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superauflésendes Mikroskop

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Bildver-
arbeitungsvorrichtung und ein mit der Vorrichtung durchfiihr-
bares Bildverarbeitungsverfahren, um aus Bilddaten Koordi-
naten von Helligkeitsmaxima zu extrahieren. Die Erfindung
istinsbesondere fiir die Verarbeitung von Bilddaten eines su-
perauflésenden Lokalisationsmikroskops geeignet.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft allgemein Verfahren und Vorrichtungen zur Bildverarbeitung. Die Erfindung be-
trifft im Speziellen eine Bildverarbeitungsvorrichtung und ein mit der Vorrichtung durchflihrbares Bildverarbei-
tungsverfahren, um aus Bilddaten Koordinaten von Helligkeitsmaxima zu extrahieren. Die Erfindung ist insbe-
sondere fur die Verarbeitung von Bilddaten eines superauflésenden Lokalisationsmikroskops geeignet.

[0002] Unter superauflésender Mikroskopie versteht der Fachmann im Allgemeinen lichtmikroskopische Ver-
fahren und Vorrichtungen, welche Bildinformationen mit Auflésungen unterhalb des Abbeschen Beugungslimits
liefern. Es sind eine Reihe von verschiedenen Prinzipien fiir superauflésende Mikroskopie bekannt, die unter
anderem darauf basieren, hinreichend raumlich isolierte Lichtemitter zu erfassen, deren GréRe deutlich unter
dem Beugungslimit des optischen Systems liegt. Auf diese Weise kdnnen die Lichtemitter der zu untersuchen-
den Probe mit einer hdheren Genauigkeit lokalisiert werden, als diese das optische System an sich gestattet.

[0003] Verfahren des Prinzips der Lokalisationsmikroskopie werden als STORM, dSTORM, PALM und SPDM
(Spektrale Prazisions-Distanz-Mikroskopie) bezeichnet. Bei diesen Verfahren wird die Fluoreszenz selektiv
angeregter oder abstrahlender, hinreichend weit entfernter Emitter ausgewertet. Die Emitter lassen sich rdum-
lich genau lokalisieren, da sich das Maximum des durch die Punktspreizfunktion des Mikroskops aufgeweiteten
optischen Signals immer noch genau bestimmen lasst.

[0004] Auch wenn die verschiedenen superauflésenden Mikroskopieverfahren mittlerweile sehr hohe Ortsauf-
I6sungen erreichen, ist ihr praktischer Nutzen, etwa in der Medizin fiir histologische Untersuchungen noch sehr
begrenzt

Die derzeitige Realisierung der superaufldsenden Lokalisationsmikroskopie bringt die Ubertragung sehr gro-
Rer Datenmengen von der Kamera zum Auswerterechner mit sich. Diese betragen bis Uber 100 Gigabyte fur
Daten, die zur Rekonstruktion eines einzigen superaufgeltsten Bildes bendtigt werden. Auch wenn eine Vor-
verarbeitung der Daten mit der Festlegung von auszuwertenden Bildausschnitten (sogenannte ,Regions of In-
terest”, ROI) erfolgt, ergeben sich noch sehr hohe Datenmengen von mehreren 100 Megabyte pro Bild. Diese
Daten mussen sowohl gespeichert als auch prozessiert werden. Haufig kann erst nach Abschluss eines Expe-
rimentes entschieden werden, ob dieses Vorgehen erfolgreich war. Bei der Aufnahme der Daten wird jedoch
in der Regel aufgrund der lokalisierten Fluoreszenzsignale und der Struktur der Probe nur ein rein stochastisch
verteilter Anteil von unter 10% der auf der Kamera vorhandenen Pixel genutzt. Aus diesem Grund ist der Uber-
wiegende Teil der Ubertragenen und gespeicherten Daten ohne Informationsgehalt, fihrt aber zur Belegung
grofRer Speicherkapazitaten und nimmt einen grof3en Teil der Rechnerkapazitat bei Transfer und Bearbeitung
in Anspruch. Hierbei ist nicht nur der Speicherbedarf ein Problem. Vielmehr verhindern die gro3en Datenmen-
gen eine schnelle Bearbeitung der Daten einschlieRlich deren Darstellungen. Dies fuhrt dazu, dass bei der
superauflésenden Lokalisationsmikroskopie ein Bild der Probe erst nach langerer Zeit zur Verfligung steht.

[0005] Der Erfindung liegt daher allgemein die Aufgabe zugrunde, die Auswertung der Bilddaten zu beschleu-
nigen. Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der unabhangigen Anspriche geldst. Vorteilhafte Ausge-
staltungen und Weiterbildungen der Erfindung sind in den abhangigen Anspriichen angegeben.

[0006] Demgemal sieht die Erfindung eine Bildverarbeitungsvorrichtung insbesondere fir die Bilddaten eines
superauflésenden Lokalisationsmikroskops vor, welche eine Recheneinrichtung zur Verarbeitung der Bildda-
ten aufweist, die eingerichtet ist, Koordinaten der Maxima von Helligkeitsverteilungen in den Bilddaten mit ei-
ner Genauigkeit zu bestimmen, die héher als der Pixelabstand ist, wobei die Recheneinrichtung eingerichtet
ist, in den Bilddaten Helligkeitsmaxima anhand der Uberhéhung der Helligkeitswerte von Pixeln relativ zu be-
nachbarten Pixeln zu bestimmen, und wobei die Bildverarbeitungsvorrichtung weiterhin eingerichtet ist, die
Koordinaten eines Helligkeitsmaximas zu bestimmen, indem diese Differenzen von Helligkeitswerten benach-
barter Pixel bildet und diese Differenzen in geordneter Reihenfolge entsprechend der rdumlichen Abfolge der
Pixel zu verketten, wobei die Recheneinrichtung weiterhin einen Speicher mit einer darin abgelegten Tabelle
mit Koordinatenwerten aufweist, wobei die Recheneinrichtung eingerichtet ist, einen Koordinatenwert aus der
Tabelle anhand einer durch die verketteten Differenzwerte bestimmten Adresse auszulesen.

[0007] Mit anderen Worten bilden die verketteten oder verknlpften Differenzen eine Adresse, wobei die Ta-
belle die Adressen bestimmten Koordinaten zuordnet. Diese Zuordnung kann anhand eines geeigneten Mo-
dells errechnet werden. So fuhrt beispielsweise eine Gauss-férmige Helligkeitsverteilung in einem Maximum
zu einem bestimmten Muster von Differenzen, das anders ist, als etwa bei einer Lorenz-férmigen Verteilung.
Die Tabelle kann im Vorhinein berechnet und abgespeichert werden. Damit werden die besonders aufwandi-
gen Berechnungen vor der Messung durchgefiihrt. Die ansonsten anfallende Bestimmung der Koordinaten
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der Helligkeitsmaxima durch Anpassung des jeweiligen Modells der Helligkeitsverteilung wird durch sehr ein-
fache Rechenoperationen, namlich die Differenzbildung, die Verkettung der Differenzwerte zu Adressen und
das Auslesen der Koordinaten an der durch die Adressen bestimmten Position der Tabelle, beziehungsweise
der Speicherposition, ersetzt.

