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(57) Abstract: The invention relates to a light-microscopy method for locating point object in a sample (76), wherein the sample
(76) is imaged onto a detector (14, 56) by means of an imaging optical unit (70) and the point objects contained in the sample (76)
are located within the depth of field (78) by evaluating a first sample image produced by the imaging of the sample (76) on the
detector (14, 56). In order to locate the particular point object in the direction of the optical axis (O), a characteristic value (d) of a
light spot (38, 40, 42, 44, 60) of the first sample image representing the point object is determined and an axial z position related to
the point object is associated with said characteristic value (d) in dependence on predetermined association information. The depth
of field (78) is shifted in relation to the sample (76) along the optical axis (O) by a predetermined axial displacement that is less than
the axial extent (t) of the depth of field (78). While the axially depth of field (78) is shifted, the sample (76) is imaged onto the
detector again by means of the imaging optical unit (70) and at least one second sample image is produced. In the second sample
image, the z positions of the point objects are determined in dependence on the predetermined axial displacement. The z positions of
the point objects determined in the first sample image are compared with the z positions of the same point
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objects determined in the second sample image. In dependence on this comparison, correction information is produced, on the
basis of which the z positions of the point objects determined in dependence on the association information are corrected.

(57) Zusammenfassung: Beschrieben ist ein lichtmikroskopisches Verfahren zur Lokalisierung von Punktobjekten in einer Probe
(76), bei dem die Probe (76) mittels einer Abbildungsoptik (70) auf einen Detektor (14, 56) abgebildet wird, und die in der Probe
(76) enthaltenen Punktobjekte innerhalb des Schérfentiefenbereichs (78) lokalisiert werden, indem ein erstes Probenbild, das
durch die Abbildung der Probe (76) auf dem Detektor (14, 56) erzeugt wird, ausgewertet wird. Zur Lokalisierung des jeweiligen
Punktobjektes in Richtung der optischen Achse (O) wird eine KenngrdBe (d) eines das Punktobjekt darstellenden Lichtflecks (38,
40, 42, 44, 60) des ersten Probenbildes ermittelt und dieser Kenngréfe (d) in Abhéngigkeit einer vorbestimmten
Zuordnungsinformation eine aut das Punktobjekt bezogene axiale z-Position zugeordnet. Der Schérfentiefenbereich (78) wird
relativ zur Probe (76) langs der optischen Achse (O) um einen vorbestimmten axialen Verstellweg verschoben, der kleiner als die
axiale Ausdehnung (t) des Schértentiefenbereichs (78) ist. Bei axial verschobenem Schérfentiefenbereich (78) wird die Probe (76)
mittels der Abbildungsoptik (70) emeut auf den Detektor abgebildet und mindestens ein zweites Probenbild erzeugt. In dem
zweiten Probenbild werden die z-Positionen der Punktobjekte in Abhéngigkeit des vorbestimmten axialen Verstellwegs ermittelt.
Die in dem ersten Probenbild ermittelten z-Positionen der Punktobjekte werden mit den in dem zweiten Probenbild ermittelten z-
Positionen derselben Punktobjekte verglichen. In Abhéngigkeit dieses Vergleichs wird eine Korrekturinformation erzeugt, an
Hand der die in Abhéngigkeit der Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte korrigiert werden.
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Lichtmikroskopisches Verfahren zur Lokalisierung von Punktobjekten

Die Erfindung betrifft ein lichtmikroskopisches Verfahren zur Lokalisierung von
Punktobjekten in einer Probe, bei dem die in einem Objektraum angeordnete Probe
mittels einer Abbildungsoptik, die in dem Objektraum einen Scharfentiefenbereich
vorbestimmter axialer Ausdehnung langs ihrer optischen Achse hat, einen Detektor
abgebildet wird, und die in der Probe enthaltenen Punktobjekte innerhalb des
Scharfentiefenbereichs lokalisiert werden, indem ein erstes Probenbild, das durch die
Abbildung der Probe auf dem Detektor erzeugt wird, ausgewertet wird, wobei zur
Lokalisierung des jeweiligen Punktobjektes in Richtung der optischen Achse eine
KenngréRe eines das Punktobjekt darstellenden Lichtflecks des ersten Probenbildes
ermittelt wird und dieser KenngréBe in Abhangigkeit einer vorbestimmten
Zuordnungsinformation eine auf das Punktobjekt bezogene axiale z-Position zugeordnet

wird.

In jingerer Vergangenheit wurden lichtmikroskopische Abbildungsverfahren entwickelt,
mit denen sich basierend auf einer sequentiellen, stochastischen Lokalisierung von
einzelnen Markern, insbesondere Fluoreszenzmolekiilen, Probenstrukturen darstellen
lassen, die kleiner sind als die beugungsbedingte Auflésungsgrenze klassischer
Lichtmikroskope. Solche Verfahren sind beispielsweise beschrieben in WO 2006/127692
A2; DE 10 2006 021 317 B3; WO 2007/128434 A1, US 2009/0134342 A1; DE 10 2008 024
568 A1; WO 2008/091296 A2; ,Sub-diffraction-limit imaging by stochastic optical
reconstruction microscopy (STORM)“, Nature Methods 3, 793-796 (2006), M. J. Rust, M.
Bates, X. Zhuang; ,,Resolution of Lambda/10 in fluorescence microscopy using fast single
molecule photo-switching”, Geisler C. et al, Appl. Phys. A, 88, 223-226 (2007). Dieser neue
Zweig der Mikroskopie wird auch als Lokalisierungsmikroskopie bezeichnet. Die
angewandten Verfahren sind in der Literatur z.B. unter den Bezeichnungen (F)PALM
((Fluorescence) Photoactivation Localization Microscopy), PALMIRA (PALM with
Independently Running Acquisition), GSD(IM) (Ground State Depletion Individual
Molecule Return) Microscopy) oder (F)STORM ((Fluorescence) Stochastic Optical

Reconstruction Microscopy) bekannt.
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Den neuen Verfahren ist gemein, dass die abzubildenden Probenstrukturen mit
Punktobjekten, sogenannten Markern prapariert werden, die iber zwei unterscheidbare
Zustdnde verfiigen, ndmlich einen , hellen” Zustand und einen ,dunklen” Zustand.
Werden beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe als Marker verwendet, so ist der helle
Zustand ein fluoreszenzfahiger Zustand und der dunkle Zustand ein nicht

fluoreszenzfahiger Zustand.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen werden, wie z.B. in der WO 2008/091296 A2 und der
WO 2006/127692 A2, photoschaltbare oder photoaktivierbare Fluoreszenzmolekiile
verwendet. Alternativ kbnnen, wie z.B. in der DE 10 2006 021 317 B3, inhdrente

Dunkelzustdnde von Standard-Fluoreszenzmolekiilen genutzt werden.

Zur Abbildung von Probenstrukturen mit einer Auflésung, die héher als die klassische
Auflésungsgrenze der Abbildungsoptik ist, wird nun wiederholt eine kleine Teilmenge der
Marker in den hellen Zustand tiberfiihrt. Dabei ist im einfachsten Falle die Dichte der
diese aktive Teilmenge bildenden Marker so zu wahlen, dass der mittlere Abstand
benachbarter Marker im hellen und damit lichtmikroskopisch abbildbaren Zustand gréRer
als die Auflésungsgrenze der Abbildungsoptik ist. Die die aktive Teilmenge bildenden
Marker werden auf einem raumlich auflésenden Lichtdetektor, z.B. eine CCD-Kamera,
abgebildet, so dass von jedem punktformigen Marker eine Lichtverteilung in Form eines

Lichtflecks erfasst wird, dessen GréRe durch die Auflésungsgrenze der Optik bestimmt ist.

Auf diese Weise wird eine Vielzahl von Rohdaten-Einzelbildern aufgenommen, in denen
jeweils eine andere aktive Teilmenge abgebildet ist. In einem Bildauswerteprozess
werden dann in jedem Rohdaten-Einzelbild die Schwerpunktpositionen der
Lichtverteilungen bestimmt, die die im hellen Zustand befindlichen, punktférmigen
Marker darstellen. Die aus den Rohdaten-Einzelbildern ermittelten
Schwerpunktpositionen der Lichtverteilungen werden dann in einer Gesamtdarstellung in
Form eines Gesamtbild-Datensatzes zusammengetragen. Das durch diese
Gesamtdarstellung entstehende hochaufgeldste Gesamtbild spiegelt die Verteilung der

Marker wider.

Fiir eine reprasentative Wiedergabe der abzubildenden Probenstruktur miissen

ausreichend viele Markersignale detektiert werden. Da jedoch die Anzahl an Markernin
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der jeweils aktiven Teilmenge durch den minimalen mittleren Abstand, den zwei Marker
im hellen Zustand voneinander haben missen, limitiert ist, miissen sehr viele Rohdaten-
Einzelbilder aufgenommen werden, um die Probenstruktur vollstandig abzubilden.
Typischerweise liegt die Anzahl an Rohdaten-Einzelbildern in einem Bereich von 10.000

bis 100.000.

Neben der vorstehend beschriebenen lateralen Positionsbestimmung der Marker in der
Objektebene (im Folgenden auch als x-y-Ebene bezeichnet) kann auch eine
Positionsbestimmung in axialer Richtung (im Folgenden auch als z-Richtung bezeichnet)
erfolgen. Mit axialer Richtung ist dabei die Richtung in der optischen Achse der

Abbildungsoptik, also die Hauptausbreitungsrichtung des Lichtes gemeint.

