisierungsana-
lyse in den Einzelbildern, die aufgenommen wurden,
aus und erzeugt das hochauflösende Gesamtbild aus
den bearbeiteten Einzelbildern.

[0048] Fig. 3 zeigt schematisch ein Termschema
für einen Fluoreszenzemitter, der im Mikroskop 1
verwendet wird. Der Fluoreszenzemitter weist ein
Grundniveau S0 auf. Durch Einstrahlung von Anre-
gungsstrahlung a gelangt der Fluoreszenzemitter in
ein angeregtes Niveau S1, aus dem er unter Abga-
be von Fluoreszenzstrahlung wieder in das Grundni-
veau zurückkehrt. Das Grundniveau S0 und das an-
geregte Niveau S1 bilden einen Hellzustand H des
Fluoreszenzemitters, in dem er jederzeit auf Einstrah-
lung von Anregungsstrahlung a Fluoreszenzstrah-
lung f abgibt. Da die Lebensdauer des angeregten Ni-
veaus S1 wenige Nanosekunden beträgt, emittiert ein
mit Anregungsstrahlung a beleuchteter Fluoreszen-
zemitter im Hellzustand H fortwährend Fluoreszenz-
strahlung f. Dass die Abgabe der einzelnen Photonen
der Anregungsstrahlung f im Nanosekundenabstand
erfolgt, ist hier nicht relevant und wäre messtechnisch
mit den hier beschriebenen Einrichtungen auch nicht
nachweisbar.

[0049] Die Anregungsstrahlung a vermag es auch,
den Fluoreszenzemitter über das angeregte Niveau
S1 in einen Triplett-Zustand T1 zu bringen. Dieser hat
eine Lebensdauer im Bereich mehrerer µs, beispiels-
weise zwischen 1 und 300 µs. Während der Fluores-
zenzemitter im Triplett-Zustand T1 ist, reagiert er auf
die weitere Einstrahlung von Anregungsstrahlung a
nicht. Die Übergänge in den und aus dem Triplett-

Zustand sind strahlungslos (zumindest bezogen auf
die Wellenlänge der Fluoreszenzstrahlung f) und des-
halb in Fig. 3 gestrichelt gezeichnet. Der Triplett-
Zustand T1 ist damit ein Dunkelzustand D, da der
Fluoreszenzemitter dann trotz Beleuchtung mit An-
regungsstrahlung a keine Fluoreszenzstrahlung f ab-
gibt. Erst wenn er wieder in das Grundniveau S0 zu-
rückgekehrt ist, also den Dunkelzustand D verlassen
hat und wieder im Hellzustand H ist, gibt der Fluores-
zenzemitter unter Beleuchtung mit Anregungsstrah-
lung a fortwährend Fluoreszenzstrahlung f ab.

[0050] Die Übergangswahrscheinlichkeit vom ange-
regten Niveau S1 in das Grundniveau S0 ist sehr
viel größer, als die Übergangswahrscheinlichkeit vom
angeregten Niveau S1 in den Triplett-Zustand T1.
Es ist also bei Einstrahlung von Photonen der An-
regungsstrahlung a sehr viel wahrscheinlicher, dass
der Fluoreszenzemitter im Hellzustand H bleibt, als
dass er in den Dunkelzustand D wechselt. Die Wahr-
scheinlichkeit ist jedoch nicht Null. Mit ansteigender
Intensität der Anregungsstrahlung a, d.h. mit qua-
si zunehmendem Bombardement mit Photonen der
Anregungsstrahlung, steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass ein Fluoreszenzemitter innerhalb einer gewis-
sen Zeitdauer in den Dunkelzustand D gelangt.

[0051] Das in Fig. 3 gezeigte Termschema ist le-
diglich exemplarisch zu verstehen und soll die hier
als Fluoreszenzemitter verwendete Substanz ledig-
lich dahingehend charakterisieren, dass es einen
Hellzustand H und einen Dunkelzustand D gibt, die
beide durch Einstrahlung von Anregungsstrahlung a
erreicht werden. Beim Dunkelzustand D muss dabei
nicht zwingend ein einziges Niveau in Form des Tri-
plett-Zustandes T1 vorliegen, es sind auch Mehrni-
veausysteme möglich. Wesentlich ist allerdings, dass
der Fluoreszenzemitter durch Einfall der Anregungs-
strahlung a mit einer nicht verschwindenden Über-
gangswahrscheinlichkeit in den Dunkelzustand D ge-
langt.

[0052] Hier liegt auch ein wesentlicher Unterschied
zu PALM-Varianten, die Strahlung einer Wellenlänge
verwenden, die sich von der der Anregungsstrahlung
a unterscheidet. Exemplarisch sei die als dSTORM
bekannte PALM-Variante genannt, welche mit einer
speziellen Umschaltstrahlung arbeitet.

[0053] Eine solche separate Umschaltstrahlung wird
in den Ausführungsformen der Erfindung nicht ver-
wendet. Vielmehr gelangen die Fluoreszenzemitter
ausschließlich durch Einstrahlung von Anregungs-
strahlung a (mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit)
in den Dunkelzustand.