[0008] Im Allgemeinen ist es sinnvoll, eine solche Bestimmung fur zwei unterschiedliche Raumrichtungen, also
etwa x- und y-Richtung durchzufiihren. Dementsprechend wird dazu eine zweidimensionale Tabelle gespei-
chert. In bevorzugter Ausgestaltung der Erfindung enthalt der Speicher also eine zweidimensionale Tabelle,
wobei die Bildverarbeitungsvorrichtung dazu eingerichtet ist, Differenzen von Helligkeitswerten entlang zweier
unterschiedlicher Richtungen zu bilden, fir jede Richtung die Differenzen zu einer Adresse zu verketten und
aus der Tabelle die Koordinaten der Raumrichtungen an der durch die beiden Adressen bestimmten Position
auszulesen.

[0009] Die Erfindung eignet sich allgemein dazu, aus Bilddaten, die aufgrund einer Beugungsbegrenzung oder
allgemein optischen Abberationen eine Unscharfe aufweisen, die Position punktférmiger Helligkeitsmaxima
exakt zu bestimmen. Mit besonderem Vorteil kann dies wie gesagt bei der Verarbeitung von Bilddaten von su-
perauflésenden Lokalisationsmikroskopen verwendet werden. Gemal einem Aspekt sieht die Erfindung daher
auch ein superauflésendes Mikroskop vor, welches

- eine Anregungsquelle zur Anregung von Fluoreszenzlicht in einer mit dem Mikroskop zu untersuchenden
und vor einem Objektiv des Mikroskops angeordneten Probe,

- eine Kamera mit einem optoelektronischen Sensor zur Aufzeichnung des mikroskopischen Bilds des
durch Fluoreszenzanregung von der Probe emittierten Lichts, und eine erfindungsgemafe Bildverarbei-
tungsvorrichtung umfasst, welche mit dem Sensor verbunden ist, um aus dem Sensor ausgelesene Bild-
daten zu verarbeiten und die Koordinaten von Helligkeitsmaxima zu bestimmen.

[0010] Die Bildverarbeitungsvorrichtung gemafR der Erfindung kann zumindest teilweise in einem Mikrocon-
troller implementiert sein. Dies ist mdglich, da die Erfindung die Bildverarbeitung zur Umrechnung der Bildda-
ten in Daten, die die Koordinaten von Helligkeitsmaxima in Superauflésung enthalten, mit sehr einfachen Be-
rechnungen durchfihrt. Demgemal ist in einer Weiterbildung der Erfindung vorgesehen, dass die Bildverar-
beitungsvorrichtung eine Auswerteelektronik mit zumindest einem Mikrocontroller umfasst, welcher eingerich-
tet ist, zumindest die Berechnung der Differenzen von Helligkeitswerten benachbarter Pixel durchzufihren.

[0011] Um die Menge an zu Ubertragenden Daten zu reduzieren, ist in besonders bevorzugter Weiterbildung
der Erfindung vorgesehen, dass die Auswerteelektronik in einer Kamera integriert ist. Auf diese Weise kann der
Datenstrom von der Kamera zu einem Rechner fir die weitere Bearbeitung der Daten erheblich reduziert wer-
den. Gemal dieser Ausfiihrungsform der Erfindung ist also vorgesehen, dass die Bildverarbeitungsvorrichtung
neben der Auswerteelektronik einen Rechner umfasst und die Auswerteelektronik in einer Kamera integriert
ist, die an den Rechner zur Ubertragung der Daten der Auswerteelektronik angeschlossen ist.

[0012] Das mit einer erfindungsgemafen Bildverarbeitungsvorrichtung durchgefiihrte Verfahren zur Bildver-
arbeitung, insbesondere fir die Bilddaten eines superaufldésenden Mikroskops basiert darauf, dass von min-
destens einem optoelektronischen Sensor Bilddaten ausgelesen werden und mit einer Recheneinrichtung zur
Verarbeitung der Bilddaten Koordinaten der Maxima von Helligkeitsverteilungen in den Bilddaten bestimmt
werden, wobei die Recheneinrichtung in den Bilddaten Helligkeitsmaxima anhand der Uberhéhung der Hellig-
keitswerte von Pixeln relativ zu benachbarten Pixeln identifiziert und dann die Koordinaten eines Helligkeits-
maximas bestimmt, indem diese Differenzen von Helligkeitswerten benachbarter Pixel bildet und diese Diffe-
renzen in geordneter Reihenfolge entsprechend der rdumlichen Abfolge der Pixel verkettet, wobei die Rechen-
einrichtung weiterhin in einem Speicher eine Tabelle mit Koordinatenwerten speichert und einen Koordinaten-
wert aus der Tabelle anhand einer durch die verketteten Differenzwerte bestimmten Adresse ausliest.

[0013] Gemal noch einem Aspekt der Erfindung sind eine Kamera, sowie eine bildverarbeitende Vorrichtung
mit einer Kamera und einem an die Kamera angeschlossenen Rechner fir ein superauflésendes Mikroskop
vorgesehen, welche mit entsprechenden Mitteln zur Ausfiihrung des erfindungsgemafien Verfahrens, bezie-
hungsweise mit einer Auswerteelektronik zum Einsatz in einem superauflésenden Mikroskop gemafl der Er-
findung ausgestattet sind.

[0014] Die Kamera eines superauflésenden Mikroskops gemal dieser Ausfliihrungsform der Erfindung ist al-

so eingerichtet, die Bilddaten bereits so auszuwerten, dass die ausgewerteten Daten die in hoher Auflésung
lokalisierten Orte der Fluoreszenzemitter der untersuchten Probe enthalten. Die so erzeugten Daten enthalten
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damit die wesentliche Bildinformation in komprimierter Form. Durch die interne Auswertung in der Kamera mit
dem Mikrocontroller kann eine hohe Rechengeschwindigkeit erreicht werden, welche die Ermittlung der Fluo-
reszenzemitter in Superauflésung bereits im laufenden Betrieb ermdglicht.

[0015] Die Erfindung wird nachfolgend genauer und unter Bezugnahme auf die beigeschlossenen Figuren
erlautert.

Figurenliste

[0016] Die Erfindung wird nachfolgend genauer anhand der beigeschlossenen Zeichnungen erlautert. Dabei
verweisen gleiche Bezugszeichen in den Zeichnungen auf jeweils gleiche oder entsprechende Elemente. Es
zeigen:

Fig. 1 einen schematischen Aufbau eines superauflésenden Lichtmikroskops mit einer Bildverarbeitungs-
vorrichtung gemaf der Erfindung,

Fig. 2 eine Weiterbildung eines superauflésenden Lichtmikroskops mit einer Zylinderlinse,
Fig. 3 und Fig. 4 Ausschnitte aus einer Matrix von Helligkeitswerten.