Dreidimensionale Lokalisierungen sind aus so genannten ,Particle-Tracking”-
Experimenten bekannten, wie sie in Kajo et. al., 1994, Biophysical Journal, 67, Holtzer et.
al., 2007, Applied Physics Letters, 90 und Toprak et al., 2007, Nano Letters, 7(7)
beschrieben sind. Sie wurden auch schon in bildgebenden Verfahren angewandt, die auf
dem oben beschriebenen Schalten und Lokalisieren von Einzelmolekiilen basieren. Hierzu
wird auf Huang et al, 2008, Science, 319 und Juette et al.,, 2008, Nature Methods,
verwiesen. Zum Stand der Technik wird ferner auf Pavani et al.,, 2009, PNAS, 106,

verwiesen.

Eine Lokalisierung eines punktférmigen Objektes in z-Richtung kann grundsatzlich
dadurch erfolgen, dass man die Verdnderung eines auf der Detektionsflache der Kamera
erfassten Lichtflecks auswertet, die sichtbar wird, wenn sich das Punktobjekt aus der zur
Detektionsflache optisch konjugierten Scharfen- oder Fokalebene herausbewegt. Dabei
ist im Folgenden unter einem Punktobjekt ein Objekt zu verstehen, dessen Abmessungen
kleiner als die beugungsbedingte Aufldsungsgrenze der Abbildungsoptik, insbesondere
des Detektionsobjektivs sind. In diesem Fall bildet das Detektionsobjektiv ein solches
Objekt in Form einer dreidimensionalen Fokuslichtverteilung in den Bildraum ab. Die
Fokuslichtverteilung erzeugt auf der Detektionsflaiche der Kamera einen Lichtfleck, der
durch die sogenannte ,Point-Spread-Function®, also Punktabbildungsfunktion oder kurz
PSF, charakterisiert ist. Wird nun das Punktobjekt in z-Richtung durch den Fokus, d.h.

senkrecht zur Scharfenebene bewegt, so dndern sich Grofse und Form der PSF. Analysiert
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man das dem erfassten Lichtfleck entsprechende Detektionssignal im Hinblick auf GréRe
und Form der PSF, so kann man dadurch Rickschliisse auf die tatsachliche z-Position des

Objekts erhalten.

Befindet sich das Punktobjekt zu weit von der Scharfenebene entfernt, so ist der auf der
Detektionsflache der Kamera erzeugte Lichtfleck so verschwommen, dass das
entsprechende Messsignal innerhalb des iblichen Messrauschens nicht mehr
wahrnehmbar ist. Es gibt also in dem Objektraum in z-Richtung einen Bereich um die
zentrale Fokal-oder Scharfenebene, innerhalb dessen ein Punktobjekt auf der
Detektionsflache einen Lichtfleck erzeugt, der noch scharf genug ist, um zur Lokalisierung
des Punktobjektes in z-Richtung ausgewertet werden zu kdnnen. Dieser die
Scharfenebene enthaltende Bereich in z-Richtung wird im Folgenden als

LSchirfentiefenbereich” bezeichnet.

Bei einer dreidimensionalen Lokalisierung besteht allerdings das grundsatzliche Problem,
dass die von einem Punktobjekt herriihrende PSF beziiglich der Detektionsflache
symmetrisch ist. Dies bedeutet, dass sich die PSF zwar dndert, wenn das Punktobjekt aus
der Scharfenebene heraus bewegt wird, so dass sich der Abstand des Punktobjektes zur
Schirfenebene bestimmen lasst. Jedoch ist die Anderung der PSF symmetrisch zu beiden
Seiten der Scharfenebene, so dass sich nicht entscheiden lasst, auf welcher Seite der

Scharfenebene sich das Punktobjekt innerhalb des Scharfentiefenbereichs befindet.

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, wie mit dem vorstehend erlduterten Problem
umgegangen werden kann. Beispiele sind Verfahren, die in Fachkreisen als
LAstigmatismusverfahren” (die oben genannten Dokumente Kajo et al., Holtzer et al. und
Huang et al.), ,Bi-Plane-Verfahren” (vgl. Toprak et al. und Juette et al.) und
,Doppelhelixverfahren” (vgl. Pavani et al.) bezeichnet werden. Diesen Verfahren ist
gemein, dass zur Lokalisierung des Punktobjektes in z-Richtung der auf einem Detektor
erzeugte Lichtfleck zur Bestimmung einer KenngréBe analysiert wird und dieser
KenngréRe eine z-Position des Punktobjektes zugeordnet wird. Diese Zuordnung erfolgt
anhand einer im Vorfeld bestimmten Zuordnungsinformation, welche die KenngréRe mit
der z-Position des Punktobjektes in Beziehung setzt. Als KenngréfRe kommt

beispielsweise wie in dem Astigmatismusverfahren eine GréRe in Betracht, welche die
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Form des Lichtflecks charakterisiert, oder, wie im Falle des Bi-Plane-Verfahrens eine
GroRe, welche die Ausdehnungen zweier Lichtflecke miteinander in Beziehung setzt, die
von ein- und demselben Lichtfleck herriihren und Detektionsflachen erzeugt werden,
deren zugeordnete Scharfenebenen im Objektraum in z-Richtung zueinander versetzt

sind.

Ein Problem besteht nun darin, dass sich die im Vorfeld der eigentlichen
lichtmikroskopischen Messung bestimmte Zuordnungsinformation, die eine Zuordnung
zwischen der in der Messung ermittelten KenngréBe und einer axialen z-Position des
Punktobjektes ermdglicht, hdufig so ungenau ist, dass eine prazise Bestimmung der z-
Position nicht moglich ist. So ist die Zuordnungsinformation abhangig von Veranderungen
der optischen Eigenschaften der Probe. Schon geringe Verdanderungen der optischen
Eigenschaften fiihren bei den in der Lokalisierungsmikroskopie benétigten
Hochleistungsoptiken zu Abbildungsfehlern, z.B. zu spharischen Aberrationen. Dies hat
zur Folge, dass sich die Form der durch den Lichtfleck gegebenen PSF verandert und
somit die beispielsweise in Form einer Kalibrierkurve ermittelte Zuordnungsinformation
fiir die neuen optischen Bedingungen nicht mehr korrekt ist. In diesem Fall wird dem auf

dem Detektor erfassten Lichtfleck die falsche z-Position zugeordnet.

Fiir den Anwender ist es haufig schwierig, in eine biologische Probe, die letztendlich
gemessen werden soll, Kalibrierelemente, wie z.B. fluoreszierende Kiigelchen,
einzubringen, an Hand derer die oben erwadhnte Kalibrierkurve erstellt werden kann. Dies
gilt insbesondere dann, wenn diese Kalibrierelemente in verschiedenen Farben
fluoreszieren sollen, um Fehler durch die chromatische Aberration zu vermeiden. Daher
ist eine in der Praxis bevorzugte Variante, die Kalibrierung, d.h. die Festlegung der
Zuordnungsinformation, mit einer eigenen Kalibrierprobe vorzunehmen. Hierbei wirkt
sich jedoch das Problem der fehlerhaften Kalibrierung besonders stark aus, da die
optischen Eigenschaften der Kalibrierprobe nie exakt identisch mit denen der
eigentlichen Messprobe sind. Bereits geringe Unterschiede in der Dicke des Deckglases
oder Unterschiede im Einbettmedium der Probe kénnen zu einer deutlichen Abweichung

der Form der Kalibrierkurve fuhren.
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Selbst wenn direkt in der zu messenden Probe unter groRem experimentellen Aufwand
Kalibrierproben eingebracht wurden, kann die so ermittelte Kalibrierkurve fehlerhaft
sein. So fiihren beispielsweise schon geringe Temperaturanderungen dazu, dass typische
Immersionséle ihren Brechungsindex dndern, was wiederum zu spharischen
Aberrationen in der Abbildung fiihrt. Somit kann auch in ein- und derselben Probe eine
Anderung der Kalibrierkurve zwischen dem Zeitpunkt der Aufnahme der Kalibrierprobe
und dem Zeitpunkt der eigentlichen Messung auftreten. Zudem unterscheidet sich das
Signal eines als Kalibrierprobe verwendeten Fluoreszenzkiigelchens gewisser GréRe stets
von dem Signal eines das Punktobjekt bildenden Einzelmolekiils, was wiederum zu einer

fehlerhaften Kalibrierkurve fuhrt.

