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(57) Abstract: A method for characterizing a sample by means of imaging fluorescence microscopy comprises a time-resolving
detection of the fluorescence intensity after deactivating an excitation radiation in order to determine a decay function representing
the temporal decay of the fluorescence intensity for a plurality of image points, a comparison of the decay functions associated
with the image points with at least one reference decay function in order to determine an error value for one or more image points,
wherein the error value associated with an image point is a measure of a deviation of the decay function associated with the image
point from the reference decay function, and the creation of an image of the sample using said error values. The method can be
used to improve visual contrast, for example.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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Veroffentlicht:

—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

3)

Ein Verfahren zur Charakterisierung einer Probe mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie umfasst eine zeitauflsende Erfas-
sung der Fluoreszenzintensitit nach Abschalten einer Anregungsstrahlung zur Ermittlung einer das zeitliche Abklingen der Fluo-
reszenzintensitit reprasentierenden Abklingfunktion fiir eine Vielzahl von Bildpunkten, einen Vergleich der den Bildpunkten zu-
geordneten Abklingfunktionen mit mindestens einer Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung eines Fehlerwertes fiir einen oder
mehrere Bildpunkte, wobei der einem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ein Mal3 fiir eine Abweichung der dem Bildpunkt zuge-
ordneten Abklingtunktion von der Referenz-Abklingfunktion ist, sowie eine Erzeugung eines Bildes der Probe unter Verwendung
der Fehlerwerte. Das Verfahren kann beispielsweise zur Verbesserung des optischen Kontrasts genutzt werden.
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Beschreibung

Verfahren und System zur Charakterisierung einer Probe mittels bildge-
bender Fluoreszenzmikroskopie

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und ein System zur Cha-
rakterisierung einer Probe mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie.
Anwendungsmadéglichkeiten bestehen insbesondere im Bereich der Cha-
rakterisierung biologischer Proben. Hier haben sich fluoreszenzmikro-
skopische Methoden aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit und Selektivi-

tat inzwischen etabliert.

Beschreibung des verwandten Standes der Technik

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Tatsache, dass geeignete
Molekile einen Teil der von ihnen absorbierten elektromagnetischen
Strahlung in Form einer langwelligeren (energiedrmeren) Strahlung wie-
der abgeben. Es gibt eine Anzahl sogenannter Fluorochrome (Fluores-
zenzfarbstoffe), mit denen mikroskopische Praparate markiert (fluoroch-
romiert) werden kénnen und die dadurch zu einem indirekten (oder se-
kundéaren) Fluoreszieren gebracht werden kénnen. In den zuriickliegen-
den Jahrzehnten wurden zahlreiche Vitalfarbstoffe gefunden oder entwi-
ckelt, die - in geringen Konzentrationen angewandt - bestimmte Teile
einer Zelle markieren kénnen, ohne sie zum Absterben zu bringen. Da-
durch wurde es z.B. méglich, den Stofftransport in Zellen und Geweben
zu verfolgen oder den pH-Wert bestimmter Kompartimente zu ermittein.
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Bei der bildgebenden Fluoreszenzmikroskopie, wie sie in weiten Berei-
chen der biologischen und medizinischen Forschung und Entwicklung
Anwendung findet, werden sowohl an die rdumliche als auch an die dy-
namische Auflésung der verwendeten Verfahren und Systeme immer
héhere Anforderungen gestellt. Wahrend die raumliche Auflésung durch
Ausnutzung nicht-linearer optischer Eigenschaften optimiert werden
kann, ist die dynamische Auflésung, d.h. der Kontrast zwischen dem
durch eine Fluoreszenzmarkierung erzeugten Nutzsignal und uner-
wiinschten Hintergrundsignalen der Umgebung, oftmals ein limitierender
Faktor fur aussagekraftige und verwertbare Untersuchungen. Eine we-
sentliche Ursache fiur das héufig sehr schlechte Signal-Rausch-
Verhaltnis ist die sogenannte Autofluoreszenz insbesondere von biolo-
gisch relevanten Materialien, wie beispielsweise lebenden Zellen, die zu
starken Hintergrundsignalen fihren kann. Erschwerend kommt hinzu,
dass die auf Autofluoreszenz zuriickgehenden Signalanteile haufig
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zenzfarbstoffen Uberlagern. Daher ist eine einfache spektrale Diskrimi-
nierung durch den Einsatz von Farbfiltern in vielen Fallen nicht méglich

oder bringt nur unzureichende Ergebnisse.