[0054] Die Auswirkung dieses Umstandes ist in
Fig. 4 gezeigt. Die Figur stellt den zeitlichen Ablauf
der Lichtemission eines Fluoreszenzemitters dar, wo-
bei ein unterer Pegel 8 einen dunklen Fluoreszenze-
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mitter und ein oberer Pegel 9 einen fluoreszierenden
Fluoreszenzemitter anzeigt. Durch Einstrahlung der
Anregungsstrahlung a gelangt der Fluoreszenzemit-
ter aus dem Hellzustand, in dem er leuchtet, (obe-
rer Pegel 9) früher oder später in den Dunkelzustand
(unterer Pegel 8), da er mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit von der Anregungsstrahlung a, wie er-
läutert, in den Dunkelzustand D gebracht wird. Wäh-
rend dieses Dunkelzustandes D bleibt der Emitter
dunkel. Die Dauer dieses Dunkelzustands ist für den
Fluoreszenzemitter im beschrieben Fall nicht optisch
beinflussbar. Die Dunkeldauer (unterer Pegel 8 der
Kurve der Fig. 4) ist gleichbedeutend mit der Lebens-
dauer td des Dunkelzustandes D. Danach verlässt
der Fluoreszenzemitter den Dunkelzustand D wieder
und leuchtet (oberer Pegel 9 in Fig. 4). Nach einer
gewissen Zeitspanne wird er rein statistisch wieder
in den Dunkelzustand D gelangen. Die Zeitdauer, die
er bis dahin leuchtet stellt eine Helldauer th dar. Sie
hängt von der Übergangswahrscheinlichkeit in den
Dunkelzustand D und damit von der Intensität der An-
regungsstrahlung a ab. Im Ergebnis führt der Fluo-
reszenzemitter ein Blinken 7 aus, das aus der Abfol-
ge von Nichtleuchten (unterer Pegel 8) und Leuchten
(oberer Pegel 9) gebildet ist. Eine Periode PB dieses
Blinkens, deren Inverse einer Blinkfrequenz fB ist, ist
durch die Summe aus Lebensdauer td des Dunkelzu-
standes D und Helldauer th gebildet.

[0055] Erhöht man die Intensität der Anregungs-
strahlung a, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Emitter in den Dunkelzustand D gelangt, wodurch die
Helldauer th sinkt. Dieser Umstand ist in Fig. 4 durch
eine gestrichelte Linie eingezeichnet. Durch eine Er-
höhung der Intensität der Anregungsstrahlung a wird
die mittlere Helldauer th verkürzt, da im statistischen
Mittel der Dunkelzustand D früher erreicht wird. In
Fig. 4 ist dies durch eine Vorwärtsverlagerung 10 des
von links gesehenen zweiten Dunkelzustandes ge-
strichelt eingetragen. Man sieht sofort, dass die Blink-
frequenz fB steigt (die Blinkperiode PB sinkt), wobei
die Lebensdauer td des Dunkelzustandes D unverän-
dert bleibt. Sie entspricht bevorzugt der natürlichen
Lebensdauer des Dunkelzustandes D, beispielswei-
se des Triplett-Zustandes T1.

[0056] Das Steuergerät 6 ist insgesamt so ausgebil-
det, dass das Mikroskop 1 ein lokalisierungsbasier-
tes Mikroskopieverfahren, beispielsweise das PALM-
Verfahren ausführt.

[0057] Der durchgeführte Verfahrensablauf ist in
Fig. 2 als Flussdiagramm dargestellt. Nach dem Start
des Verfahrens in einen Schritt S1 wird in einem An-
regungsschritt S2 die Probe 2 mit Anregungsstrah-
lung a aus der Beleuchtungsquelle 3 beleuchtet, wo-
bei dies so erfolgt, dass einzelne Fluoreszenzemitter
bezogen auf die Ortsauflösung der Abbildung isoliert
sind. Die Abbildung erfolgt in einem nachfolgenden
Bildaufnahmeschritt S3, der im Weitfeld ein Einzelbild

der Probe liefert, in dem zumindest einzelne Fluores-
zenzemitter einen Abstand zu benachbarten Fluores-
zenzemittern haben, der größer ist, als die Ortsauf-
lösung der Weitfeldabbildung. Dieser Zustand ist in
Fig. 5 schematisch gezeigt, der ein Einzelbild 14 der
Probe 2 zeigt. Im Einzelbild sind einzelne Fluoreszen-
zemitter 11 isoliert. Sie sind als Sterne eingetragen.
Nicht leuchtende Fluoreszenzemitter, die sich derzeit
in einem Dunkelzustand D befinden, sind in Fig. 5
durch Ringe symbolisiert. Ein Großteil der Fluores-
zenzemitter, insbesondere die Fluoreszenzemitter im
Bereich 13 sind so beabstandet, dass sie voneinan-
der getrennt werden können. Einzelne Fluoreszenze-
mitter, beispielsweise im Bereich 12, liegen jedoch so
dicht beieinander, dass sie optisch und in der Lokali-
sierungsanalyse nicht unterschieden werden können.
Dass keine 100%ige Isolierung erreicht werden kann
– und diese auch gar nicht nötig ist – ist dem Fach-
mann für die Lokalisierungsanalyse bekannt.