In der Praxis fuhren diese Probleme dazu, dass genaue absolute Bestimmungen der z-
Position eines Punktobjektes haufig nicht moglich sind. So ist es zwar durchaus moglich,
relative Unterschiede in der z-Position zu bestimmen und somit auch benachbarte
Strukturen mit hoher Aufldsung voneinander zu trennen. Eine Aussage, wie weit etwaige
benachbarte Strukturen genau voneinander entfernt sind, ist jedoch schwierig. Dabei ist
wichtig, zwischen der Auflésung, d.h. der Méglichkeit, eng beieinander liegende
Strukturen voneinander zu trennen, und der absoluten Positionsbestimmung zu
unterscheiden. So ermdglicht die im Stand der Technik angewandte
Zuordnungsinformation beispielsweise in Form einer Kalibrierkurve zwar regelméaRig die
gewlinschte Aufldsung, jedoch nicht eine prazise Bestimmung der absoluten z-Position
des Punktobjektes. Man kann diesen Sachverhalt auch als eine betrdchtliche
(Ublicherweise nichtlineare) Verzerrung des dreidimensionalen Bildes in z-Richtung
beschreiben, die aus den optischen Aberrationen herriihrt. Gerade in der modernen
Biologie ist dies ein groRes Problem. So beeinflussen beispielsweise die genaue Form und
Anordnung von Proteinen deren Funktionsweise dramatisch. Um Informationen tGber die
strukturelle Anordnung zu erhalten, ist man also auf exakte und absolute Messungen in
allen drei Raumrichtungen angewiesen. Die unzureichenden Kalibriermdoglichkeiten, die
im Stand der Technik fiir die Lokalisierung in z-Richtung existieren, erlauben keine

ausreichende Zuverlassigkeit.
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Aufgabe der Erfindung ist es deshalb, ein lichtmikroskopisches Verfahren zur
Lokalisierung von Punktobjekten eingangs genannter Art so weiterzubilden, dass sich die

Punktobjekte praziser als bisher in z-Richtung lokalisieren lassen.

Die Erfindung 16st diese Aufgabe gemalR Anspruch 1 dadurch, dass der Scharfentie-
fenbereich, innerhalb dessen die Punktobjekte lokalisiert werden, in dem Objektraum
relativ zur Probe langs der optischen Achse um einen vorbestimmten axialen Verstellweg
verschoben wird, der kleiner als die axiale Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs ist;
bei axial verschobenem Scharfentiefenbereich die Probe mittels der Abbildungsoptik
erneut auf den Detektor abgebildet und mindestens ein zweites Probenbild erzeugt wird;
in dem zweiten Probenbild die z-Positionen der Punktobjekte in Abhdangigkeit des
vorbestimmten axialen Verstellwegs ermittelt werden; die in dem ersten Probenbild
ermittelten z-Positionen der Punktobjekte mit den in dem zweiten Probenbild
ermittelten z-Positionen derselben Punktobjekte verglichen werden; und in Abhangigkeit
dieses Vergleichs eine Korrekturinformation erzeugt wird, anhand der die in Abhdngigkeit

der Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte korrigiert werden.

Wie schon eingangs erwahnt, ist unter dem erfindungsgemaRen Scharfentiefenbereich in
dem Objektraum ein Bereich in z-Richtung um die zentrale Fokal- oder Scharfenebene zu
verstehen, innerhalb dessen ein Punktobjekt auf dem Detektor einen Lichtfleck erzeugt,
der noch scharf genug ist, um zur Lokalisierung des Punktobjektes in z-Richtung
ausgewertet werden zu kénnen. Dabei ist es nicht erforderlich, diesen maximal
moglichen Scharfentiefenbereich voll auszuschdpfen. So kann es sinnvoll sein, in
Abhadngigkeit der gewlinschten Lokalisierungsgenauigkeit den Scharfentiefenbereich
bewusst zu verkleinern und somit schon recht verschwommene, aber an sich noch

auswertbare Lichtflecken von der Auswertung auszunehmen.

Die erfindungsgemaBe Losung sieht vor, eine etwa in Folge von optischen
Abbildungsfehlern fehlerhafte Zuordnungsinformation, die z.B. in Form einer
gespeicherten Kalibrierfunktion vorliegt, wahrend der Messung zu korrigieren. Hierzu
wird der Scharfentiefenbereich der Abbildungsoptik, dessen axiale Ausdehnung langs der
optischen Achse bekannt ist, relativ zur Probe um einen axialen Verstellweg verschoben,

der kleiner als die axiale Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs ist. Die Verschiebung
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erfolgt mit anderen Worten so, dass es zwischen dem urspriinglichen
Scharfentiefenbereich und dem verschobenen Scharfentiefenbereich in dem Objektraum

eine gewisse Uberlappung ldngs der optischen Achse gibt.

Diese Uberlappung wird also dadurch erreicht, dass der axiale Verstellweg, um den
Scharfentiefenbereich langs der optischen Achse bewegt wird, kleiner als die axiale
Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs ist. So liegt der Verstellweg beispielsweise in
einem Bereich von 5 bis 90 %, 10 bis 80 %, 15 bis 70 %, 20 bis 60 % oder 25 bis 50 % der
axialen Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs. Es versteht sich von selbst, dass diese

Wertebereiche nur beispielhaft zu verstehen sind.

Die erfindungsgemaRe Verschiebung des Scharfentiefenbereichs um einen axialen
Verstellweg, der kleiner ist als die axiale Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs, ist so
zu verstehen, dass die beiden betrachteten Scharfentiefenbereiche, namlich der
urspringliche und der verschobene Scharfentiefenbereich, langs der optischen Achse
eine Uberlappung aufweisen. Dies bedeutet, dass die Erfindung auch eine Schrittfolge
von Verschiebungen des Scharfentiefenbereichs abdeckt, bei der in einem einzelnen
Schritt der Scharfentiefenbereich um einen Verstellweg verschoben wird, der gréRer als
die Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs ist, sofern die Schrittfolge insgesamt dazu
flihrt, dass zwischen den betrachteten Scharfentiefenbereichen die vorstehend genannte

axiale Uberlappung realisiert ist.

Der Umstand, dass der axiale Verstellweg, um den der Scharfentiefenbereich in einem
oder mehreren Schritten in dem Objektraum verschoben wird, kleiner ist als die axiale
Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs, bedeutet, dass das Verschieben des
Scharfentiefenbereichs in z-Richtung mit einer Genauigkeit erfolgt, welche die
Auflésungsgenauigkeit der Abbildungsoptik in z-Richtung tbersteigt. Dies lasst sich
beispielsweise {iber einen Piezoaktor erreichen, der entweder die Abbildungsoptik oder
die Probe in z-Richtung verschiebt. Ebenso ist es moglich, zum Verschieben des
Scharfentiefenbereichs ein geeignetes optisches Element zu verwenden, z.B. eine
deformierbare Linse, einen deformierbaren oder verfahrbaren Spiegel oder einen

raumlichen Lichtmodulator.
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Die erfindungsgemafe Korrektur erméglicht eine dreidimensionale mikroskopische
Abbildung Gber den Scharfentiefenbereich hinaus, was bisher aufgrund der Verzerrung
des Bildes in z-Richtung nicht ohne weiteres mdglich war. Zwar ist es im Prinzip auch
schon bei herkdbmmlichen Verfahren denkbar, nach der Aufnahme eines Bildes die
Abbildung in z-Richtung genau um einen Betrag zu verfahren, welche der axialen
Ausdehnung des Scharfentiefenbereichs entspricht, und dann ein weiteres Bild
aufzunehmen, um schlieBlich diese beiden Bilder in z-Richtung zusammenzufiigen.
Daraus ergabe sich dann ein Gesamtbild, das sich in z-Richtung liber zwei
Scharfentiefenbereiche erstreckt. Dieses Vorgehen erfordert jedoch eine Lokalisierung
der Punktobjekte in z-Richtung mit einer Prazision, die bisher nicht gegeben war. Erst die
durch das erfindungsgeméafRe Verfahren erzielte Prazision erlaubt ein Zusammenfiigen
mehrerer Bilder in z-Richtung, ohne dass zwischen den Bildern verfalschende

Uberlagerungen oder Liicken auftreten.

Wird die Korrekturinformation, anhand der die z-Positionen der Punktobjekte korrigiert
werden, in Form einer Korrekturvorschrift bereit gestellt, durch die den mit der
urspriinglichen (fehlerhaften) Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der
Punktobjekte erfindungsgemaR korrigierte z-Positionen zugeordnet werden, so wird
gegebenenfalls in dem vorstehend beschriebenen Fall fiir jeden der in z-Richtung
aufeinander folgenden Scharfentiefenbereiche eine eigene Korrekturvorschrift ermittelt

und zur Lokalisierung der Punktobjekte in diesem Scharfentiefenbereich angewandt.

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere in solchen Fallen gewinnbringend
einsetzbar, in denen die Kalibrierkurve durch Anderung der optischen Eigenschaften der
Probe bzw. des Lichtwegs durch die Probe veranderlich ist. Somit kénnen fiir
verschiedene Bereiche der Probe unterschiedliche Kalibrierungen gelten. Ein Beispiel
hierfiir sind in wassrigen Medien eingebettete Proben. Je tiefer man die Scharfenebene
der Abbildung in die Probe hineinfahrt, desto mehr Wasser muss das Licht durchqueren,
welches einen anderen Brechungsindex als die iibrigen optischen Materialien wie
Immersionsél und Glas hat. Somit dndert sich die optische Abbildung und damit auch die

Kalibrierkurve in Abhangigkeit der z-Position des Scharfentiefenbereichs.
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Erfindungsgemald ist unter dem ersten bzw. dem zweiten Probenbild jeweils ein
Bilddatensatz zu verstehen, wie er beispielsweise durch das oder die eingangs

erlduterten Rohdaten-Einzelbilder realisiert ist.