Als Alternative zu bildgebenden Verfahren auf Basis der Messung der
reinen Fluoreszenzintensitdt wurden mittlerweile bildgebende Verfahren
entwickelt, die auf der Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer basie-
ren. Die sogenannte Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (Fluorescen-
ce Lifetime Imaging Microscopy, FLIM) ist inzwischen weit entwickelt
und in einigen kommerziell erhéltlichen Fluoreszenzmikroskopen als Op-
tion nutzbar. Bei einer haufig eingesetzten Variante der Fluoreszenzle-
bensdauer-Mikroskopie wird eine fluoreszierende Probe mit einem kur-
zen Laserpuls angeregt und es wird die Zeit gemessen, bis ein Fluores-
zenzphoton durch einen Detektor registriert wird. Diese Messung wird
mehrfach wiederholt, um eine Intensitatszerfallstatistik zu erhalten, die
im einfachsten Fall eine exponentielle Abnahme der Fluoreszenzintensi-
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tat nach Abschalten der Anregungsstrahlung beschreibt. An die gemes-
senen Daten wird dann eine monoexponentielle oder multiexponentielle
Funktion angepasst, die im monoexponentiellen Fall beispielsweise
durch:

it)=1, exp(Ir-’-)
(1)

beschrieben werden kann. Hierbei ist I(t) die von der Zeit t abhangige
Fluoreszenzintensitat, die ausgehend von einer Anfangsintensitat Iy zeit-
lich abklingt. Das zeitliche Abklingen wird durch die Zerfallskonstante t
definiert, die denjenigen Zeitpunkt beschreibt, an dem die Anfangsinten-
sitat lp auf den Wert 1/e abgefallen ist. Dieser Wert (1/e) beschreibt die
mittlere Zeit, die ein Molekil im elektronisch angeregten Zustand ver-

weilt, bis es ein Photon aussendet.

Bei den klassischen FLIM-Techniken wird in der Regel ein Falschfar-
benbild der Probenoberflache erzeugt, indem der Fluoreszenzzerfall an
jedem Bildpunkt aufgezeichnet und fir jeden Bildpunkt die Fluoreszenz-
lebensdauer bestimmt wird. Als Ergebnis kann beispielsweise ein Bild
erzeugt werden, welches jedem Bildpunkt eine individuelle Zeitkonstante
bzw. Lebensdauer zuweist. Auf diese Weise lassen sich u.a. Proteinin-
teraktionen oder intrazelluldre Abstandsanderungen bestimmen oder
zumindest abschétzen (siehe z.B. Fachartikel: ,Fluorescence Correlation
Specroscopy and Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy”, von
Breusegem, S., M. Levi, und M. Barry, in: Review. Nephron Exp Neph-
rol. (2006) 103 (2). Seite e41 — e49). Andere Beispiele werden im
Fachartikel ,Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) zur Analyse der loka-
len Lipid-Umgebung® von A. Bilter, B. Krdmer, F. Koberling, A. Tannert,
T. Korte und A. Hermann in: BIOspektrum 3/05 (11. Jahrgang) Seiten
351 bis 353 angegeben. Fur eine ausfihrlichere Beschreibung der Me-
thodik der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie wird auf einschléagige

Fachbicher verwiesen.
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Trotz der prinzipiell groBen Leistungsfahigkeit der Fluoreszenzlebens-
dauer-Mikroskopie zur Analyse auch kleinster Probenvolumina kénnen
Interpretationsfehler der erzeugten Bilder haufig nicht ausgeschlossen
werden, da die Fluoreszenzlebensdauer eines Emitters von vielen Fak-
toren abhéangig ist, die hdufig unbekannt sind oder nur abgeschatzt wer-

den konnen.
ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Vor diesem Hintergrund ist es eine Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren
und ein System zur Charakterisierung einer Probe mittels bildgebender
Fluoreszenzmikroskopie bereit zu stellen, welches die Maéglichkeiten
kommerzieller Verfahren und Systeme zur hochauflésenden Analyse

erweitert. Insbesondere sollen Verbesserungen bei der Charakterisie-

rung hiologischer Proben mit starkem Hintergrundsignal erzielt werde,

z.B. durch Verbesserung des optischen Kontrastes.

Zur Lésung dieser Aufgaben stellt der Erfindung ein Verfahren mit den
Merkmalen von Anspruch 1 bereit. Weiterhin wird ein System mit den
Merkmalen von Anspruch 10 bereitgestellt. Vorteilhafte Weiterbildungen
sind in den abhéngigen Anspriichen angegeben. Der Wortlaut samtli-
cher Anspriche wird durch Bezugnahme zum Inhalt der Beschreibung

gemacht.