Fig. 5 Eine Matrix von Helligkeitswerten mit zwei Reihen von Pixeln zur Bestimmung von Ortskoordinaten
von Fluoreszenzereignissen,

Fig. 6 eine durch die Helligkeitswerte der Pixel einer Reihe reprasentierte Helligkeitsverteil u ng,
Fig. 7 ein Pixel mit einem Ort eines Fluoreszenzereignisses,

Fig. 8 ein Pixel mit einem Sub-Binning,

Fig. 9 zwei Helligkeitsverteilungen,

Fig. 10 eine Weiterbildung eines Lichtmikroskops.

[0017] In Fig. 1 ist eine Ausfiihrungsform eines superaufldsenden Lichtmikroskops 1 mit einer erfindungs-
gemalen Bildverarbeitungsvorrichtung in schematischer Darstellung gezeigt. Fir die Erfindung ist dabei ins-
besondere ein nach dem Prinzip der Lokalisationsmikroskopie arbeitendes Mikroskop vorgesehen. Als Anre-
gungsquelle zur Anregung einer Fluoreszenz ist allgemein, wie auch im dargestellten Beispiel ein Laser 5 ge-
eignet. Denkbar ist generell auch, mehrere Laser oder Laserstrahlen zu verwenden, etwa um gleichzeitig oder
auch in sequentieller Abfolge Licht verschiedener Wellenlangen auf die Probe 11 einzustrahlen. Die Probe 11
ist zur Untersuchung vor dem Objektiv 3 des Mikroskops 1 angeordnet. Ohne Beschrankung auf das darge-
stellte Beispiel kann ein dichroitischer Spiegel 9 vorgesehen sein, um den Laserstrahl 7 in den Strahlengang
des Mikroskops einzukoppeln oder allgemeiner, um Fluoreszenzlicht und Laserlicht im Strahlengang des Mi-
kroskops raumlich zu trennen. Das Objektiv 3 des Mikroskops 1 erzeugt ein vergréRertes, beziehungsweise
mikroskopisches Bild des von der Probe 11 emittierten Fluoreszenzlichts 13, welches vom optoelektronischen
Sensor 19 der Kamera 15 aufgezeichnet wird. In der dargestellten Ausfihrungsform weist die Kamera 15 ein
eigenes, zusatzliches Objektiv 16 auf. Dies ist jedoch nicht zwingend. Das Objektiv 3 des Mikroskops 1 kann
auch direkt die Probe 11 auf dem Sensor 19 abbilden.

[0018] Mit der Kamera 15 ist ein Rechner 17 zur Auswertung und/oder Darstellung von Bilddaten der Kame-
ra 15 verbunden. Eine Datenauswertung wird erfindungsgemaf aber auch schon von der Kamera 15 selbst
durchgefiihrt. Neben der Ausleseelektronik 21 der Kamera 15, die zum Auslesen der Signale des Sensors
19 vorzugsweise einen Analog-Digital-Konverter zur Umrechnung der Sensorsignale in Bitwerte, beziehungs-
weise allgemeiner in digitale Daten umfasst, weist die Kamera 15 dazu auch eine Auswerteelektronik 23 auf.
Diese Auswerteelektronik 23 enthalt einen oder mehrere Mikrocontroller 25. Dieser steuert das Einlesen der
Bilddaten von der Ausleseelektronik 21 und errechnet genaue Ortskoordinaten von Helligkeitsmaxima. Diese
Helligkeitsmaxima entstehen im Allgemeinen durch lokalisierte Fluoreszenzemitter, die bei der superauflésen-
den Mikroskopie insbesondere auch einzelne fluoreszierende Molekiile sein kénnen. Deren GréRe liegt also
typischerweise weit unterhalb der optischen Auflésung des Mikroskops. Auf dem Sensor entsteht aus dem
urspringlichen, von der Probe emittierten, im wesentlichen punktférmigen Signal dann bestimmt durch die
Punktspreizfunktion des Mikroskops eine auf mehrere Pixel verteilte Helligkeitsverteilung. Die Auswerteein-
richtung ist nun im Speziellen mittels des entsprechend programmtechnisch eingerichteten Mikrocontrollers 25
eingerichtet, die ausgelesenen Helligkeitswerte mehrerer Pixel miteinander zu verrechnen, um als Ergebnis
die Ortskoordinaten der Helligkeitsmaxima zu bestimmen. Diese Bestimmung kann bei der Berilcksichtigung
der Helligkeiten, beziehungsweise Farbwerte mehrerer Pixel genauer sein, als der Pixelabstand oder Pitch.
Diese Ortskoordinaten werden dann als Daten fiir die Ubertragung an den Rechner 17 bereitgestellt. Kamera
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15 und Rechner 17 bilden eine Bildverarbeitungsvorrichtung 18 gemaf der Erfindung. Die Kamera 15 ist all-
gemein vorzugsweise als Einheit ausgebildet. Dabei sind der Sensor 16, die Ausleseeinrichtung 21 und die
Auswerteeinrichtung 23 mit dem Mikrocontroller 25 in einer Geréteeinheit zusammengefasst, beispielsweise
kdénnen diese dazu in einem gemeinsamen Gehause 50 der Kamera 15 angeordnet sein.

[0019] Allgemein wird fiir eine Kamera eines superauflésenden Mikroskops als Mikrocontroller ein FPGA (FP-
GA-=,field programmable gate array“) bevorzugt. Ein FPGA kann flexibel programmtechnisch eingerichtet wer-
den, um individuell Routinen zur Ermittlung der Ortskoordinaten der Helligkeitsmaxima abzuarbeiten.

[0020] Die Erfindung zeichnet sich besonders auch durch zwei wesentliche funktionale Aspekte aus. Zum
einen kann die sehr flexible und duRerst schnelle hardwarenahe Datenverarbeitung auf dem Microcontroller,
wie etwa einem FPGA eine Echtzeitanalyse der bei diesen Verfahren anfallenden gigantischen Datenmengen
ermoglichen. Bei der derzeitig verfigbaren Technik stehen 10.000 Megapixel Verarbeitungskapazitat bei 1
MHz Zeilenfrequenz und/oder einer Frame-Rate gréfRer 1000/s und/oder einem Datentransfer mit mindestens
1 Gbit/s zur Verfugung. Aufgrund der Implementierung der Algorithmen auf dem Microcontroller in der Kamera
15 wird eine maximale Flexibilitat erhalten, um zu einem spateren Zeitpunkt eine inkrementelle Optimierung
der Algorithmen in der Hardware zu realisieren.

[0021] Zum zweiten wird durch das Konzept der Trefferidentifikation und durch das gezielte Ausschneiden
der Rohdaten, eine massive Reduzierung des Speicherbedarfs erreicht ohne einen Datenverlust zu erleiden.
Dieses Vorgehen gewinnt vor dem Hintergrund der Superresolutions-Mikroskopie, bei der gigantische Daten-
mengen anfallen, extrem an Bedeutung. Weiterhin wird durch die Datenreduktion eine Reduzierung der Rech-
nerlast in der Nachverarbeitung der Daten erreicht, wodurch auch auf dem Rechner 17 eine echtzeitnahe
Nachbearbeitung der Daten ermdglicht wird.