Vorzugsweise wird innerhalb des Scharfentiefenbereichs langs der optischen Achse
mindestens eine z-Differenzposition definiert, die relativ zum Scharfentiefenbereich
ortsfest ist. Es wird mindestens einer derjenigen Lichtflecke aus dem mindestens einen
mit axial verschobenem Scharfentiefenbereich auf dem Detektor erzeugten zweiten
Probenbild, welche die in dem axial verschobenen Scharfentiefenbereich in der z-
Referenzposition angeordneten Punktobjekte darstellen, als Referenzlichtfleck definiert.
Die z-Position des Punktobjektes, das durch den Referenzlichtfleck dargestellt ist, wird in
dem Objektraum in Abhangigkeit des axialen Verstellwegs des Scharfentiefenbereichs
und der z-Referenzposition bestimmt. Einer der Lichtflecke, aus dem ersten Probenbild,
der dasselbe Punktobjekt wie der Referenzlichtfleck des zweiten Probenbildes darstellt,
wird als Vergleichslichtfleck identifiziert. In Abhdngigkeit einer Abweichung der z-Position
des Punktobjektes, das durch den Vergleichslichtfleck dargestellt ist, gegeniiber der z-
Position desselben Punktobjektes, das durch den Referenzlichtfleck dargestellt ist, wird
die Korrekturinformation erzeugt, anhand der die in Abhangigkeit der

Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte korrigiert werden.

Innerhalb des Scharfentiefenbereichs wird also mindestens eine z-Referenzposition
definiert, die relativ zu dem Scharfentiefenbereich ortsfest ist. Letzteres bedeutet, dass
die z-Referenzposition gleichsam mit dem Scharfentiefenbereich in dem Objektraum
bewegt wird. Als z-Referenzposition kann beispielsweise die in dem Objektraum axial
obere oder axial untere Grenze des Scharfentiefenbereichs definiert werden. Auch die z-
Position, in der sich die zentrale Scharfenebene des Schirfentiefenbereichs befindet, ist
als z-Referenzposition geeignet. Ferner ist es moglich, nicht nur eine einzige, sondern
mehrere z-Referenzpositionen innerhalb des Scharfentiefenbereichs zu definieren, deren
Lagen im Objektraum bekannt sind und die es deshalb erméglichen, die z-Positionen
derjenigen Punktobjekte, die sich in den z-Referenzpositionen befinden, fehlerfrei zu

bestimmen.
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Diese Ausfiihrungsform sieht also vor, die prazise Verschiebung des
Scharfentiefenbereichs, die unbeeinflusst von optischen Abbildungsfehlern méglich ist,
zu nutzen, um wahrend der aktuellen Messung z.B. in bestimmten zeitlichen Abstianden
Referenzmessungen in der Probe durchzufiihren, anhand derer eine fehlerhafte
Kalibrierung korrigiert werden kann. Diese Korrektur beruht darauf, dass in dem
Probenbild, welches mit axial verschobenem Scharfentiefenbereich aufgenommen wird,
diejenigen Punktobjekte, die sich innerhalb des verschobenen Scharfentiefenbereichs in
den z-Referenzpositionen befinden, fehlerfrei bestimmt werden kénnen, da die z-
Referenzpositionen bekannt sind. In Kenntnis dieser korrekten z-Positionen lasst sich
erfindungsgemaR eine Korrekturinformation erzeugen, die dann genutzt werden kann, in
einem vor Verschieben des Scharfentiefenbereichs aufgenommenen Probenbild die in
diesem Probenbild ermittelten z-Positionen der Punktobjekte zu korrigieren. Wird durch
sukzessives Verschieben des Scharfentiefenbereichs die Korrekturinformation nach und
nach vervollstandigt, so lasst sich auf diese Weise eine durch falsche Kalibrierung

verursachte Verzerrung des Gesamtbildes korrigieren.

Vorzugsweise wird der Scharfentiefenbereich in mehreren Schritten axial verschoben. In
jedem dieser Schritte wird dann die Korrekturinformation anhand des jeweiligen
Referenzlichtflecks und des jeweiligen Vergleichslichtflecks erzeugt. Die in Abhdngigkeit
der Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte werden schlieflich
anhand der schrittweise erzeugten Korrekturinformation korrigiert. Durch das
schrittweise Verschieben des Scharfentiefenbereichs wird der urspriingliche, d.h. nicht
verschobene Scharfentiefenbereich gleichsam mit der z-Referenzposition abgetastet. Da
die z-Referenzposition in jedem Schritt bekannt ist, kdnnen innerhalb des urspriinglichen
Scharfentiefenbereichs diejenigen Punktobjekte, die in den mit der jeweils verschobenen
z-Referenzposition zusammenfallenden z-Positionen identifiziert werden, exakt lokalisiert
werden. Auf Grundlage dieser exakt bestimmten z-Positionen kénnen dann anhand der
Korrekturinformation auch die zwischen diesen Positionen liegenden z-Positionen

innerhalb des urspriinglichen Scharfentiefenbereichs ermittelt werden.

Vorzugsweise wird in jedem Schritt die in Abhdngigkeit der Zuordnungsinformation fiir
den jeweiligen Vergleichslichtfleck ermittelte z-Position durch die fiir den

entsprechenden Referenzlichtfleck ermittelte z-Position ersetzt und durch diese
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Ersetzung eine die Korrekturinformation bildende Korrekturfunktion erzeugt. Dabei deckt
diese Korrekturfunktion vorzugsweise den gesamten Scharfentiefenbereich ab, mit dem

das erste Probenbild aufgenommen worden ist.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrung werden Zwischenwerte der
Korrekturfunktion, fiir die durch die schrittweise Verschiebung des
Scharfentiefenbereichs keine Vergleichslichtflecke und Referenzlichtflecke verfiigbar
sind, durch Interpolation ermittelt. Dabei bilden die z-Positionen, die durch Verschieben
der z-Referenzposition exakt ermittelt werden, Stiitzstellen, auf deren Grundlage die
Interpolation, beispielsweise eine einfache Spline-Interpolation, durchgefiihrt werden
kann. So wird beispielsweise eine geeignete Modellfunktion gewahlt, die typische
Kalibrierfehler bericksichtigt, und diese Modellfunktion an die vorstehend genannten

Stiitzstellen angepasst, um die gewliinschte Korrekturfunktion zu erhalten.

Vorzugsweise werden die durch schrittweises Verschieben des Scharfentiefenbereichs
ermittelten z-Positionen der Punktobjekte zu einem Gesamtlokalisierungsbild tberlagert.
Demnach werden die (zweiten) Probenbilder nicht allein zur Korrektur der in dem
urspriinglichen (ersten) Probenbild ermittelten z-Positionen genutzt, sondern zum
Aufbau eines Gesamtlokalisierungsbildes, das sich in z-Richtung liber einen Bereich

erstreckt, der groRer als der urspriingliche Scharfentiefenbereich ist.

Vorzugsweise wird der axiale Verstellweg, um den der Scharfentiefenbereich in dem
Objektraum verschoben wird, mittels eines Sensors erfasst. Dadurch ist sichergestellt,
dass der axiale Verstellweg, der in die Korrektur der ermittelten z-Positionen der
Punktkobjekte eingeht, stets genau bekannt ist. Das Verschieben des
Scharfentiefenbereichs relativ zur Probe kann dadurch erfolgen, dass entweder die Probe
relativ zu der Abbildungsoptik oder die Abbildungsoptik relativ zu der Probe langs der
optischen Achse bewegt wird. Jedoch ist die Erfindung hierauf nicht beschrankt. So ist es
beispielsweise ebenso moglich, eine deformierbare Linse, einen deformierbaren Spiegel,
einen raumlichen Lichtmodulator oder dergleichen zu verwenden, um den
Scharfentiefenbereich in dem Objektraum langs der optischen Achse der Abbildungsoptik

zu verschieben.
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In einer speziellen Ausfiihrungsform wird eine dem Detektor vorgeordnete Zylinderlinse
verwendet, die zu einer unterscheidbaren Formveranderung des auf dem Detektor
erzeugten Lichtflecks fiihrt, wenn das dem Lichtfleck zugeordnete Punktobjekt langs der
optischen Achse von einer Seite auf die andere Seite einer in dem Scharfentiefenbereich
liegenden Scharfenebene bewegt wird. Die Formverdanderung des Lichtflecks kann dann

als KenngréRe zur Lokalisierung in z-Richtung genutzt werden.

Dabei ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass der Begriff ,,Form des Lichtflecks”
erfindungsgemal so zu verstehen ist, dass er nicht allein auf die Form eines
Einzellichtflecks Bezug nimmt, sondern auch die Form einer aus mehreren Lichtflecken
gebildeten Gesamtheit einschliel3t, wie sie beispielsweise in dem eingangs genannten
Doppelhelixverfahren anzutreffen ist. Dort werden beispielsweise zwei Lichtflecke

betrachtet, die gleichsam eine Rotationsbewegung relativ zueinander ausfiihren.

Vorzugsweise wird die durch die Vergleichslichtflecke gebildete Vergleichsstruktur unter
Beriicksichtigung ihrer Helligkeit identifiziert, d.h. unter Beriicksichtigung der Gesamtzahl
an Einzelflecken, die zu dieser Struktur beitragen. Diese Ausfiihrungsform ist
insbesondere dann von Vorteil, wenn die bei verschobenem Schiarfentiefenbereich
ermittelten z-Positionen nicht nur zur Korrektur vorher anhand der
Zuordnungsinformation bestimmter z-Positionen genutzt werden, sondern auch zur
Erzeugung eines Gesamtlokalisierungsbildes herangezogen werden. Durch diese
Weiterbildung werden stérende Helligkeitsunterschiede in dem Gesamtlokalisierungsbild

vermieden.