[0058] Ein anschließender Lokalisierungsschritt S4
bestimmt für diese isolierten Fluoreszenzemitter die
Ortsangabe im Bild mit einer Ortsauflösung, die grö-
ßer ist, als die Beugungsgrenze es eigentlich er-
laubt. Fluoreszenzemitter wie im Bereich 12, die
nicht getrennt werden können, werden im Lokalisie-
rungsschritt S4 verworfen. Dies kann dadurch er-
folgen, dass im Lokalisierungsschritt S4 verwertet
wird, dass die von einem isolierten Fluoreszenzemit-
ter aufgenommene Strahlung eben nur von einem
oder wenigen Fluoreszenzemitter(n) stammt. Durch
diese Kenntnis kann man den Ort, an dem sich der
Fluoreszenzemitter befindet, mit einer größeren Ge-
nauigkeit ermitteln, als die Beugungsgrenze es zu-
lässt. Vereinfacht kann man sich die im Lokalisie-
rungsschritt S4 stattfindende Lokalisierungsanalyse
so vorstellen, dass für das Beugungsscheibchen ei-
nes isolierten Fluoreszenzemitters der Schwerpunkt
ermittelt wird, der dann die Ortsangabe darstellt. Für
eine genauere Ortsbestimmung des Fluoreszenze-
mitters über die einfache Schwerpunktsbestimmung
hinaus kann durch Anpassen einer Punktbildfunkti-
on erfolgen; diese kann z.B. durch eine 2D-Gauss-
verteilung angenähert werden oder aber es wird ei-
ne experimentell ermittelte Punktbildfunktion des op-
tischen Systems verwendet, die Lokalisierungsanaly-
se sind im Stand der Technik verschiedenste Ansät-
ze bekannt, z. B. auch die im einleitenden Teil der
Beschreibung genannten Veröffentlichungen.

[0059] Die einmalige Ausführung des Lokalisie-
rungsschrittes S4 an einem Einzelbild 14 liefert nur
für diejenigen Fluoreszenzemitter eine Ortsangabe,
die im Weitfeldbild leuchteten, also nicht im Dunkel-
zustand D sind. Weiter sind nur isolierte Fluoreszen-
zemitter lokalisiert (also z.B. nicht im Bereich 12). Um
die Probe hinsichtlich möglichst aller Fluoreszenze-
mitter abzutasten, werden die Schritte S2 bis S4 des-
halb mehrmals wiederholt, um möglichst alle Fluo-
reszenzemitter 11 einmal in der Teilmenge der iso-
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lierten Fluoreszenzemitter zu haben. Es schließt sich
deshalb an den Lokalisierungsschritt S4 ein Abfra-
geschritt S5 an, in dem überprüft wird, ob die Pro-
be 2 zu einem ausreichenden Grad abgebildet wur-
de. Hierzu kann beispielsweise auf die Fülle der Orts-
angaben, die aus allen vorherigen Durchläufen des
Lokalisierungsschrittes S4 erhalten wurden, zugegrif-
fen werden. Eine derartige Abfrage ist für den Fach-
mann im Stand der Technik bekannt, da sie auch bei
PALM-Verfahren oder anderen lokalisierungsbasier-
ten Hochauflösungsverfahren, die ohne Ermittlung
einer Ortsungenauigkeit arbeiten, stattfindet. Wurde
die Probe hinreichend umfassend erfasst (J-Verzwei-
gung), erfolgt in einem Schritt S6 die Erzeugung ei-
nes Gesamtbildes und die Bildausgabe. Andernfalls
(N-Verzweigung) werden die Schritte S2 bis S4 er-
neut durchgeführt, wobei dafür gesorgt wird, dass
beim nochmaligen Durchlauf möglichst andere Fluo-
reszenzemitter isoliert sind.

[0060] Die gängigste (da einfachste) Variante be-
steht darin, zuerst alle Einzelbilder 14 aufzunehmen
und abzuspeichern und dann die Lokalisierungsana-
lyse für jedes Einzelbild 14 durchzuführen. Alternativ
ist bei ausreichender Rechenleistung auch eine on-
line-Analyse möglich. Nach Erzeugung und Ausgabe
des Gesamtbildes im Bildausgabeschritt S6 ist in ei-
nem Schritt S7 das Verfahren beendet, und die Probe
2 wurde mit einer Ortsauflösung abgebildet, welche
über der optischen Abbildungsgrenze liegt.

[0061] Die Anregungsstrahlung regt die Fluoreszen-
zemitter in der Probe zu einem Blinken 7 an, indem
sie mit einer Blinkfrequenz fB zwischen Hellzustand H
und Dunkelzustand D hin- und herwechseln. Der An-
regungsschritt S2 erzeugt die blinkende Probe durch
geeignete Intensität der Anregungsstrahlung a. Die
blinkende Probe 2 wird im Bildaufnahmeschritt S3
in Weitfeldkonfiguration abgebildet und mit der Weit-
feldkamera 4 detektiert. Die Kamera hat dabei eine
Bildwiederholfrequenz, also eine Bildaufnahmedau-
er für jedes Einzelbild 14, die durch eine Integrati-
onsdauer der Einzelbilderzeugung bestimmt ist. Das
Steuergerät 6 stellt diese Integrationsdauer an der
Weitfeldkamera 4 ein. Weiter stellt das Steuergerät 6
an der Beleuchtungsquelle 3 die Intensität der Anre-
gungsstrahlung a ein.