[0022] Das Fluoreszenzsignal lokalisierter Fluoreszenz-Emitter, wie etwa von Einzelmolekilen lasst sich nicht
nur lateral lokalisieren. Auch eine axiale Lokalisation ist moglich, wenn im Strahlengang des Mikroskops eine
zylindrische Linse eingebaut wird. Diese fiihrt dazu, dass die im Idealfall radialsymmetrische Abbildungsfunk-
tion in Abhangigkeit davon elliptisch verzerrt wird, ob sich das zu lokalisierende Molekdl ober- oder unterhalb
der durch das Objektiv definierten Fokaleben befindet. Fig. 2 zeigt schematisch eine entsprechende optische
Anordnung. Das Objektiv 3 umfasst hier neben einem oder mehreren radialsymmetrisch fokussierenden opti-
schen Elementen 26 eine Zylinderlinse 27. Die Zylinderlinse 27 bewirkt eine astigmatische Verzerrung der Ab-
bildung des Fluoreszenzemitters 12. Die Abbildung stellt sich als Helligkeitsverteilung 30 auf dem optoelektro-
nischen Sensor 19 dar. Die axiale Koordinate des Fluoreszenzemitters 30 korrespondiert zur Asymmetrie der
Helligkeitsverteilung. Es ist allgemein nicht erheblich, wie der Astigmatismus des optischen Systems hervor-
gerufen wird. Deshalb kann in Verallgemeinerung einer Zylinderlinse zumindest ein astigmatisch verzerrendes
optisches Element vorgesehen sein. In Weiterbildung der Erfindung ist dann dementsprechend vorgesehen,
dass die Helligkeitsverteilung auf dem Sensor 19 mittels zumindest eines astigmatisch wirkenden optischen
Elements im Strahlengang des Mikroskops 1 in der Sensorebene deformiert wird, wobei die Bildverarbeitungs-
vorrichtung 18 dazu ausgebildet ist, aus der Deformation der Helligkeitsverteilung, wiederum unter Verrech-
nung der Helligkeitswerte mehrerer Pixel die Ortskoordinate des Fluoreszenzemitters 12 in axialer Richtung
des Mikroskops 1, beziehungsweise in Richtung entlang der optischen Achse des Mikroskops 1 zu bestimmen.

[0023] Gemal einer bevorzugten Ausfliihrungsform der Erfindung beinhaltet die Bildverarbeitung eine Glat-
tung der Helligkeitswerte. Dementsprechend ist die Bildverarbeitungsvorrichtung, vorzugsweise der Mikrocon-
troller eingerichtet, die Helligkeitswerte mehrerer benachbarter Pixel miteinander so zu verrechnen, dass fir
einen Pixel ein geglatteter Helligkeitswert erhalten wird. Die geglatteten Helligkeitswerte kénnen dann zur Wei-
terverarbeitung zwischengespeichert werden. Fig. 3 zeigt dazu als Ausfiihrungsbeispiel einen Ausschnitt aus
einer Matrix 32 der Helligkeitswerte. Jeder Matrixeintrag reprasentiert einen Pixel 20 des Sensors.

[0024] Um einen relevanten Pixel 34 wird gemaf einer Ausfiihrungsform der Erfindung ein Gebiet 35 mit meh-
reren Pixeln gebildet, welches vorzugsweise auch den relevanten Pixel beinhaltet. Im dargestellten Beispiel ist
das Gebiet eine 5x5 Submatrix, in deren Zentrum der relevante Pixel 34, also der Pixel, fiir den ein geglatteter
Helligkeitswert errechnet werden soll, liegt. Ohne Beschrankung auf eine bestimmte Form und/oder GréRe
des Gebiets kdnnen gemaR einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung die Errechnung des geglatteten
Helligkeitswerts des relevanten Pixels die Addition der Helligkeitswerte der Pixel des Gebiets mittels des Mi-
krocontrollers umfasst. Der addierte Wert ist proportional zu einem Mittelwert der Helligkeit. Es ist daher nicht
unbedingt notwendig, den Mittelwert auch tatsichlich zu errechnen. Um einen Uberlauf oder eine Sattigung im
verwendeten Zahlenformat zu vermeiden, kann aber eine Bit-Shift-Operation im Mikrocontroller durchgefiihrt
werden. Eine solche Operation kann um GréRenordnungen schneller durchgefiihrt werden, verglichen mit ei-
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ner Division. Dies gilt insbesondere bei einer Implementation der Bildverarbeitung in einem Mikrocontroller.
Gemal einer Weiterbildung der Erfindung ist daher die Bildverarbeitungsvorrichtung, vorzugsweise der Micro-
controller eingerichtet, bei der Addition der Helligkeitswerte mehrerer Pixel mindestens eine Bit-Shift-Opera-
tion durchzufihren. Da die Differenzberechnung vorzugsweise vom Mikrocontroller durchgefiihrt wird, ist es
zweckmaRig, in diesem Fall auch die vorgeordnete Glattung mit dem Mikrocontroller durchzufiihren.

[0025] Naturgemal weisen die Bilddaten aus einer ganzen Reihe von Griinden auch Helligkeitsschwankun-
gen auf, die nicht auf die Fluoreszenz von Emittern in der Probe zurtickzufiihren sind. Um eine effektive Re-
duktion der Bilddaten mit einer moglichst sicheren Extraktion tatséchlicher Fluoreszenzereignisse zu erzielen,
ist dazu in Weiterbildung der Erfindung vorgesehen, dass die Bildverarbeitungsvorrichtung, vorzugsweise be-
reits der Mikrocontroller eingerichtet ist, die Bilddaten auf Fluoreszenz-Ereignisse zu (berpriifen. Die Uber-
priifung wird vorzugsweise an den geglatteten Bilddaten durchgefiihrt. Zur Uberpriifung, ob bei einem Pixel
ein Fluoreszenz-Ereignis vorliegt, ist die Bildverarbeitungsvorrichtung dazu eingerichtet, den Helligkeitswert
des betrachteten Pixels mit Helligkeitswerten mehrerer weiterer Pixel im Umkreis des betrachteten Pixels zu
vergleichen und die Position eines Fluoreszenzemitters dann zu ermitteln, wenn der Helligkeitswert des be-
trachteten Pixels um einen ersten vorgegebenen Betrag héher ist, als die Helligkeitswerte einer ersten Gruppe
weiterer Pixel im Umkreis des betrachteten Pixels und wenn die Helligkeitswerte der ersten Gruppe weiterer
Pixel um einen zweiten vorgegebenen Betrag hoher ist, als die Helligkeitswerte einer zweiten Gruppe von Pi-
xeln, wobei die Pixel so ausgewahlt werden, dass die Pixel der ersten Gruppe nadher am betrachteten Pixel
angeordnet sind, als die Pixel der zweiten Gruppe. Eine besonders sichere Erkennung ergibt sich dabei, wenn
die Pixel der Gruppen ringférmig um den betrachteten Pixel angeordnet sind. Fig. 4 zeigt hierzu als Beispiel
wiederum einen Ausschnitt aus einer Matrix 32 der Helligkeitswerte. Jeder Matrixeintrag reprasentiert wie bei
Fig. 3 einen Pixel 20 des Sensors.