Bei dem Verfahren wird, &hnlich wie bei herkémmlichen Verfahren mit
Fluoreszenzlebenszeit-Bestimmung, die Fluoreszenzintensitat nach Ab-
schalten einer Anregungsstrahlung zeitaufgelost erfasst, um fur eine
Vielzah! von Bildpunkten jeweils eine Abklingfunktion zu ermitteln, die
das zeitliche Abklingen der Fluoreszenzintensitét, also den Fluoreszenz-
zerfall, reprasentiert. In einem weiteren Verfahrensschritt werden die
den Bildpunkten zugeordneten Abklingfunktionen mit mindestens einer
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Referenz-Abklingfunktion verglichen, um fir jeden der Bildpunkte einen
zugeordneten Fehlerwert zu bestimmen. Der einem Bildpunkt zugeord-
nete Fehlerwert ist dabei ein Mal} fur eine Abweichung der dem Bild-
punkt zugeordneten Abklingfunktion von der Referenz-Abklingfunktion.
Durch den Vergleichsschritt zwischen der den jeweiligen Bildpunkten
zugeordneten Abklingfunktionen und mindestens einer Referenz-
Abklingfunktion wird somit eine Zerfallsformanalyse durchgefiihrt, um flr
den jeweiligen Bildpunkt eine Ahnlichkeit bzw. Unéhnlichkeit des lokalen
Fluoreszenzzerfalls mit einem Referenzzerfall (reprasentiert durch die
Referenz-Abklingfunktion) zu erhalten. Die ermittelten Fehlerwerte wer-
den dann zur Erzeugung eines Bildes der Probe verwendet. Dies bedeu-
tet inspesondere, dass die Fehlerwerte ortsaufiésend, d.h. fur unter-
schiedliche Bildpunkt bzw. Gruppen von Bildpunkten gesondert, fur die

Bilderzeugung genutzt werden.

Der Begriff ,Bildpunkt” bezeichnet hier eine exnerimentelle GréRRe, die
sich aus den Anforderungen der jeweiligen Anwendung ergibt. Die mi-
nimale GréRe eines Bildpunktes kann z.B. aus der mit dem optischen
System erzielbaren rdaumlichen Auflésung d bei beugungsbegrenzter
Abbildung gemaR d = A/(2*NA) abgeleitet sein und somit z.B. etwa der
Halfte der verwendeten Wellenldnge (i.e. A/2) entsprechen. Die GréRe
eines Bildpunktes kann bei Anwendung geeigneter Superresolutionsver-
fahren, z.B. sub-diffraction-limit imaging by stochastic optical reconstruc-
tion microscopy (STORM) auch geringer sein, z.B. bis hinunter zu ca.
A/20. Wenn eine geringere raumliche Auflésung ausreicht, kann ein
Bildpunkt auch wesentlich gréRer sein und z.B. einem Bereich mit einer
mittleren GréRe entsprechen, die etwa der verwendeten mittleren Wel-

lenlange oder einem Vielfachen davon entspricht.

Ein Bildpunkt kann in verschiedenen Richtungen die gleiche Ausdeh-
nung haben und beispielsweise eine quadratische Form aufweisen. Er

kann aber auch in einer ersten Richtung gréRer sein als in einer quer
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dazu verlaufenden zweiten Richtung. Beispielsweise kénnen Bildpuhkte
eine rechteckige Form mit unterschiedlicher Ldnge und Breite haben.
Die Ausdehnung eines Bildpunktes in einer bestimmten Richtung kann
der in dieser Richtung gewinschten Auflésung angepasst sein. Bild-
punkte kénnen z.B. in der Richtung mit gewilinschter hoher Ortsaufl6-
sung schmaler sein als in einer dazu senkrechten Richtung, in der nur

geringere Ortsauflésung benétigt wird.

Die Bildpunkte fur die Ermittlung des Fehlerwertes missen nicht zwin-
gend mit den Bildpunkten zur Ermittlung des Fluoreszenzintensitétssig-
nals Ubereinstimmen. Die GroRRe der Bildpunkte fir die Ermittlung der
Abklingfunktion wird vorzugsweise so gewdhlt, dass sich eine hinrei-
chend gute Zerfallsstatistik ergibt, die einen aussagekréftigen Vergleich
mit einer Referenz-Abklingfunktion zulédsst. Sind beispielsweise die Ab-
solutwerte der Fluoreszenzintensitat in einem Probenbereich besonders
gering, so kann die Ausdehnung der Bildpunkte fiir die Ermittlung desc
Fehlerwertes entsprechend gréRer gewéhlt werden als in Bereichen mit
hohen Absolutwerten der Fluoreszenzintensitat. Fur die Bilderzeugung
ist lediglich wichtig, dass jedem fur die Bilderzeugung vorgesehenen
Bildpunkt ein Fehlerwert zugeordnet ist. Es kann z.B. sein, dass zu je-
dem Bildpunkt einer Vielzahl benachbarter Bildpunkte ein anderer zuge-
ordneter Fehlerwert gehért. Es ist auch mdglich, dass zu einer Gruppe
unmittelbar benachbarter Bildpunkte eines Bildes ein und derselbe Feh-
lerwert gehért, so dass mehreren unmittelbar benachbarten Bildpunkten

der gleiche Fehlerwert zugeordnet ist.