[0062] Die Intensität der Anregungsstrahlung a und
die Blinkfrequenz fB, mit welcher die Fluorophore 11
blinken, sind miteinander verknüpft. Mit stark steigen-
der Anregungsintensität a steigt die Blinkfrequenz
fB. Gleichzeitig sinkt mit steigender Bildwiederhol-
frequenz die Nachweisempfindlichkeit der Weitfeld-
kamera 4. Eine entsprechende Empfindlichkeitskur-
ve oder andere, die Empfindlichkeitsabhängigkeit be-
schreibende Daten, ist/sind im Steuergerät 6 abge-
speichert. Gleichermaßen ist im Steuergerät 6 der
Zusammenhang zwischen Anregungsintensität a und
Blinkfrequenz fB oder ersatzweise zwischen Anre-

gungsintensität und mittlerer Helldauer th abgespei-
chert. Dieser Zusammenhang kann als Kurve oder
in Datenform (z. B. als Tabelle) hinterlegt sein. Er
ist für die Fluorophore entweder vorher bekannt oder
wird in einem speziellen Testmessungsmodus des
Mikroskops ermittelt, der vom Steuergerät 6 auf An-
forderung oder automatisch durchgeführt wird. In die-
sem Testmessungsmodus erfasst das Steuergerät
6 durch synchronisierten, gepulsten Betrieb von Be-
leuchtungsquelle 3 und Weitfeldkamera 4 die Le-
bensdauer td des Dunkelzustandes D und/oder die
Helldauer th und/oder die Blinkfrequenz fB. Alterna-
tiv kann auch eine Lebensdauermessung mittels cw-
Anregungsstrahlung erfolgen (s.o.).

[0063] Das Steuergerät 6 stellt die Intensität der An-
regungsstrahlung a an der Beleuchtungsquelle 3 und
die Bildwiederholfrequenz an der Weitfeldkamera 4
gemäß im Steuergerät 6 abgelegten oder dort einge-
gebenen Vorgaben ein.

[0064] Die Vorgaben können beispielsweise dahin-
gehend lauten, dass eine möglichst schnelle Bildauf-
nahme gefordert ist. Das Steuergerät 6 ermittelt dann
aus dem abgespeicherten Zusammenhang zwischen
Bildwiederholfrequenz und optischer Nachweisgren-
ze der Weitfeldkamera 4 die Mindestbildwiederhol-
frequenz, die zum Abbilden der Probe 2 erforderlich
ist, und stellt die Intensität der Anregungsstrahlung
a an der Beleuchtungsquelle 3 derart ein, dass die
Blinkfrequenz fB unterhalb der Bildwiederholfrequenz
liegt. Dieser Betriebsmodus kann als Hochgeschwin-
digkeitsbetriebsmodus aufgefasst werden, da die ge-
genseitige Wechselwirkung von Intensität der Anre-
gungsstrahlung a und Bildwiederholfrequenz der Ein-
zelbildaufnahme so abgestimmt sind, dass die Erzeu-
gung des Gesamtbildes möglichst schnell erfolgt. Bei
der Ermittlung der zulässigen maximalen Bildwieder-
holfrequenz der Einzelbildaufnahme kann zusätzlich
die Anforderung an die Isolierung der einigen Fluo-
reszenzemitter 11 gesenkt werden, indem die Lokali-
sierungsanalyse im Schritt S4 als Multi-Emitter-Ana-
lyse ausgeführt wird, also mehrere Moleküle pro beu-
gungsbegrenztem Spot in der Auswertung zugelas-
sen werden. Dann sind die Leistungsanforderungen
an die Weitfeldkamera 4 herabgesetzt, und die mögli-
che Bildwiederholfrequenz steigt – dies allerdings auf
Kosten der Auflösung.

[0065] Das andere Extrem zu einer möglichst
schnellen Bildaufnahme stellt eine gegenseitige Ab-
stimmung von Intensität der Anregungsstrahlung a
und Bildwiederholfrequenz dar, bei der eine mög-
lichst hohe Isolierung der Fluoreszenzemitter 11 an-
gestrebt wird. Dann steigert das Steuergerät 6 die
Intensität der Anregungsstrahlung an der Beleuch-
tungsquelle 3, wodurch die Blinkfrequenz steigt.
Gleichzeitig wird auch die Bildwiederholfrequenz auf
einen möglichst hohen Wert eingestellt, wodurch
letztlich auch der Isolierungsgrad steigt. Je kürzer die
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Belichtungszeit verglichen mit der Lebensdauer des
Dunkelzustand ist, desto höher kann die Isolierung
werden. Auf diese Weise wird die Lokalisierungs-
genauigkeit und damit die Hochauflösung gesteigert
– allerdings auf Kosten der Photonenbelastung der
Probe.

[0066] In einer bevorzugten Ausführungsform ver-
fügt das Steuergerät 6 über eine Eingabeschnitt-
stelle, an der Vorgaben hinsichtlich der gegensei-
tigen Abstimmung von Bildwiederholfrequenz und
Anregungsstrahlungsintensität gemacht werden. Die
Schnittstelle kann beispielsweise eine Eingabe-
schnittstelle für einen Benutzer oder eine Daten-
schnittstelle zum Zuführen entsprechender Vorga-
bedaten sein. In einer Ausführungsform können die
Vorgabedaten bzw. die Eingabe durch einen Benut-
zer einen Wert umfassen, der eine Bildaufnahmege-
schwindigkeit vorgibt, bevorzugt auf einer Relativska-
la, z. B. von 0 bis 100. In einer anderen Ausführungs-
form kann alternativ oder zusätzlich eine Vorgabe der
Lokalisierungsgenauigkeit und/oder der Strahlungs-
belastung der Probe erfolgen, wiederum bevorzugt
auf einer dimensionslosen Skala. Das Steuergerät
6 ermittelt aus dem Vorgabewert oder den mehre-
ren Vorgabewerten gemäß den abgespeicherten Zu-
sammenhängen oder Tabellen die an der Weitfeld-
kamera 4 einzustellende Bildwiederholfrequenz oder
Integrationsdauer oder Belichtungsdauer und an der
Beleuchtungsquelle 3 die Intensität der Anregungs-
strahlung als cw- oder gepulste Strahlung.