Die Zuordnungsinformation kann beispielsweise gewonnen werden, indem ein
Kalibrierpunktobjekt innerhalb des Scharfentiefenbereichs langs der optischen Achse
bewegt und die KenngréRe eines das Kalibrier-Punktobjekt darstellenden Lichtflecks
eines auf dem Detektor erzeugten Kalibrierbildes in Abhangigkeit der z-Position des
Kalibrier-Punktobjektes erfasst wird. Als KenngréBe wird beispielsweise die Form

und/oder die Ausdehnung des Lichtflecks auf dem Detektor herangezogen.

Zur Durchfiihrung des erfindungsgemalRen Verfahrens ist gemaR Anspruch 14 eine
lichtmikroskopische Einrichtung zur Lokalisierung von Punktobjekten in einer Probe

vorgesehen.
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Die Erfindung wird im Folgenden anhand der Figuren naher erlautert. Darin zeigen:

Fig. 1  eine schematische Darstellung, die eine Ausfiihrungsform zur Lokalisierung eines

Punktobjektes in z-Richtung zeigt;

Fig. 2  eine schematische Darstellung, die eine alternative Ausfithrungsform zur

Lokalisierung eines Punktobjekts in z-Richtung zeigt;

Fig. 3  eine Zuordnungsvorschrift, durch welche die Form des auf einer
Detektionsflache erfassten Lichtflecks in Bezug zur z-Position eines

Punktobjektes relativ zu einer Scharfenebene gesetzt ist;

Fig. 4  eine schematische Darstellung, in welcher der erfindungsgemaR genutzte

Scharfentiefenbereich veranschaulicht ist;

Fig. 5 eine schematische Darstellung, welche die durch eine fehlerhafte
Zuordnungsinformation verursachte Verzerrung des Probenbildes in z-Richtung

veranschaulicht;

Fig. 6  eine schematische Darstellung zur Veranschaulichung, wie durch die
erfindungsgemaRe Verschiebung des Scharfentiefenbereichs die z-Positionen

der Punktobjekte korrigiert werden; und

Fig. 7  eine grafische Darstellung, der beispielhaft eine durch das Verfahren gemaf

Figur 6 erzeugte Korrekturfunktion zeigt.

Zundachst werden unter Bezugnahme auf die Figuren 1 bis 3 zwei Ausfithrungsformen
erldutert, in denen auf unterschiedliche Weise eine KenngréRe ermittelt wird, die eine

Lokalisierung von Punktobjekten in z-Richtung erlaubt.

Figur 1 zeigt eine lichtmikroskopische Einrichtung 10 mit einem Objektiv 12 als
Abbildungsoptik und einer Detektionsflache 14. Die Anordnung nach Figur 1 verfiigt {iber
zwei separate Detektionskanale, von denen ein in Figur 1 linker Kanal im Wesentlichen
durch das Objektiv 12 und eine erste Tubuslinse 16 gegeben ist, wahrend ein in Figur 1

rechter Kanal aus dem Objektiv 12 und einer zweiten Tubuslinse 18 gebildet ist. Das von
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einem Punktobjekt 20 ausgehende Licht wird durch einen Strahlteiler 22 sowie

Umlenkspiegel 24, 26 und 28 zu gleichen Teilen in die beiden Detektionskanale geleitet.

Die beiden Detektionskanale unterscheiden sich geringfiigig in ihrer Fokuslage. Dies
bedeutet, dass der erste Detektionskanal eine erste Bildebene 30 aufweist, die zu einer
ersten Scharfenebene 32 optisch konjugiert ist, wahrend der andere Detektionskanal
eine gegeniiber der ersten Bildebene 30 in einer Richtung parallel zur optischen Achse O
des Objektivs 12, d.h. in z-Richtung versetzte zweite Bildebene 34 aufweist, die zu einer
zweiten Scharfenebene 36, die wiederum in z-Richtung gegeniiber der ersten

Scharfenebene 32 versetzt ist, optisch konjugiert ist.

Befindet sich das zu lokalisierende Punktobjekt 20 in der Scharfenebene des einen
Detektionskanals, so wird es durch das Objektiv 12 dort scharf abgebildet, wahrend es im
anderen Detektionskanal unscharf abgebildet wird. Befindet es sich zwischen den beiden

Scharfenebenen 32 und 36, so wird es in beiden Detektionskanalen unscharf abgebildet.

In Figur 1 ist der vorstehend erlduterte Sachverhalt durch Lichtflecke 38, 40, 42 und 44
veranschaulicht, die in Abhdngigkeit der z-Position des Punktobjektes 20 relativ zu den
Scharfenebenen 32 und 36 auf der Detektionsflache 14 erzeugt werden. Die Lichtflecke
38, 40, 42, 44 sind in Figur 1 demnach in der Draufsicht auf die x-y-Ebene dargestellt. Die
Lichtflecke 38, 40, 42 und 44 sind jeweils durch die PSF charakterisiert, die sich aus der

durch das Objektiv 12 erzeugten Fokuslichtverteilung auf der Detektionsflache 14 ergibt.

Befindet sich das Punktobjekt 20 in der ersten Scharfenebene 32, so ergibt sich auf der
Detektionsflache 14 in dem linken Detektionskanal der vergleichsweise kleine Lichtfleck
38 und in dem rechten Detektionskanal der demgegeniiber grof3e Lichtfleck 42. Ist
dagegen das Punktobjekt 20 in der Scharfenebene 36 angeordnet, so entsteht auf der
Detektionsflache 14 in dem linken Detektionskanal der groRe Lichtfleck 40 und in dem

rechten Detektionskanal der kleine Lichtfleck 44.

Aus den auf der Detektionsflache 14 erzeugten Lichtflecken 38, 40, 42, 44 lasst sich nun
eine KenngréRe ableiten, die ein Mal3 fiir die z-Position des Punktobjektes 20 relativ zu
den Scharfenebenen 32 und 36 ist. Beispielsweise kann als KenngrofRe die Ausdehnung

des in dem linken Detektionskanal erzeugten Lichtflecks 38 bzw. 44 ins Verhaltnis gesetzt
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werden zur Ausdehnung des in dem rechten Detektionskanal erzeugten Lichtflecks 42

bzw. 44.

Figur 2 zeigt eine Ausfihrungsform, in der die vorstehend genannte Kenngrof3e, die die
Ermittlung der z-Position des Punktobjektes ermdglicht, in anderer Weise erfasst wird.
Dabei zeigt Figur 2 in Teilbild a) zunachst eine herkdmmliche Anordnung, bei der das
Punktobjekt 20 tGiber eine aus einer Objektivlinse 50 und einer Tubuslinse 52 gebildete
Abbildungsoptik 54 auf eine Detektionsflache 56 abgebildet wird. Dabei soll sich das
Punktobjekt 20 in einer Scharfenebene 58 befinden, die eine zu der Detektionsflache 56

optisch konjugierte Flache ist.

Die Abbildungsoptik 54 formt das von dem Punktobjekt 20 ausgehende Licht in eine
dreidimensionale Fokuslichtverteilung, die auf die Detektionsflache 56 fillt. Die
Detektionsflache 56 erfasst so einen Lichtfleck 60, der einen ebenen, senkrecht zur z-
Richtung liegenden Schnitt durch die Fokuslichtverteilung darstellt. Um den Sachverhalt
besser zu veranschaulichen, ist in Figur 2 der Lichtfleck 60 in der Draufsicht auf die

Detektionsflache 56, d.h. in der x-y-Ebene dargestellt.

In dem in Teilbild a) der Figur 2 dargestellten Fall, in dem sich das Punktobjekt 20 in der
Schiarfenebene 58 befindet, hat der Lichtfleck 60 auf der Detektionsflache 56 eine
kreisrunde Form, also eine Form, die symmetrisch beziglich Spiegelungen an der x-z-

Ebene und der y-z-Ebene ist.

Figur 2 zeigt in Teilbild b) eine erfindungsgemalR abgewandelte Ausfiihrung, bei der
zusatzlich zu dem Objekt 50 und der Tubuslinse 52 eine Zylinderlinse 62 vorgesehen ist.
Die Zylinderlinse 62 weist in x- und y-Richtung unterschiedliche Brechkrafte und damit
verschiedene Fokuslagen fiir die x- und y-Richtung auf. Dementsprechend ist der
Lichtfleck 60 auf der Detektionsflache 56 in x- und y-Richtung kreuzférmig deformiert.
Das Punktobjekt 20 befindet sich in dem in Teilbild b) genau in der Mitte der beiden nun
unterschiedlichen Scharfenebenen, wobei diese Mittenposition wieder mit 58 bezeichnet
ist. Der kreuzférmige Lichtfleck 60 bleibt jedoch symmetrisch in vorstehend

angegebenem Sinne.
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Figur 2 zeigt in Teilbild c) einen Fall, in dem das Punktobjekt 20 oberhalb der
Scharfenebene 58 angeordnet ist. Dieser Versatz aus der Scharfenebene 58 fiihrt dazu,
dass der Lichtfleck 60 auf der Detektionsflache 56 asymmetrisch zu einer Ellipse verformt
wird. Dabei wird die elliptische Form des Lichtflecks 60 umso ausgepragter, je weiter sich

das Punktobjekt 20 von der Scharfenebene 58 entfernt.