[0026] Fur den relevanten Pixel 34 soll ermittelt werden, ob bei diesem ein Fluoreszenzereignis vorliegt, also
ob ein Fluoreszenzemitter innerhalb des von diesem Pixel 34 abgebildeten Bereichs der Probe liegt. Dazu
werden die Helligkeiten einer ersten Gruppe 36 und einer zweiten Gruppe 37 von Pixeln mit dem Helligkeitswert
des betrachteten, beziehungsweise relevanten Pixels 34 verglichen. Gemaf einer Weiterbildung der Erfindung
sind wie auch im dargestellten Beispiel die Pixel 20 der ersten Gruppe direkte Nachbarn des betrachteten
Pixels 34. Weiterhin kdnnen gemaf noch einer Weiterbildung dieser Ausfiihrungsform die Pixel 20 der zweiten
Gruppe 37 direkte Nachbarn der Pixel 20 der ersten Gruppe 36 sein. Anders als in der Darstellung der Fig. 4
ist es nicht unbedingt notwendig, die Helligkeitswerte aller ringférmig um den relevanten Pixel angeordneten
weiteren Pixel der ersten und zweiten Gruppe 36, 37 zu verrechnen. Beispielsweise kénnten die an den vier
Ecken des quadratischen Rings der zweiten Gruppe angeordneten Pixel auch weggelassen werden.

[0027] Mindestens firr den relevanten Pixel 34 wird vorzugsweise der geglattete Helligkeitswert verwendet.
Da die Verrechnung der Helligkeitswerte der Pixel der ersten und zweiten Gruppe 36, 37 eine Mittelung mit
sich bringt, kdnnen gegebenenfalls fir die Helligkeitswerte hier auch die aus dem optoelektronischen Sensor
19 ausgelesenen, nicht geglatteten Werte verwendet werden.

[0028] Das vorstehend erlauterter Filterungsverfahren zur Diskriminierung von Fluoreszenzereignissen lauft
nach einem Ausflihrungsbeispiel wie folgt ab: Ein Fluoreszenzereignis wird von der Bildverarbeitungsvorrich-
tung, insbesondere vom Mikrocontroller erkannt, beziehungsweise einem betrachteten Pixel 34 zugeordnet,
wenn die Helligkeitsverteilung um den betrachteten Pixel 34 folgenden Bedingungen geniigt:

[0029] a) der Helligkeitswert des betrachteten Pixels 34 Uberschreitet den mittleren Helligkeitswert (mittlere
Intensitat) der benachbarten Pixel (also der Pixel der Gruppe 36) um einen vorbestimmtne Helligkeitswert
,BlobDifMinTop®, so dass gilt:

int(center pixel) > average int(inner ring) + BlobDifMinTop

[0030] Der Wert von BlobDifMinTop kann vom Benutzer festgelegt oder angepasst werden, da die Form und
Intensitat der Helligkeitsverteilung eines Ereignisses von den experimentellen Bedingungen, wie etwa der Pro-
be oder den eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffen abhangen kann.

[0031] b) weiterhin wird vom Mikrocontroller gepruft, ob der mittlere Helligkeitswert des inneren Rings, also

der Pixel der ersten Gruppe 36 den mittleren Helligkeitswert des aulReren Rings der benachbarten Pixel der
zweiten Gruppe 37 um einen vorbestimmten Wert ,BlobDifMinBottom* Ubersteigt:
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average int(inner ring) > average int(outer ring) +BlobDifMinBottom

[0032] Der Wert BlobDifMinBottom kann ebenso wie der Wert BlobDifMinTop vom Benutzer bestimmt oder
angepasst werden.

[0033] Wenn ein Ereignis, also eine Fluoreszenzemission erkannt worden ist, kann dann eine Bestimmung
der Ortskoordinaten des Ereignisses erfolgen.

[0034] Nachfolgend wird die in der Kamera 15 mittels des Mikrocontrollers vorgenommene Analyse der Bild-
daten zur Bestimmung der Ortskoordinaten eines Fluoreszenzereignisses beschrieben. Die Analyse basiert
darauf, die Koordinaten eines Helligkeitsmaximums zu bestimmen, indem diese Differenzen von Helligkeits-
werten benachbarter Pixel bildet und diese Differenzen in geordneter Reihenfolge entsprechend der raumli-
chen Abfolge der Pixel zu verketten, wobei die Recheneinrichtung weiterhin einen Speicher mit einer darin ab-
gelegten Tabelle mit Koordinatenwerten aufweist, wobei die Recheneinrichtung eingerichtet ist, einen Koordi-
natenwert aus der Tabelle anhand einer durch die verketteten Differenzwerte bestimmten Adresse auszulesen.

[0035] Gemal einer Ausflihrungsform der Erfindung ist der Mikrocontroller eingerichtet, eine durch die Hel-
ligkeitswerte mehrerer Pixel gegebene Helligkeitsverteilung mit den Eintragen der Tabelle (im Folgenden auch
als Lookup-Tabelle oder Umsetzungstabelle bezeichnet) zu vergleichen, wobei die Eintrdge der Lookup-Ta-
belle eine Zuordnung von Helligkeitsverteilungen zu Ortskoordinaten reprasentieren, wobei der Mikrocontroller
weiterhin eingerichtet ist, bei bester Ubereinstimmung einer Helligkeitsverteilung eines Eintrags in der Lookup-
Tabelle mit der Helligkeitsverteilung der mehreren Pixel die Ortskoordinate des Tabelleneintrags einem Fluo-
reszenzereignis zuzuordnen. Es ist ebenso auch méglich, dass das Auslesen der Koordinatenwerte aus der
Tabelle in einem von der Auswerteelektronik 23 getrennten Rechner 17 erfolgt. In diesem Fall kdnnen die von
der Auswerteelektronik errechneten Differenzwerte oder aus den Differenzwerten bereits durch Verkettung
gebildete Adressen an den Rechner 17 Ubertragen werden. GemaR der bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung werden vom Mikrocontroller die Differenzwerte berechnet und an den Rechner 17 Gbertragen.

[0036] Diese Zuordnung kann insbesondere dadurch geschehen, indem die Ortskoordinate in einen das Fluo-
reszenzereignis beschreibenden Datensatz aufgenommen wird. Die Ortskoordinate kann auch durch einen
Index reprasentiert werden. In diesem Fall kdnnen die Ortskoordinaten in der Lookup-Tabelle auch einfach
durch die Reihenfolge der Datensatze gegeben und auslesbar sein.