Als Referenz-Abklingfunktion kann eine monoexponentielle Abklingfunk-
tion gewahlt werden, die sich beispielsweise dann ergeben wirde, wenn
nur eine einzige fluoreszierende Spezies in einer bestimmten Umgebung
vorhanden wéare. Eine solche Situation ist mit einer einzigen Zeitkon-
stante t hinreichend genau beschreibbar. Bei Verwendung eines einzi-

gen Markerfarbstoffes kénnen auf diese Weise Bereiche identifiziert
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werden, die einen relativ hohen Anteil an Markerfarbstoff haben, denn
der Fluoreszenzzerfall in diesen Bereichen solite nur geringfugig von
dem monoexponentiellen Referenzzerfall abweichen und entsprechend
kleine Fehlerwerte ergeben, wahrend Bereiche mit kleinerem Anteil an
Markerfarbstoff eher einen multiexponentiellen Fluoreszenzzerfall und

entsprechend héhere Fehlerwerte zeigen werden.

Alternativ oder zusétzlich ist es auch méglich, als Referenz-
Abklingfunktion eine multiexponentielle Abklingfunktion zu wéahlen. Hier
kénnen insbesondere biexponentielle Abklingfunktionen, d.h. Abkling-
funktionen mit genau zwei unterschiedlichen Zeitkonstanten, vorteilhaft
sein, da sie eine relativ zuverldssige Anpassung erlauben. Eine zuver-
lassige multiexponentielle Anpassung kann z.B. fiir sogenannte FRET-
Systeme sinnvoll sein, was im Folgenden néher erlautert wird.

Ein besonderes Anwendu:
insbesondere fur biologische Fragestellungen, umfasst das FRET-
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) Imaging, das z. B. zur Ver-
folgung von Abstandsanderungen oder molekularen Interaktionen im
Bereich weniger Nanometer eingesetzt wird. Hierbei wird strahlungslos
Anregungsenergie von einem kurzwellig emittierenden Donor auf einen
langerwellig absorbierenden (und emittierenden) Akzeptor Ubertragen.
Die Effizienz dieses Ubertrags ist hierbei unter anderem von der 6. Po-
tenz des Abstands der beiden Chromophore abhangig. Wéahrend die
Fluoreszenzlebensdauer des Akzeptors nicht vom Ubertrag beeinflusst
wird, hangt die Donorfluoreszenzlebensdauer direkt von der Ubertrags-
effizienz ab. Eine Verfahrensvariante zeichnet nun zunachst die Fluo-
reszenzlebensdauer des Akzeptors durch direkte Anregung ortsaufge-
I16st auf. Hierbei erhélt man ein FLIM-Bild der Akzeptorlebensdauer. Die
so erhaltenen Werte kénnen als festgesetzten Parameter verwendet
werden, um ein FLIM-Bild aufzuzeichnen, das durch Anregung des Do-
nors generiert wird (hierbei detektiert man gleichzeitig die Emission des



WO 2010/081690 PCT/EP2010/000156
-8-

Akzeptors und die des teilweise fluoreszenzgeléschten Donors). Durch
die Kenntnis der ortsaufgelésten Akzeptorlebensdauer kann man nun
eine biexponentielle Referenz-Abklingfunktion generieren, deren unbe-
kannte Parameter die Lebensdauer und Intensitdtsamplitude des Donor-
zerfalls darstellen. Tragt hierbei eine starke Autofluoreszenz zum ge-
messenen Signal bei, ergeben sich zuséatzliche Zerfallskonstanten, der
gemessene Zerfall weicht von der Referenzfunktion ab. Somit kann auch
fur komplexe gekoppelte multichromophore Systeme das Verfahren An-

wendung finden.

Es ist méglich, aus einer Korrelation mehrerer Vergleiche weitere Infor-
mationen Uber die untersuchte Probe abzuleiten, wobei z.B. bei man-
chen Ausfuhrungsformen sowohl mit einer monoexponentiellen als auch
mit einer multiexponentielle Referenz-Abklingfunktion verglichen wird.