Figur 2 zeigt in Teilbild d) einen Fall, in dem sich das Punktobjekt 20 unterhalb der
Scharfenebene 58 befindet. Auch hier wird der Lichtfleck 60 auf der Detektionsflache 56
elliptisch verformt, jedoch in einer Ausrichtung, die von der Ausrichtung des Lichtflecks
60 in Teilbild c) verschieden ist. Dementsprechend ldsst sich anhand der Form des
Lichtflecks 60 erkennen, ob das Punktobjekt 20 oberhalb oder unterhalb der
Scharfenebene 40 angeordnet ist. Wie aus den Darstellungen nach Figur 2 hervorgeht,
kann die z-Position des Punktobjektes 20 relativ zur Scharfenebene 58 anhand der Form
und der Ausdehnung des Lichtflecks 60 auf der Detektionsflache 56 bestimmt werden.
Dies erfolgt in der vorliegenden Ausfiihrung anhand einer Zuordnungsvorschrift, die
beispielhaft in Figur 3 dargestellt ist. Eine solche Zuordnungsvorschrift ldasst sich durch
Kalibriermessungen gewinnen, in denen sich ein Kalibrier-Punktobjekt in z-Richtung von
einer Seite auf die andere Seite der Scharfenebene 58 bewegt und dabei die Form des
Lichtflecks fur die nun bekannten z-Positionen bestimmt wird. Damit erhdlt man eine
Zuordnungsvorschrift, die es bei der spateren Messung erméglicht, dem gemessenen
Lichtfleck die richtige z-Position zuzuordnen. In der Praxis wird hierzu eine spezielle
Kalibrierprobe verwendet, z.B. eine Probe mit fluoreszierenden Kiigelchen oder

beleuchteten und streuenden Nanopartikeln als Kalibrier-Punktobjekte.

Figur 3 zeigt eine entsprechend obigen Ausfiihrungen erstellte Zuordnungsvorschrift.
Dort ist als KenngréBe d die Differenz der mit s, bezeichneten Ausdehnung des Lichtflecks
in x-Richtung und der mit s, bezeichneten Ausdehnung des Lichtflecks PSF in y-Richtung
definiert. Somit ergibt sich eine Zuordnungsvorschrift d(z), die es ermdglicht, in der
eigentlichen Bildaufnahme fiir jeden gemessenen Lichtfleck eine z-Position zu
bestimmen. Diese Position wird dann gemeinsam mit der x-y-Position gespeichert und

steht fiir die Erzeugung eines hochaufgeldsten dreidimensionalen Bildes zur Verfiigung.
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Die Bestimmung einer Zuordnungsvorschrift, anhand der die z-Positionen der
Punktobjekte erfasst werden kdnnen, ist nicht auf die vorstehend erlauterten
Ausfithrungsformen beschrankt. So ist beispielsweise auch das eingangs genannte

Doppelhelixverfahren geeignet, eine solche Zuordnungsvorschrift zu erzeugen.

AuBerdem ist darauf hinzuweisen, dass eine Zuordnungsvorschrift in Funktionsform der
in Figur 3 gezeigten Art nur eine beispielhafte Ausfiihrung darstellt. So ist es z.B. ebenso
moglich, Bildvergleiche in Form von Korrelationen zwischen den gemessenen PSFs und
vorab gespeicherten oder berechneten PSFs anzustellen. Die z-Position der gespeicherten
oder berechneten PSF, welche die groBte Ahnlichkeit mit der gemessenen PSF aufweist,
wird dann als korrekte z-Position angesehen. Ist eine gemessene PSF im Hinblick auf ihre
Form nicht identisch mit einer der gespeicherten oder berechneten PSFs, so kann ihr
beispielsweise durch Interpolation eine z-Position zugewiesen werden, die zwischen den
z-Positionen der gespeicherten oder berechneten PSFs liegt, die der gemessenen PSF am

ahnlichsten sind.

Unter Bezugnahme auf die Figuren 4 bis 7 wird im Folgenden beispielhaft erlautert, wie
die Lokalisierung von Punktobjekten auf Grundlage einer Zuordnungsvorschrift

vorstehend beschriebener Art erfindungsgemaR korrigiert werden kann.

Figur 4 zeigt in rein schematischer Darstellung ein Ausfiihrungsbeispiel der
mikroskopischen Einrichtung nach der Erfindung, wobei in Figur 4 nur diejenigen
Komponenten angedeutet sind, die der Erlauterung es erfindungsgemafien

Korrekturverfahrens dienen. Inshesondere ist in Figur 4 der Detektor weggelassen.

In der Anordnung nach Figur 4 bildet ein Objektiv 70 eine auf einem Deckgldaschen 72
angebrachte Probe 76 durch ein Immersionsmedium 78 auf den Detektor ab. Das
Objektiv 70 hat einen Scharfentiefenbereich 78, der langs der optischen Achse O des
Objektivs 70, d.h. in z-Richtung, eine axiale Ausdehnung t aufweist. Der
Scharfentiefenbereich 78 ist so festgelegt, dass Punktobjekte, die sich innerhalb des
Scharfentiefenbereichs 78 befinden, durch das Objektiv 70 in Form von Lichtflecken auf
den Detektor abgebildet werden, die scharf genug sind, um beispielsweise unter
Beriicksichtigung einer Zuordnungsvorschrift der in Figur 3 gezeigten Art eine

Lokalisierung in z-Richtung zu erméglichen. Lage und Ausdehnung des
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Scharfentiefenbereichs 78 innerhalb des Objektraums sind somit vorbestimmt und

bekannt.

Die Einrichtung nach Figur 4 umfasst ferner eine Steuereinheit 80, die den Gesamtbetrieb
der Einrichtung steuert. Insbesondere verfiigt die Steuereinheit 80 {iber Rechenmittel,
welche die zur Lokalisierung der Punktobjekte erforderlichen Berechnungen und
Auswertungen vornimmt. Die Steuereinheit 80 steuert ferner einen Piezoaktor 82 an,
mit dem sich das Objektiv 70 langs der optischen Achse O bewegen ldsst, um den
Scharfentiefenbereich 78 in definierter Weise langs der optischen Achse O zu
verschieben. Ein mit der Steuereinheit 80 gekoppelter Sensor 84 erfasst den Verstellweg,
um den das Objektiv 70 und damit der Scharfentiefenbereich 78 innerhalb des

Objektraums verschoben werden.

Die Probe 76 enthéilt verschiedene Strukturen 90, 92, 94, 96 und 98, die in dem
Scharfentiefenbereich 78 in unterschiedlichen z-Positionen angeordnet sind. Die
Strukturen 90, 92, 94, 96 und 98 sind mit Markern behaftet, welche die zu
lokalisierenden Punktobjekte bilden. Wahrend der Aufnahme werden die Marker, die
sich in den Strukturen 90, 92, 94, 96 und 98 befinden, einzeln als Lichtflecke auf den
Detektor abgebildet und die Lichtflecke im Hinblick auf ihre Position und Form von der
Steuereinheit 80 ausgewertet. Auf diese Weise wird ein in z-Richtung hochaufgeldstes

Bild erzeugt.

Figur 5 ist eine Darstellung, in der veranschaulicht ist, wie eine fehlerhafte
Zuordnungsvorschrift zu einer Verzerrung des Bildes in z-Richtung fiihrt. So ist im linken
Teil der Figur 5 der Objektraum mit dem Scharfentiefenbereich 78 dargestellt, in dem die
Strukturen 90, 92, 94, 96 und 98 angeordnet sind, wahrend im rechten Teil der Figur 5
die Abbildung dieser Strukturen in dem Bildraum veranschaulicht ist. Die z-Positionen
innerhalb des Bildraums, die den z-Positionen des Objektraums entsprechen, sind mit

dem Symbol ,, *,, gekennzeichnet.

In dem Beispiel nach Figur 5 fiihrt die fehlerhafte Zuordnungsvorschrift zu einer

Stauchung des Bildes in z‘-Richtung.
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In Figur 6 ist dargestellt, wie diese durch die fehlerhafte Zuordnungsvorschrift
verursachte Stauchung des Bildes sukzessiv beseitigt wird, indem der
Scharfentiefenbereich 78 in mehreren Schritten in z-Richtung verschoben wird. Dabei

entspricht Teilbild a) der Figur 6 der in Figur 5 dargestellten Situation.

Zundachst wird in dem Scharfentiefenbereich 78 eine z-Referenzposition definiert, die
relativ zu dem Schéarfentiefenbereich 78 ortsfest ist, d.h. zusammen mit dem
Scharfentiefenbereich 78 in dem Objektraum verschoben wird. In dem vorliegenden
Beispiel wird die mit zs bezeichnete untere Grenze des Scharfentiefenbereichs 78 als z-
Referenzposition festgelegt. Da diese z-Referenzposition bekannt ist, kann man die z-
Position derjenigen Struktur innerhalb der Probe, die sich in der z-Referenzposition
befindet, exakt und fehlerfrei erfassen. In Teilbild a) der Figur 6, in der der

Scharfentiefenbereich 78 noch nicht verschoben ist, trifft dies auf die Struktur 90 zu.