[0067] Wie im allgemeinen Teil der Beschreibung
erläutert, kann in Ausführungsformen das Steuerge-
rät 6 zusätzlich eine Messung der charakteristischen
Größen der Emitter ausführen. Dies kann beispiels-
weise eine Messung der Blinkfrequenz fB oder der
Lebensdauer td des Dunkelzustandes D sein. Das
Mikroskop 1 verwendet eine Weitfeldkamera 4 deren
Bildwiederholfrequenz eingestellt wird, bzw. auf die
Blinkfrequenz fB abgestimmt wird. Um hohe Bildwie-
derholfrequenzen realisieren zu können, ist es in ei-
ner Ausführungsform bevorzugt, als Weitfeldkamera
4 ein SPAD-Array zu verwenden.

[0068] In einer Weiterbildung dieses Ansatzes wird
ein SPAD-Array verwendet, das a priori für die erfor-
derliche Auflösung in einem gewünschten Probenfeld
nicht genügen würde. Fig. 6 zeigt schematisch diese
weitere Ausführungsform des Mikroskops 1. Das Mi-
kroskop 1 bildet die Probe 2 ab, die flächig ausgebil-
det ist. Es wird eine Probenfläche P der Probe 2 ab-
gebildet. Dazu weist das Mikroskop 1 ein Objektiv 23
sowie eine weitere Linse 24 auf, welche das Proben-
feld P erfassen. Ein Teil des Probenfelds P wird auf
einen ortsauflösenden, also i.d.R. pixelierten Detek-
tor 25 abgebildet, wodurch im Unterschied zur Bau-
weise der Fig. 1 nun ein Bildfeld in der Probe 2 auf
den Detektor 25 abgebildet wird, das kleiner ist als
die insgesamt zu erfassende Probenfläche.

[0069] Die Probe 2 wird mit einem Laser, der ein
Beispiel für eine Beleuchtungsquelle 3 ist, mit der
Anregungsstrahlung a beaufschlagt. Die Anregungs-
strahlung a regt in der Probe 2 die Fluoreszenzemit-
ter 11 zur Abgabe der Fluoreszenzstrahlung f an. Sie
wird über eine nicht näher bezeichnete Optik und den
Strahlteiler 5 in den Strahlengang zum Objektiv 23
eingekoppelt. Dabei fällt die Strahlung vom Strahl-
teiler 5 über einen Umlenkspiegel 29 und einen ad-
aptiven Spiegel 30. Der Umlenkspiegel 29 dient zur
Kompakthaltung des Strahlengangs und ist ansons-
ten nicht weiter wesentlich. Der adaptive Spiegel 30
verfügt über Spiegelsegmente, die individuell ange-
steuert werden können. Er ist in einer Zwischenbild-
ebene ZB des Abbildungs- wie auch des Beleuch-
tungsstrahlenganges angeordnet. Der adaptive Spie-
gel 30 ist ein Beispiel für eine Bildfeldverschiebeein-
richtung zum Verschieben des Bildfeldes, das auf den
Detektor 25 abgebildet wird, über die Probenfläche
P. Alternativen wären ein Spiegelscanner oder eine
Probenverschiebung per Probentisch.

[0070] An der Bildfeldauswahl wirkt weiter eine Blen-
de 32 mit, die ebenfalls in einer Zwischenbildebe-
ne ZB angeordnet ist. Über eine Linse 33 und einen
Klappspiegel 34 gelangt das Bild der Probe 2 dann
auf den Detektor 25, der ebenfalls in einer Zwischen-
bildebene ZB liegt.

[0071] Der Klappspiegel 34 erlaubt es, alternativ die
Probe mit einer üblichen Weitfeldkamera 35 zu be-
trachten. Schwenkspiegel 34 und Kamera 35 sind op-
tional. Beim Betrieb der Kamera 35 wird zweckmäßi-
gerweise die Blende 32 auf weit gestellt oder aus dem
Strahlengang herausgenommen, so dass das ganze
Probenfeld der Probe 2 beleuchtet wird.

[0072] Weiter im Abbildungsstrahlengang ist noch
eine Linse 31 vorgesehen, die gleichermaßen wie die
Linse 33 eine Zwischenabbildung bewirkt. Die Lin-
se 31 sorgt für die Zwischenbildebene ZB, in der die
Blende 32 liegt, die Linse 33 für die Zwischenbildebe-
ne ZB, in der der Detektor 25 angeordnet ist.