[0037] Die Auswahl der Pixel erfolgt weiterhin insbesondere abhéngig davon, dass einem Pixel oder einem
Gebiet von Pixeln ein Fluoreszenzereignis zugeordnet wurde, dass also ein Fluoreszenzereignis in dem von
einem betrachteten Pixel oder einem Gebiet mit dem Pixel abgebildeten Bereich der Probe 11 liegt.

[0038] Anhand von Fig. 5 und Fig. 6 wird ein Ausfiihrungsbeispiel der Extraktion von Ortskoordinaten mittels
einer Lookup-Tabelle beschrieben. Dem betrachteten Pixel 34, beziehungsweise dem von diesem abgebilde-
ten Bereich der Probe wurde zuvor ein Fluoreszenzereignis zugeordnet, wobei die Zuordnung vom Mikrocon-
troller 25 wie anhand von Fig. 4 beschrieben, vorgenommen worden sein kann.

[0039] Um zumindest eine Ortskoordinate mit hoher Auflésung zu bestimmen, werden allgemein Pixel 20 aus-
gewahlt, deren Helligkeiten eine Helligkeitsverteilung reprasentieren. Das Maximum der Helligkeitsverteilung
gibt die gesuchte Ortskoordinate an. Typischerweise soll der Ort des Fluoreszenzereignisses in zwei Richtun-
gen mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. Dazu werden wie in Fig. 5 gezeigt, zwei Mengen von Pixeln 20
ausgewahlt, namlich eine Reihe 38 von Pixeln in einer ersten Richtung (x-Richtung) und eine weitere Reihe von
Pixeln in einer dazu nicht parallelen, vorzugsweise senkrechten Richtung (y-Richtung). Es ist glinstig, wenn
die Mengen wie im dargestellten Beispiel auch den relevanten Pixel 34 enthalten.

[0040] Fig. 6 zeigt die durch die Helligkeitswerte 42 der Pixel einer Reihe, beispielsweise der Reihe 38 in x-
Richtung représentierte Helligkeitsverteilung 40. Der maximale Helligkeitswert 42 ist gemal der zuvor durch-
gefiihrten Ereignis-Detektion gemal Fig. 4 der Helligkeitswert des betrachteten Pixels 34.

[0041] Allgemein, ohne Beschrankung auf das dargestellte Beispiel ist es geman einer Weiterbildung der Er-
findung guinstig, wenn die Differenzen der Helligkeitswerte 42 betrachtet werden. Die Differenzen der Hellig-
keitswerte 42 sind in Fig. 6 mit diff.1, diff.2, diff.3 und diff.4 bezeichnet. Diese Differenzen werden dann von
der Bildverarbeitungsvorrichtung mit den Eintragen der Lookup-Tabelle verglichen.
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[0042] Die Tabelle ist so geordnet, dass ein Koordinatenwert an der Tabellenposition zu finden ist, die den zu
einer Adresse verketteten Differenzwerten entspricht. Sind also beispielsweise die x-Werte in Spalten und die
y-Werte in Reihen in der Tabelle angeordnet und wurden in x-Richtung die Differenzwerte diff.1, diff.2, diff.3
und diff.4 ermittelt, so wiirde in einem Beispiel die zugehdrige x-Koordinate an der Spalte mit der Nummer
stehen, die den verketteten Werten diff.1 | diff.2 | diff.3 | diff.4 entspricht. Das Auslesen von Tabelleneintragen
ist ein mit einem Rechner sehr schnell durchfiihrbares Verfahren, ebenso die einfache Differenzbildung. Da-
her kann mit der Erfindung nicht nur die zu Ubertragende Datenmenge erheblich reduziert, sondern auch die
Verarbeitung erheblich beschleunigt werden. Eine effektive Verarbeitung wird also insbesondere erzielt, wenn
eine Auswerteelektronik mit einem Mikrocontroller vorgesehen wird, der die Schritte des Glattens, der Detek-
tion von Fluoreszenzereignissen und der Bildung von Differenzen benachbarter Helligkeitswerte vornimmt. In
einem praktischen Beispiel kdnnen so bei einem Mikroskopbild mit einer Gré3e von 2 Megapixel die zu Uber-
tragenden Daten bereits auf eine Menge in der Grélienordnung von nur noch 600 Bytes reduziert werden.

[0043] Das den in der Lookup-Tabelle abgespeicherten Werten zugrundeliegende Modell der Helligkeitsver-
teilung kann variieren. Gemal einer Ausfiihrungsform der Erfindung sind die abgespeicherten Helligkeitsver-
teilungen in der Lookup-Tabelle nach GaulR-Verteilungen gebildet.

[0044] Generell kbnnen die Eintrdge der Lookup-Tabelle nach einer Ausfihrungsform der Erfindung benutzer-
seitig angepasst werden. Dazu wird gemal einer Ausfihrungsform der Erfindung die Tabelle erzeugt, indem
eine charakteristische Helligkeitsverteilung zugrunde gelegt und anhand der Helligkeitsverteilung fir verschie-
dene Offsets der Verteilung die zugehdrigen Differenzwerte errechnet und als Tabelleneintrdge an der durch
die Differenzwerte bestimmten Adressen eingetragen.

[0045] Wenn der Vergleich der Helligkeitswerte 42 mit der Lookup-Tabelle durchgefiihrt wurde, stehen die aus
der Lookup-Tabelle ausgelesenen Ortskoordinaten zur Verfligung. Fig. 7 zeigt als Beispiel das vom betrach-
teten Pixel 34 abgebildete Gebiet der Probe. Die ausgelesenen Offsets in x- und y-Richtung geben dann den
Ort 45 des Fluoreszenzereignisses als Offset zur Mitte des Pixels, beziehungsweise des korrespondierenden
Gebiets der Probe an. Der Offset, beziehungsweise allgemeiner die Ortskoordinate kann dabei auch in Form
eines Index ausgelesen werden. Der Index gibt dann wie in Fig. 8 dargestellt die Feldposition eines Sub-Pixels
48, der dem Fluoreszenzereignis zugeordnet ist, in einem Raster aus Sub-Pixeln 45 an.