Bildet man nun die Probe auf den Detektor ab und verfahrt anschlieend den
Scharfentiefenbereich 78 mitsamt seiner z-Referenzposition auf die Position zs=z4, so
ergibt sich die im Teilbild b) der Figur 6 dargestellte Situation. Dort befindet sich die
Struktur 92 in der z-Referenzposition des Scharfentiefenbereichs 78. Fiir diejenigen
Punktobjekte, die in der in der z-Referenzposition angeordneten Struktur 92 enthalten
sind, lasst sich nun die z-Position exakt bestimmen. Die Lichtflecke, die von den in der z-
Referenzposition angeordneten Punktobjekten auf dem Detektor erzeugt werden, sind
im Folgenden als Referenzlichtflecke bezeichnet. Anhand dieser Referenzlichtflecke
werden nun in dem zuvor aufgenommenen ersten Probenbild (Teilbild a der Figur 6)
Lichtflecke identifiziert, die den Referenzlichtflecken des mit verschobenen
Scharfentiefenbereich 78 aufgenommenen zweiten Probenbildes entsprechen. Diese in
dem ersten Probenbild enthaltenen Lichtflecke werden im Folgenden als

Vergleichslichtflecke bezeichnet.

Wie ein Vergleich der Teilbilder a) und b) der Figur 6 zeigt, ist in dem ersten Probenbild
die z-Position der in der Struktur 92 enthaltenen Punktobjekte infolge der fehlerhaften
Zuordnungsvorschrift falsch, ndmlich mit einem zu kleinen Wert z,‘ ermittelt worden.

Dieser falsche Wert kann nun durch den in dem zweiten Probenbild korrekt ermittelten

Wert ersetzt und so korrigiert werden. Dieser korrekte Wert ist als z;=z,* bekannt.
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Wie in Figur 7 gezeigt, kann man nun in einem Graphen die richtige Position z; der
Struktur 92 gegen die fehlerhafte Position z,* auftragen, namlich diejenige Position, die

man fir die Struktur 92 in dem ersten Probenbild Teilbild a) gefunden hat.

Nun verfahrt man die Scharfentiefenebene 78 wiederum um einen definierten
Verstellweg, der kleiner ist als die axiale Ausdehnung t der Scharfentiefenbereichs 78. In
diesem Beispiel ist der in dem zweiten Verschiebeschritt vorgesehene Verstellweg wieder
gleich dem Betrag D, so dass die z-Referenzposition in die Position z, verschoben wird.
Wiederum wird ein Probenbild aufgenommen und es wird wieder diejenige Struktur
betrachtet, die in der z-Referenzposition, d.h. an der unteren Grenze des
Scharfentiefenbereichs 78, angeordnet ist. GemaR dem Teilbild c) der Figur 6 ist dies
vorliegend die Struktur 94, deren Punktobjekte auf dem Detektor die zugehdrigen
Referenzflecke erzeugen. Anhand dieser Referenzlichtflecke werden wiederum in dem
ersten Probenbild (Teilbild a der Figur 6) die zugehorigen Vergleichslichtflecke
identifiziert, d.h. es wird in dem ersten Probenbild nach der Struktur 94 gesucht. In dem
ersten Probenbild ist der Struktur 94 die z-Position z,* zugeordnet. In dem Graphen nach

Figur 7 wird gegen diese Position z, die korrekte Position z, aufgetragen.

In der vorstehend beschriebenen Weise verfahrt man in einer geeigneten Anzahl von
Schritten, wie in Figur 6 durch die Teilbilder d) und e) angedeutet ist, bis der gesamte
urspriingliche Scharfentiefenbereich, der im Teilbild a) der Figur 6 gezeigt ist, abgedeckt

ist.

Fiir alle Strukturen, die man in dem ersten Probenbild wiedergefunden hat, lasst sich nun
anhand des Graphen nach Figur 7 die richtige Position an der Ordinate ablesen. Auf
Grundlage der dargestellten Messpunkte ldsst sich mit Hilfe einer geeigneten
Modellfunktion, die typische Kalibrierfehler beriicksichtigt, eine Korrekturvorschrift
erhalten. Wahlweise kann auch eine einfache Spline-Interpolation oder eine
Interpolation anderer Art angewandt werden, um die Korrekturvorschrift zu erhalten.
Diese Korrekturvorschrift, die in Figur 7 mit c(z‘) bezeichnet ist, kann nun genutzt
werden, um das erste Probenbild (Teilbild a der Figur 6) zu korrigieren. So wird fir alle in
dem ersten Probenbild ermittelten Positionen z‘ aus der Korrekturvorschrift c(z‘) die

jeweils korrekte z-Position gewonnen.
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Es ist darauf hinzuweisen, dass das vorstehend erlduterte Verfahren rein beispielhaft zu
verstehen ist. Selbstverstandlich kbnnen auch andere Algorithmen als der beschriebene
angewandt werden. Insbesondere ist es in der praktischen Umsetzung geschickt, nicht
nur eine einzige ortsfeste z-Referenzposition innerhalb des Scharfentiefenbereichs
festzulegen, wie dies in dem in den Figuren 4 bis 7 gezeigten Beispiel der Fall ist. So
kdnnen weitere z-Referenzpositionen an anderen Stellen des Scharfentiefenbereichs

definiert werden.

Auch ist es denkbar, nicht nur die Abweichungen des n-ten Bildes gegeniiber dem ersten
Probenbild zu betrachten, sondern auch Positionsabweichungen von Strukturen aus dem
n-ten Bild gegeniber Strukturen aus dem m-ten Bild zu ermitteln, wobei n und m
natirliche Zahlen gleich oder gréRer 1 sind. Damit ergeben sich mehr Messpunkte, so
dass sich eine prazisere Korrekturvorschrift ermitteln lasst. Auch kénnen
Bildbearbeitungsalgorithmen angewandt werden, die direkt die Verzerrungen des n-ten
Bildes im Vergleich zu den in dem m-ten Bild ebenfalls vorkommenden Strukturen
bestimmen. Wesentlich ist lediglich, dass tber ein hochgenaues Verschieben des
Scharfentiefenbereichs eine zusatzliche Information beziiglich der z-Position der
betrachteten Struktur vorliegt, die geschickt zur Lokalisierung der Punktobjekte genutzt

wird.

Auch kénnen innerhalb des Objektraums und des Bildraums die Wertebereiche von z
bzw. 2/, d.h. der Scharfentiefenbereich und der entsprechende Bildbereich, flexibel
angepasst werden, wenn die Korrekturvorschrift nicht auf den jeweiligen ganzen

Probenbereich angewandt werden kann.

Ferner ist auch moglich, die Positionsinformationen, die man mit verschobenem
Scharfentiefenbereich gewonnen hat, nicht nur zur Korrektur der in dem ersten
Probenbild ermittelten z-Positionen zu nutzen, sondern diese Positionsinformation in die

Bilderzeugung selbst einflieRen zu lassen.
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Anspriiche

1. Lichtmikroskopisches Verfahren zur Lokalisierung von Punktobjekten in einer
Probe (76), bei dem

die in einem Objektraum angeordnete Probe (76) mittels einer Abbildungsoptik (70), die
in dem Objektraum einen Scharfentiefenbereich (78) vorbestimmter axialer Ausdehnung
(t) langs ihrer optischen Achse (O) hat, auf einen Detektor (14, 56) abgebildet wird; und
die in der Probe (76) enthaltenen Punktobjekte innerhalb des Scharfentiefenbereichs (78)
lokalisiert werden, indem ein erstes Probenbild, das durch die Abbildung der Probe (76)
auf dem Detektor (14, 56) erzeugt wird, ausgewertet wird;

wobei zur Lokalisierung des jeweiligen Punktobjektes in Richtung der optischen Achse (O)
eine KenngroRe (d) eines das Punktobjekt darstellenden Lichtflecks (38, 40, 42, 44, 60)
des ersten Probenbildes ermittelt wird und dieser KenngréRe (d) in Abhadngigkeit einer
vorbestimmten Zuordnungsinformation eine auf das Punktobjekt bezogene axiale z-
Position zugeordnet wird;

dadurch gekennzeichnet, dass

der Scharfentiefenbereich (78), innerhalb dessen die Punktobjekte lokalisiert werden, in
dem Objektraum relativ zur Probe (76) langs der optischen Achse (O) um einen
vorbestimmten axialen Verstellweg verschoben wird, der kleiner als die axiale
Ausdehnung (t) des Scharfentiefenbereichs (78) ist;

bei axial verschobenem Scharfentiefenbereich (78) die Probe (76) mittels der
Abbildungsoptik (70) erneut auf den Detektor abgebildet und mindestens ein zweites
Probenbild erzeugt wird;

in dem zweiten Probenbild die z-Positionen der Punktobjekte in Abhidngigkeit des
vorbestimmten axialen Verstellwegs ermittelt werden;

die in dem ersten Probenbild ermittelten z-Positionen der Punktobjekte mit den in dem
zweiten Probenbild ermittelten z-Positionen derselben Punktobjekte verglichen werden;
und

in Abhangigkeit dieses Vergleichs eine Korrekturinformation erzeugt wird, an Hand der
die in Abhdngigkeit der Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der

Punktobjekte korrigiert werden.
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2. Lichtmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
innerhalb des Scharfentiefenbereichs (78) langs der optischen Achse (O) mindestens eine
z-Referenzposition (zs) definiert wird, die relativ zu dem Scharfentiefenbereich (78)
ortsfest ist;

mindestens einer derjenigen Lichtflecke (38, 40, 42, 44, 60) aus dem mindestens einen
mit axial verschobenem Scharfentiefenbereich (78) auf dem Detektor erzeugten zweiten
Probenbild, welche die in dem axial verschobenen Schirfentiefenbereich in der z-
Referenzposition (zs) angeordneten Punktobjekte darstellen, als Referenzlichtfleck
definiert wird;

die z-Position des Punktobjektes, das durch den Referenzlichtfleck dargestellt ist, in dem
Objektraum in Abhdngigkeit des axialen Verstellwegs des Scharfentiefen-bereichs (78)
und der z-Referenzposition (zs) bestimmt wird;

einer der Lichtflecke (38, 40, 42, 44, 60) aus dem ersten Probenbild, der dasselbe
Punktobjekt wie der Referenzlichtfleck des zweiten Probenbildes darstellt, als
Vergleichslichtfleck identifiziert wird; und

in Abhangigkeit einer Abweichung der z-Position des Punktobjektes, das durch den
Vergleichslichtfleck dargestellt ist, gegeniiber der z-Position desselben Punktobjektes,
das durch den Referenzlichtfleck dargestellt ist, die Korrektur-information erzeugt wird,
an Hand der die in Abhdngigkeit der Zuordnungsin-formation ermittelten z-Positionen

der Punktobjekte korrigiert werden.

3. Lichtmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
der Scharfentiefenbereich (78) in mehreren Schritten axial verschoben wird, in jedem
dieser Schritte die Korrekturinformation an Hand des jeweiligen Referenzlichtflecks und
des entsprechenden Vergleichslichtflecks erzeugt wird und die in Abhangigkeit der
Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte an Hand der

schrittweise erzeugten Korrekturinformation korrigiert werden.

4, Lichtmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass
in jedem Schritt die in Abhadngigkeit der Zuordnungsinformation fir den jeweiligen

Vergleichslichtfleck ermittelte z-Position durch die fiir den entspre-chenden
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Referenzlichtfleck ermittelte z-Position ersetzt wird und durch diese Ersetzung eine

Korrekturfunktion als Korrekturinformation erzeugt wird.

5. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der Anspriiche 4, dadurch
gekennzeichnet, dass Zwischenwerte der Korrekturfunktion, fiir die durch die
schrittweise Verschiebung des Scharfentiefenbereichs (78) keine Vergleichslichtflecke

und Referenzlichtflecke verfiigbar sind, durch Interpolation ermittelt werden.

6. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass die durch schrittweises Verschieben des Scharfentiefenbereichs
(78) ermittelten z-Positionen der Punktobjekte zu einem Gesamtlokalisierungsbild

Uberlagert werden.

7. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass eine durch die Vergleichslichtflecke gebildete Vergleichsstruktur

der Vergleichslichtflecke unter Beriicksichtigung ihrer Helligkeit identifiziert wird.

8. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass die Summe der einzelnen, vorzugsweise gleich langen axi-alen
Verstellwege im Wesentlichen gleich der axialen Ausdehnung (t) des Schér-

fentiefenbereichs (78) ist.

9. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass der axiale Verstellweg mittels eines Sensors (84) erfasst

wird.

10. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass der Scharfentiefenbereich (78) in dem Objektraum relativ
zur Probe (76) langs der optischen Achse (O) um den axialen Verstellweg verschoben
wird, indem die Probe (76) relativ zu der Abbildungsoptik (70) oder die Abbildungsoptik

(70) relativ zu der Probe (76) langs der optischen Achse (O) verschoben wird.



10

15

20

25

30

WO 2014/147257 PCT/EP2014/055800
-26-

11. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Zuordnungsinformation gewonnen wird, indem ein
Kalibrier-Punktobjekt innerhalb des Scharfentiefenbereichs (78) langs der optischen
Achse (0O) bewegt und die KenngroRRe (d) eines das Kalibrier-Punktobjekt darstellenden
Lichtflecks (38, 40, 42, 44, 60) eines auf dem Detektor erzeugten Kalibrierbildes in

Abhangigkeit der z-Position des Kalibrier-Punktobjektes erfasst wird.

12. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass als Detektor eine Anordnung mit zwei Detektionskanalen
verwendet wird, von denen ein erster Detektionskanal eine erste Bildebene (30)
aufweist, die zu einer ersten Scharfenebene (32) optisch konjugiert ist, wahrend ein
zweiter Detektionskanal eine gegeniber der ersten Bildebene (30) langs der optischen
Achse (O) versetzte zweite Bildebene (34) aufweist, die zu einer zweiten Schirfenebene
(36), die langs der optischen Achse (O) gegeniber der ersten Scharfenebene (32) versetzt

ist, optisch konjugiert ist.

13. Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11,
gekennzeichnet durch die Verwendung einer dem Detektor vorgeordneten Zylinderlinse,
die zu einer unterscheidbaren Formverdnderung des auf dem Detektor erzeugten
Lichtflecks fuhrt, wenn das dem Lichtfleck (38, 40, 42, 44, 60) zugeordnete Punktobjekt
langs der optischen Achse (O) von einer Seite auf die andere Seite einer in dem

Scharfentiefenbereich liegenden Scharfenebene bewegt wird.

14, Lichtmikroskopisches Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass als KenngréRe die Form und/oder die Ausdehnung des das
jeweilige Punktobjekt auf dem Detektor darstellenden Lichtflecks (38, 40, 42, 44, 60)

genutzt wird.

15. Lichtmikroskopische Einrichtung zur Lokalisierung von Punktobjekten in einer
Probe, mit
einer Abbildungsoptik (70), die in einem Objektraum einen Schéarfentiefenbereich (78)

vorbestimmter axialer Ausdehnung (t) langs ihrer optischen Achse (O) hat,
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einem Detektor, auf den die Abbildungsoptik (70) eine in dem Objektraum angeordnete
Probe (76) abbildet; und

eine Steuereinheit (80), die in der Probe (76) enthaltene Punktobjekte innerhalb des
Scharfentiefenbereichs (78) lokalisiert, indem sie ein erstes Probenbild, das die
Abbildungsoptik (70) auf dem Detektor erzeugt, auswertet;

wobei die Steuereinheit (80) zur Lokalisierung des jeweiligen Punktobjektes in Richtung
der optischen Achse (O) eine KenngrofRe (d) eines das Punktobjekt darstellenden
Lichtflecks (38, 40, 42, 44, 60) des ersten Probenbildes ermittelt und dieser Kenngrofe in
Abhadngigkeit einer vorbestimmten Zuordnungsinformation eine auf das Punktobjekt
bezogene axiale z-Position zuordnet;

dadurch gekennzeichnet, dass

eine durch die Steuereinheit (80) angesteuerte Verstelleinheit (82) den
Scharfentiefenbereich (78), innerhalb dessen die Punktobjekte lokalisiert werden, in dem
Objektraum relativ zur Probe (76) langs der optischen Achse (O) um einen
vorbestimmten axialen Verstellweg verschiebt, der kleiner als die axiale Ausdehnung (t)
des Scharfentiefenbereichs ist;

die Abbildungsoptik (70) die Probe (76) bei axial verschobenem Scharfentiefenbereich
(78) erneut auf den Detektor abbildet und ein zweites Probenbild erzeugt;

die Steuereinheit (80) in dem zweiten Probenbild die z-Positionen der Punktobjekte in
Abhadngigkeit des vorbestimmten axialen Verstellwegs ermittelt:

die Steuereinheit (80) die in dem ersten Probenbild ermittelten z-Positionen der
Punktobjekte mit den in dem zweiten Probenbild ermittelten z-Positionen derselben
Punktobjekte vergleicht; und

die Steuereinheit (80) in Abhangigkeit dieses Vergleichs eine Korrekturinformation
erzeugt, an Hand der die Steuereinheit (80) die in Abhdngigkeit der

Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte korrigiert.

16. Lichtmikroskopische Einrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass
die Steuereinheit (80) in dem Schéarfentiefenbereich (78) langs der optischen

Achse (O) mindestens eine ortsfeste z-Referenzposition (zs) definiert;

die Steuereinheit (80) mindestens einen derjenigen Lichtflecke (38, 40, 42, 44, 60) aus

dem mindestens einen mit axial verschobenem Schérfentiefenbereich (78) auf dem
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Detektor erzeugten zweiten Probenbild, welche die in dem axial verschobenen
Scharfentiefenbereich in der z-Referenzposition (zs) angeordneten Punktobjekte
darstellen, als Referenzlichtfleck definiert;

die Steuereinheit (80) die z-Position des Punktobjektes, das durch den Referenzlichtfleck
dargestellt ist, in dem Objektraum in Abhdngigkeit des axialen Verstellwegs des
Schéarfentiefenbereichs (78) und der z-Referenzposition (zs) bestimmt;

die Steuereinheit (80) einen der Lichtflecke (38, 40, 42, 44, 60) aus dem ersten
Probenbild, der dasselbe Punktobjekt wie der Referenzlichtfleck des zweiten
Probenbildes darstellt, als Vergleichslichtfleck identifiziert; und

die Steuereinheit (80) in Abhangigkeit einer Abweichung der z-Position des
Punktobjektes, das durch den Vergleichslichtfleck dargestellt ist, gegeniiber der z-
Position desselben Punktobjektes, das durch den Referenzlichtfleck dargestellt ist, die
Korrekturinformation erzeugt, an Hand der die Steuereinheit (80) die in Abhadngigkeit der

Zuordnungsinformation ermittelten z-Positionen der Punktobjekte korrigiert.

17. Lichtmikroskopische Einrichtung nach Anspruch 15 oder 16, gekennzeichnet durch

einen Sensor (84) zum Erfassen des axialen Verstellwegs des Scharfentiefenbereichs (78).
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