[0073] Die Funktion der Bildfeldverschiebeeinrich-
tung, im Beispiel der Fig. 6 realisiert durch den ad-
aptiven Spiegel 30, wird aus Fig. 7 deutlich, welche
eine Draufsicht auf das zu erfassende Probenfeld P
der Probe 2 zeigt. Mit 37 ist das Bildfeld bezeich-
net, das deutlich kleiner ist als das Probenfeld P. Das
Bildfeld 37 wird über das Probenfeld P verschoben.
Die entsprechenden Verschiebestellungen und dar-
aus resultierenden Lagen des Bildfeldes 37 sind in
Fig. 7 schematisch angedeutet.

[0074] Fig. 8 zeigt, dass die Bildverschiebeeinrich-
tung das Bildfeld 37 derart in verschiedene Lagen
38 bringt, dass zwischen benachbarten Lagen 38 ein
Überlappungsbereich 39 besteht. Dies ist optional,
erleichtert aber das spätere Zusammensetzen einzel-
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ner Teilbilder zu einem Bild, welches das Probenfeld
P wiedergibt.

[0075] In der Ausführungsform mit adaptivem Spie-
gel 30 umfasst dieser eines oder mehrere gruppier-
te Elemente, welche das Bildfeld 37 im Probenfeld
P verstellen. Die Größe des Bildfeldes 37, welches
auf den Detektor 25 abgebildet ist, ist dabei zum ei-
nen durch die Fläche des Detektors 25 selbst, zum
anderen durch die Größe der Blende 32 vorgegeben.
Diese Blende 32 verbessert die Abbildung, ist jedoch
nicht zwingend erforderlich. Lässt man sie weg, kann
auf die entsprechende Zwischenbildebene ZB und
die optischen Mittel zu deren Erzeugung verzichtet
werden.

[0076] Der Detektor 25 ist ein Detektorarray mit einer
Pixelzahl, das die optische Auflösungsgrenze, wel-
che letztlich durch das Objektiv 3 begrenzt ist, bei
weitem nicht ausschöpfen würde, würde man das ge-
samte Probenfeld P abbilden. Der Detektor 25 wä-
re für sich deshalb zur Lokalisierungsmikroskopie un-
geeignet. Die Größe des Bildfeldes 37 und das Ab-
bildungsverhältnis des Mikroskops 1 sind deshalb so
gewählt, dass eine der Auflösungsgrenze entspre-
chende Strukturlänge in der Probe 2 der Größe ei-
nes Pixels am Detektor entspricht oder sogar grö-
ßer ist. Durch die Verschiebung des Bildfeldes 37
kann dennoch das Probenfeld P abgetastet werden.
Zugleich kann mit einem Detektor gearbeitet wer-
den, der eine hohe Messgeschwindigkeit aufweist.
Bei elektronischen Detektoren ist die Einzelbildwie-
derholfrequenz durch die Integrationszeit sowie die
Auslesedauer des Detektors begrenzt. Der Detektor
25 des Mikroskops 1 kann beispielsweise eine Array-
Anordnung von Avalanche-Fotodioden, Fotomultipli-
ern oder GaAsP-Hybrid-Detektoren sein, die sehr viel
schnellersind, als vergleichsweise größere herkömm-
liche CMOS- oder CCD-basierte Flächendetektoren.

[0077] Das Probenfeld P wird somit auf einen orts-
auflösenden Detektor 25 abgebildet, wobei die opti-
sche Abbildung derart erfolgt, dass die Strukturlänge,
welche beugungsbedingt maximal auflösbar ist, auf
dem Detektor in ihrer Größenordnung einem Detek-
torpixel entspricht. Das erfasste Bildfeld 37 ist dabei
sehr viel kleiner als das Probenfeld P. Das Bildfeld
wird zur Erfassung des gesamten Probenfeldes P in
verschiedene Lagen 38 gebracht. Für jede Lage wird
ein Sub-Einzelbild 14 der Probe 2 entsprechend der
aktuellen Lage 38 aufgenommen. Die Sub-Einzelbil-
der werden dann zu einem Einzelbild 14 des Proben-
feldes P zusammengefügt.

[0078] Diese Weiterbildung kann schnelle Detekto-
ren verwenden, die in Pixelzahlen vorliegen, welche
für die Abbildung im normalen Weitfeld nicht genügen
würden. Verwendet man beispielsweise ein SPAD-
Array mit 128×128 Pixeln, wie es aus der Veröffentli-
chung Niclass et el., IEEE Journal of Solid State Cir-

cuits 43, Seite 2977, 2008, bekannt ist, benötigt man
für ein typisches 50 µm großes Probenfeld insgesamt
5×5 verschiedene Bildfeldlagen.

[0079] Fig. 9 zeigt zwei Bilder, die mit einer Aus-
führungsform des beschriebenen Mikroskops erzeugt
wurden. Verwendet wurde ein Mikroskop vom Typ
Elyra der Carl Zeiss Microscopy GmbH. Als Detektor
für die Bildaufnahme kann die Ultracam 7 der Firma
Video Scope International, Ltd., Dulles, USA, verwen-
det werden. Bei den Fluorophoren handelt es sich um
den Farbstoff Alexa 488, der Phalloidin markiert, was
zur Anfärbung von Teilen des Zytoskeletts (Aktin) der
Zelle führt. Die Intensität der Anregungsstrahlung be-
trug 0,1 kW/cm2 bei einer Wellenlänge von 488 nm.