[0046] Die Ermittlung der Koordinaten anhand der Tabelle kann nach der Differenzbildung ohne weitere Be-
arbeitung erfolgen. Insbesondere ist eine Normierung gemaf einer Weiterbildung der Erfindung nicht notwen-
dig. Die Differenzen sind an sich abhangig von der Lichtintensitat. Zwei Fluoreszenzereignisse am gleichen
Ort aber mit unterschiedlicher Intensitat fihren zu unterschiedlichen Differenzen, die sich um einen Helligkeits-
faktor unterscheiden. Auch die aus der Verkettung der Differenzen gebildeten Adressen sind unterschiedlich.
Fig. 9 zeigt zur Verdeutlichung zwei Helligkeitsverteilungen (a), (b), die sich durch die Gesamtintensitat unter-
scheiden. Der Ubersichtlichkeit halber ist in jedem Diagramm nur eine der Differenzen diff1, beziehungsweise
diff1' bezeichnet. Die Helligkeitsverteilungen 40 unterscheiden sich durch die Gesamtintensitat. Im dargestell-
ten Beispiel sind alle Helligkeiten der Helligkeitsverteilung im Diagramm (b) um einen Faktor 1,5 hdher als im
Diagramm (a). Folglich gilt auch fiir die Differenzen diff1' = 1,5-difff1. Um eine rechenaufwandige Normierung
oder die Berechnungen von Verhaltnissen zu vermeiden, kann anstelle dessen fir jeden dieser Falle ein se-
parater Tabelleneintrag vorgesehen werden. Auf den ersten Blick mag dies nachteilig erscheinen, da sich die
Tabelle betrachtlich vergréfert. Allerdings wird die Berechnung der Koordinatenwerte gegeniber einer Vari-
ante mit normierten Werten vereinfacht und beschleunigt. Allgemein, ohne Beschrankung auf spezielle Bei-
spiele ist daher in einer Weiterbildung der Erfindung vorgesehen, dass die Tabelle mehrere Tabelleneintrage
mit gleichen Koordinatenwerten zu unterschiedlichen Differenzwerten, also folglich auch an unterschiedlichen
Positionen aufweist. Diese gleichen Koordinatenwerte kdnnen dann insbesondere zu Helligkeitsverteilungen
korrespondieren, die sich in ihrer Gesamthelligkeit unterscheiden.

Gemal einer Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, auch die zeitliche Information der Fluoreszenzsigna-
le auszuwerten. Ein Beispiel dazu zeigt das in Fig. 10 dargestellte Lokalisationsmikroskop. Das Ausfiihrungs-
beispiel basiert darauf, dass die Bildverarbeitungsvorrichtung 18 allgemein dazu eingerichtet ist, die Zeitdiffe-
renz zwischen einem Laserpuls und einem Fluoreszenzsignal zu messen. Dazu ist die Bildverarbeitungsein-
richtung 18 mit einer Signalleitung verbunden, die mit dem Laser 5 synchronisiert ist. Die Verbindung kann eine
Triggerleitung zum Schalten des Lasers 5 sein oder ein Triggersignal fir den Laser abgreifen. Ebenso kann die
Verbindung auch ein Signal eines Photodetektors fiihren, welcher das Laserlicht empfangt. Weiterhin umfasst
die Kamera 15 einen Bildverstarker 51. Der Bildverstarker 51 wandelt das Fluoreszenzlicht in eine Elektronen-
kaskade, die auf einem Schirm in ein optisches Signal konvertiert wird, welches wiederum vom optoelektro-
nischen Sensor 19 erfasst wird. Vom Bildverstarker 51 kann ein durch die Elektronenkaskade verursachtes
elektrisches Signal abgegriffen werden. Die Bildverarbeitungsvorrichtung 18 weist nun eine Zeitmesseinrich-
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tung 52 auf, welche die Zeitdifferenz zwischen den beiden Signalen, also dem mit der Lichtabgabe des Lasers
5 korrelierten Signal und dem Signal des Bildverstérkers 51 misst. Mit einer solchen Messung kénnen Fluores-
zenzsignale zeitlich mit den anregenden Laserpulsen korreliert werden, um beispielsweise charakteristische
Fluoreszenz-Lebensdauern zu ermitteln. Besonders bevorzugt ist die Zeitmesseinrichtung 52 wie dargestellt
Bestandteil einer vom Rechner 17 getrennten Auswerteelektronik 23.

[0047] Allgemein, ohne Beschrankung auf das spezielle dargestellte Beispiel ist in Weiterbildung der Erfin-
dung also vorgesehen, dass die Bildverarbeitungsvorrichtung eine Zeitmessvorrichtung 52 aufweist, welche
eingerichtet ist, Zeitdifferenzen zwischen den Zeitpunkten von Lichtpulsen einer Anregungslichtquelle und Si-
gnalen von Elektronenkaskaden eines Bildverstarkers 51 in der Kamera 15 des Mikroskops 1 zu erfassen.

[0048] Die Zeitmesseinrichtung 51 kann beispielsweise einen Zeit-Digital-Wandler umfassen.

[0049] Die Zeitsignale kdbnnen dann auch gegebenenfalls mit Bilddaten, also erfindungsgemaf detektierten
Helligkeitsmaxima im Mikroskopbild korreliert werden.

Bezugszeichenliste

1 Superauflésendes Mikroskop
3 Objektiv von 1

5 Laser

7 Laserstrahl

9 dichroitischer Spiegel

1" Probe

12  Fluoreszenzemitter

13  Fluoreszenzlicht

15 Kamera

16  Objektiv von 15

17  Rechner

18  Bildverarbeitungsvorrichtung
19  Sensorvon 15

20 Pixel

21 Ausleseelektronik

23  Auswerteelektronik

25  Mikrocontroller

26 radialsymmetrisch fokussierendes optisches Element
27  Zylinderlinse

30  Helligkeitsverteilung auf 19

32  Matrix der Helligkeitswerte

34  relevanter Pixel

35 Gebietum 34

36  erste Gruppe von Pixeln 20

37  zweite Gruppe von Pixeln 20
38 Reihe von Pixeln in x-Richtung
39 Reihe von Pixeln in y-Richtung
40  Helligkeitsverteilung
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42  Helligkeitswert

45  Ort eines Fluoreszenzereignisses
47  Sub-Pixel

48  zu 45 zugeordnetes Sub-Pixel

50 Gehause von 15

51 Bildverstarker

52  Zeitmesseinrichtung
Patentanspriiche

1. Bildverarbeitungsvorrichtung (18), insbesondere fir die Bilddaten eines superauflésenden Mikroskops,
welche eine Recheneinrichtung zur Verarbeitung der Bilddaten aufweist, die eingerichtet ist, Koordinaten der
Maxima von Helligkeitsverteilungen Bilddaten mit einer Genauigkeit zu bestimmen, die héher als der Pixelab-
stand ist, wobei die Recheneinrichtung eingerichtet ist, in den Bilddaten Helligkeitsmaxima anhand der Uber-
héhung der Helligkeitswerte von Pixeln relativ zu benachbarten Pixeln zu bestimmen, und wobei die Bildverar-
beitungsvorrichtung weiterhin eingerichtet ist, die Koordinaten eines Helligkeitsmaximas zu bestimmen, indem
diese Differenzen von Helligkeitswerten benachbarter Pixel bildet und diese Differenzen in geordneter Rei-
henfolge entsprechend der rdumlichen Abfolge der Pixel zu verketten, wobei die Recheneinrichtung weiterhin
einen Speicher mit einer darin abgelegten Tabelle mit Koordinatenwerten aufweist, wobei die Recheneinrich-
tung eingerichtet ist, einen Koordinatenwert aus der Tabelle anhand einer durch die verketteten Differenzwerte
bestimmten Adresse auszulesen.