[0080] Fig. 9 zeigt im oberen Bild eine Weitfeldauf-
nahme 41, wohingegen das untere Bild das hoch-
aufgelöste Gesamtbild 42 derselben Probe zeigt. Es
wurde aus 30.000 Einzelbildern erzeugt, die mit einer
Bildrate von 32 kHz entsprechend einer Belichtungs-
dauer von 31,25 µs inklusive Reset-Zeit aufgenom-
men wurden. Die Gesamtmessdauer betrug 1s. Her-
kömmliche PALM-Mikroskopie mit einem EMCCD-
Detektor würde für dieselbe Messung eine Zeitdau-
er zwischen 10 und 17 min. benötigen. Die Weit-
feldaufnahmen 41 wurden durch Aufsummieren der
30.000 Einzelframes erhalten, gleicht also einer Auf-
nahme mit einer Belichtungsdauer von einer Sekun-
de. Für die Lokalisierungsanalyse wurde eine 2D-
Gauss-Funktion angefittet.

[0081] Fig. 10 zeigt zwei Schnitte „1“ und „2“, die in
der Weitfeldaufnahme 41 bzw. dem Gesamtbild 42
der Fig. 9 eingetragen sind. Die obere Darstellung
der Fig. 10 zeigt für den Schnitt „1“ zwei Kurven, näm-
lich eine Schnittkurve 43 der Weitfeldaufnahme 41
und einer Schnittkurve 44 des hochaufgelösten Ge-
samtbilds 42. Wie zu sehen ist, ist die Ortsauflösung
im hochaufgelösten Gesamtbild 42 sehr viel besser.

[0082] Die untere Darstellung der Fig. 10 belegt an-
hand des Schnittes „2“, dass im Weitfeld durchaus
bei einem gegebenen Schnitt Fehlinformationen auf-
treten können, die z.B. dadurch herrühren, dass be-
nachbarte helle Bereiche in die Schnittlinie überstrah-
len. Dies wird im hochaufgelösten Gesamtbild 42 ver-
mieden. Die untere Darstellung der Fig. 10 lässt die-
sen Unterschied klar erkennen, da die Schnittkur-
ve 45 der Weitfeldaufnahme 41 Maxima an Stellen
zeigt, an denen ausweislich der Schnittkurve 46 des
hochaufgelösten Gesamtbildes 42 keine oder weni-
ger Probenstruktur ist (vgl. beispielsweise im Bereich
zwischen 0,8 und 0,9 µm).

[0083] Soweit vorstehend als Beispiel für den Dun-
kelzustand der Triplett-Zustand beschrieben wurde,
ist dies nur exemplarisch zu verstehen. Es gibt Fluo-
reszenzfarbstoffe, die für die Fluoreszenzmikrosko-
pie dem Fachmann bekannt sind, welchen einen
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Dunkelzustand aufweisen, der kein Triplett-Zustand
ist.

[0084] Die Ausführung des Mikroskopieverfahrens
bzw. die entsprechende Gestaltung des Mikroskops
1 ist insbesondere in folgenden Zeitregimen vorteil-
haft: Die Dunkellebensdauer td liegt im Bereich zwi-
schen 3 und 320 µs. Die Integrationszeit der Kamera
ist bevorzugt kürzer als diese Lebensdauer. Mögliche
Extremwerte betragen also th = 0,1 td, td = 3 µs, PB
= 3,3 µs und fB = ca. 300 kHz. In einem anderen Ex-
trem ist th in etwa gleich td = 300 µs, PB = 600 µs
und fB = 1,6 kHz.
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Patentansprüche

1.   Hochauflösendes Kurzzeit-Mikroskopieverfah-
ren einer Fluoreszenzemitter (11) enthaltenden Pro-
be (2), bei dem
– Fluoreszenzemitter (11) verwendet werden, die ei-
nen ersten und einen zweiten Zustand aufweisen,
wobei der erste Zustand ein Hellzustand (H) ist, in
dem die Fluoreszenzemitter (11) auf Einstrahlung von
Anregungsstrahlung (a) hin Fluoreszenzstrahlung (f)
abgeben, und der zweite Zustand ein Dunkelzustand
(D) ist, in dem die Fluoreszenzemitter (11) auf Ein-
strahlung von Anregungsstrahlung (a) hin die Fluo-
reszenzstrahlung (f) nicht abgeben, wobei die Fluo-
reszenzemitter (11) durch Einstrahlung von Anre-
gungsstrahlung (a) aus dem Hellzustand (H) in den
Dunkelzustand (D) gebracht werden können und der
Dunkelzustand (D) eine bestimmte Lebensdauer (td)
hat, nach der die Fluoreszenzemitter(11) von alleine
in den Hellzustand (H) zurückkehren,
– die Probe (2) und damit die Fluoreszenzemitter (11)
im Weitfeld mit Anregungsstrahlung (a) einer Intensi-
tät beleuchtet wird/werden und dadurch die Fluores-
zenzemitter (11) zu einem Blinken (B) angeregt wer-
den, in dem sie mit einer Blinkfrequenz (fB) zwischen
Hellzustand (H) und Dunkelzustand (D) hin- und her-
wechseln,
– die blinkende Probe (2) mit einer Ortsauflösung im
Weitfeld abgebildet und mit einer Kamera (4) detek-
tiert wird,
– die Intensität der Anregungsstrahlung (a) so einge-
stellt wird, dass bezogen auf die Ortsauflösung in den
Einzelbildern (14) mindestens einige Fluoreszenze-
mitter (11) isoliert sind, und die Intensität der Anre-
gungsstrahlung (a) und eine Bildwiederholfrequenz
der Kamera (4) so aufeinander abgestimmt werden,
dass die Bildwiederholfrequenz, mit der die Einzel-
bilder (14) erzeugt werden, nicht geringer ist als die
Blinkfrequenz (fB), und
– die Einzelbilder (14) einer Lokalisierungsanalyse
(S4) unterzogen werden, wobei Ortsangaben für iso-
lierte Fluoreszenzemitter (11) in den Einzelbildern
(14) mit einer Genauigkeit bestimmt werden, die über
die Ortsauflösung hinausgeht.