2. Bildverarbeitungsvorrichtung gemafl dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass der
Speicher eine zweidimensionale Tabelle enthalt, wobei die Bildverarbeitungsvorrichtung dazu eingerichtet ist,
Differenzen von Helligkeitswerten entlang zweier unterschiedlicher Richtungen zu bilden, fir jede Richtung die
Differenzen zu einer Adresse zu verketten und aus der Tabelle die Koordinaten der Raumrichtungen an der
durch die beiden Adressen bestimmten Position auszulesen.

3. Bildverarbeitungsvorrichtung gemaf® einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Bildverarbeitungsvorrichtung eine Auswerteelektronik (23) mit zumindest einem Mikrocontroller (25)
umfasst, welcher eingerichtet ist, zumindest die Berechnung der Differenzen von Helligkeitswerten benach-
barter Pixel durchzufihren.

4. Bildverarbeitungsvorrichtung gemafR dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass die
Bildverarbeitungsvorrichtung neben der Auswerteelektronik (23) einen Rechner (17) umfasst und die Auswer-
teelektronik (23) in einer Kamera (15) integriert ist, die an den Rechner (17)zur Ubertragung der Daten der
Auswerteelektronik (23) angeschlossen ist.

5. Bildverarbeitungsvorrichtung gemaf® einem der vorstehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Mikrocontroller (25) einen FPGA umfasst.

6. Bildverarbeitungsvorrichtung gemaf einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Bildverarbeitungsvorrichtung eingerichtet ist, die Helligkeitswerte mehrerer benachbarter Pixel (20)
miteinander so zu verrechnen, dass flir einen Pixel (34) ein geglatteter Helligkeitswert erhalten wird.

7. Bildverarbeitungsvorrichtung gemaR einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Mikrocontroller (25) eingerichtet ist, die Bilddaten auf Fluoreszenz-Ereignisse zu Uberprifen, indem
dieser den Helligkeitswert eines betrachteten Pixels mit Helligkeitswerten mehrerer weiterer Pixel im Umkreis
des betrachteten Pixels zu vergleichen und die Position eines Fluoreszenzemitters dann zu ermitteln, wenn
der Helligkeitswert des betrachteten Pixels um einen ersten vorgegebenen Betrag hdher ist, als die Hellig-
keitswerte einer ersten Gruppe von Pixeln im Umkreis des betrachteten Pixels und wenn die Helligkeitswerte
der ersten Gruppe von Pixeln um einen zweiten vorgegebenen Betrag hoher ist, als die Helligkeitswerte einer
zweiten Gruppe von Pixeln, wobei die Pixel so ausgewahlt werden, dass die Pixel der ersten Gruppe naher
am betrachteten Pixel angeordnet sind, als die Pixel der zweiten Gruppe.
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8. Bildverarbeitungsvorrichtung gemaf einem der vorstehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Tabelle mehrere Tabelleneintrage mit gleichen Koordinatenwerten zu unterschiedlichen Differenz-
werten aufweist.

9. Superauflésendes Mikroskop (1), mit
- einer Anregungsquelle zur Anregung von Fluoreszenzlicht in einer mit dem Mikroskop (1) zu untersuchenden
und vor einem Objektiv (3) des Mikroskops (1) angeordneten Probe (11),
- einer Kamera (15) mit einem optoelektronischen Sensor (19) zur Aufzeichnung des mikroskopischen Bilds
des durch Fluoreszenzanregung von der Probe emittierten Lichts, und
- eine Bildverarbeitungsvorrichtung gemaf einem der vorstehenden Anspriche, welche mit dem Sensor ver-
bunden ist, um aus dem Sensor ausgelesene Bilddaten zu verarbeiten und die Koordinaten von Helligkeits-
maxima zu bestimmen.

10. Superauflésendes Mikroskop (1) gemal dem vorstehenden Anspruch, gekennzeichnet durch zumin-
dest ein astigmatisch wirkendes optisches Element im Strahlengang des Mikroskops (1), welches die Hellig-
keitsverteilung auf dem Sensor (19) deformiert, wobei die Bildverarbeitungsvorrichtung (18) dazu ausgebildet
ist, aus der Deformation der Helligkeitsverteilung unter Verrechnung der Helligkeitswerte mehrerer Pixel die
Ortskoordinate des Fluoreszenzemitters (12) in axialer Richtung des Mikroskops (1) zu bestimmen.

11. Superauflésendes Mikroskop gemaR einem der zwei vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich-
net, dass die Bildverarbeitungsvorrichtung (18) eine Zeitmessvorrichtung (52) aufweist, welche eingerichtet
ist, Zeitdifferenzen zwischen den Zeitpunkten von Lichtpulsen einer Anregungslichtquelle und Signalen von
Elektronenkaskaden eines Bildverstarkers (51) in der Kamera (15) des Mikroskops (1) zu erfassen.

12. Verfahren zur Bildverarbeitung, insbesondere fiir die Bilddaten eines superauflésenden Mikroskops bei
welchem von mindestens einem optoelektronischen Sensor (19) Bilddaten ausgelesen werden und mit ei-
ner Recheneinrichtung zur Verarbeitung der Bilddaten Koordinaten der Maxima von Helligkeitsverteilungen in
den Bilddaten bestimmt werden, wobei die Recheneinrichtung in den Bilddaten Helligkeitsmaxima anhand der
Uberhdhung der Helligkeitswerte von Pixeln relativ zu benachbarten Pixeln identifiziert und dann die Koordina-
ten eines Helligkeitsmaximas bestimmt, indem diese Differenzen von Helligkeitswerten benachbarter Pixel bil-
det und diese Differenzen in geordneter Reihenfolge entsprechend der raumlichen Abfolge der Pixel verkettet,
wobei die Recheneinrichtung in einem Speicher eine Tabelle mit Koordinatenwerten speichert und einen Ko-
ordinatenwert aus der Tabelle anhand einer durch die verketteten Differenzwerte bestimmten Adresse ausliest.

13. Verfahren gemafR dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass die Bildverarbeitungs-
vorrichtung die Helligkeitswerte mehrerer Pixel des Sensors (19) verrechnet, so dass eine Glattung des Hel-
ligkeitswerts eines Pixels (34) erhalten wird.

14. Verfahren gemafl dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass die Errechnung des
geglatteten Helligkeitswerts eines Pixels (34) die Addition der Helligkeitswerte der Pixel (20) eines Gebiets (35)
mit mehreren Pixeln (20) umfasst.

15. Verfahren gemaf dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, das die Bildverarbeitungs-
vorrichtung bei der Addition der Helligkeitswerte mehrerer Pixel mindestens eine Bit-Shift-Operation durchfiihrt.

16. Verfahren gemaf einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Tabelle er-
zeugt wird, indem eine charakteristische Helligkeitsverteilung zugrundegelegt und anhand der Helligkeitsver-
teilung fir verschiedene Offsets der Helligkeitsverteilung die zugehorigen Differenzwerte errechnet und als
Tabelleneintrage an der durch die Differenzwerte bestimmten Adressen eingetragen werden.

Es folgen 5 Seiten Zeichnungen
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