2.   Mikroskopieverfahren nach Anspruch 1, wobei
eine Integrationsdauer der Einzelbilderzeugung nicht
länger ist die Lebensdauer (td) des Dunkelzustandes
(D).

3.     Mikroskopieverfahren nach Anspruch 1 oder
2, wobei in einer Testmessung die Anregungsstrah-
lung (a) gepulst eingestrahlt wird, die Lebensdauer
(td) des Dunkelzustandes (D) gemessen und die Bild-
wiederholfrequenz entsprechend eingestellt wird, be-
vorzugt so dass die Integrationsdauer 90 %, beson-
ders bevorzugt 50%, ganz besonders bevorzugt 10%
der Lebensdauer (td) des Dunkelzustandes (D) be-
trägt.

4.     Mikroskopieverfahren nach einem der obigen
Ansprüche, wobei die Integrationsdauer nicht über
300 µs beträgt, bevorzugt nicht über 100 µs, beson-
ders bevorzugt nicht über 50 µm, ganz besonders be-
vorzugt zwischen 1 µs und 30 µs beträgt.

5.     Mikroskopieverfahren nach einem der obigen
Ansprüche, wobei die Fluoreszenzemitter (11) in ei-
nem bezüglich der Lebensdauer (td) des Dunkelzu-
standes (D) chemisch unbeeinflussten Zustand sind.

6.     Mikroskopieverfahren nach einem der obi-
gen Ansprüche, wobei eine Intensität der Anregungs-
strahlung (a) einen Wert von 1 MW/cm2, bevorzugt
von 50 kW/cm2, besonders bevorzugt von 2 kW/cm2

nicht überschreitet.

7.     Mikroskopieverfahren nach einem der obigen
Ansprüche, wobei die Intensität der Anregungsstrah-
lung (a) so eingestellt wird, dass die Blinkfrequenz
(fB) einen Wert nicht unter 1/(300 µs), besonders be-
vorzugt nicht unter 1/(50 µs) und ganz besonders be-
vorzugt zwischen 1/(30 µs) und 1/(1 µs) hat.

8.     Mikroskopieverfahren nach einem der obigen
Ansprüche, wobei bei der Erzeugung der Einzelbil-
der (14) die Anregungsstrahlung (a) als cw-Strahlung
eingestrahlt wird.

9.     Hochauflösendes Mikroskop zur Kurzzeit-Mi-
kroskopie einer Fluoreszenzemitter (11) enthalten-
den Probe (2), das aufweist
– eine Anregungseinrichtung (3), die ausgebildet ist,
die Probe (2) im Weitfeld mit Anregungsstrahlung (a)
zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung (f) anzuregen,
eine Abbildungseinrichtung (4), die ausgebildet ist,
die Probe (2) im Weitfeld mit einer Ortsauflösung ab-
zubilden, wobei die Anregungseinrichtung (3) so aus-
gebildet ist, dass bezogen auf die Ortsauflösung min-
destens einige Fluoreszenzemitter (11) in der Abbil-
dung isoliert sind,
– eine Lokalisierungsanalyseeinrichtung (6), die aus-
gebildet ist, Ortsangaben für die isolierten Fluores-
zenzemitter (11) mit einer Genauigkeit zu bestimmen,
die über die Ortsauflösung hinausgeht, und
– eine Steuerungseinrichtung (6), die ausgebildet ist,
die Anregungseinrichtung (3) und die Abbildungsein-
richtung (4) gemäß einem Verfahren nach einem der
Ansprüche 1 bis 7 zu steuern.

10.     Mikroskop nach Anspruch 9, wobei die Ab-
bildungseinrichtung (4) einen CMOS-Flächendetek-
tor (4a) mit im Strahlengang vorgeschaltetem Bildver-
stärker (4b) aufweist.

11.   Mikroskop nach Anspruch 9 oder 10, wobei die
Bildwiederholfrequenz einen Wert nicht unter 1/(300
µs) hat, bevorzugt nicht unter 1/(100 µs), besonders
bevorzugt nicht unter 1/(50 µs) und ganz besonders
bevorzugt zwischen 1/(30 µs) und 1/(1 µs) hat.
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12.   Mikroskop nach einem der Ansprüche 9 bis 11
wobei die Abbildungseinrichtung (4) ein SPAD-Array
(25) als Flächendetektor aufweist.

13.   Mikroskop nach Anspruch 13, das eine Bild-
feldverschiebeeinrichtung (30) aufweist, um ein Pro-
benfeld (P) durch Verschiebung eines Bildfeldes (37)
auf das SPAD-Array (25) abzubilden und so jedes
Einzelbild (14) durch mehrere Einzelteilteilbilder zu-
sammenzufügen.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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