Rei manchen Ausfithrungsformen werden die fir die einzelnen Bildpun
te ermittelten Fehlerwerte direkt in ein Falschfarbenbild oder eine andere
zweidimensionale oder dreidimensionale Reprasentation der untersuch-
ten Probenbereiches umgerechnet, um fiir den analysierten Probenbe-
reich ortsauflésend die jeweiligen Fehlerwerte bzw. die fur die einzelnen
Probenvolumina ermittelten Abweichungen von der Referenz-
Abklingfunktion sichtbar zu machen. Eine ortsauflésende Analyse der
Fehlerwerte in einem Fehlerwertbild kann unmittelbar zur Charakterisie-
rung von Proben, insbesondere von biologischen Proben, herangezogen

werden.

Durch die Analyse der Zerfallsform kann beispielsweise das Verhaltnis
von Nutzsignal zu Hintergrundsignal direkt experimentell zugénglich
gemacht und visualisiert werden. Hierdurch kann z.B. die Verteilung ei-
ner Fluoreszenzmarkierung in einem Gewebe, in einer lebenden Zelle
oder in einem anderen Probenmaterial verfolgt werden. Dadurch kann

beispielsweise auch in nur schwach fluoreszenten Probenbereichen der
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Markeranteil, d.h. der Anteil des zum Markieren verwendeten Fluores-
zenzfarbstoffs, bestimmt werden. Ist beispielsweise in einer Probenregi-
on nur wenig Probenmaterial vorhanden, so ist die gemessene Fluores-
zenzintensitdt gering, so dass in einem auf Fluoreszenzintensitaten ba-
sierenden Bild solche Bereiche entsprechend unauffallig, beispielsweise
dunkel erscheinen wirden. Trotzdem kann gegebenenfalls der relative
Anteil der Fluoreszenzmarkierung in solchen Bereichen z.B. aufgrund
von Agglomerationseffekten Giberdurchschnittlich hoch sein. Mit der vor-
geschlagenen Verfahrensvariante werden solche Informationen Gber die
Verteilung von Substanzen im Probenmaterial zuganglich. Eine Kenntnis
des Verhéltnisses von markiertem Probenmaterial zu nicht-markiertem
Probenmaterial kann beispielsweise bei biologischen Proben dazu ge-
nutzt werden, intrazelluldare Transport- oder Speicherprozesse zu verfol-
gen. Eine solche Analyse, gegebenenfalls gepaart mit intensitatssensiti-
ven Verfahren, kann in vielen Bereichen der Life Science nutzbringend
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kungsanalysen neuartiger Pharmazeutika.

Bei einer Ausfiihrungsform wird eine ortsauflésende Erfassung der Fluo-
reszenzintensitat fur eine Vielzahl von Bildpunkten zur Ermittlung von
den Bildpunkten zugeordneten Fluoreszenzintensititssignalen durchge-
fahrt und die Fluoreszenzintensitidtssignale werden mit dem zu dem
Bildpunkt gehérenden Fehlerwerten gewichtet, um gewichtete Fluores-
zenzintensitatssignale zu ermitteln. Dann werden unter Verwendung der
gewichteten Fluoreszenzintensitatssignale ein oder mehrere Bilder der
Probe erzeugt. Durch diese Verfahrensvariante, die eine ,Zerfallsform-
gewichtung” der Fluoreszenzintensitidtssignale beinhaltet, ist eine erheb-
liche Steigerung des optischen Kontrastes in der bildgebenden Fluores-
zenzmikroskopie mdoglich. Der Begriff ,optischer Kontrast® bezeichnet
hier das Intensitatsverhéltnis zwischen dem Nutzsignal und dem (in der
Regel unerwiinschten) Hintergrundsignal. Eine solche Kontraststeige-
rung ist insbesondere im Bereich biologischer Proben von héchstem In-
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teresse, da insbesondere diese Proben haufig sehr hohe Hintergrund-
signalintensitaten aufweisen, die vor allem durch zellulare Autofluores-
zenz erzeugt werden. Die Gewichtung der Fluoreszenzintensitatssignale
mit Hilfe der aus den Abklingfunktionen ermittelten Fehlerwerte kann zur
Kontraststeuerung genutzt werden, da dadurch die Méglichkeit eréffnet
ist, auf robuste Art ohne Vorannahmen das Hintergrundsignal zu unter-
drucken, wahrend gleichzeitig das Nutzsignal starker gewichtet wird.

Bei einer Verfahrensvariante wird beim Vergleichen der den Bildpunkten
zugeordneten Abklingfunktionen mit einer Referenz-Abklingfunktion fur
jeden Bildpunkt der Wert des Fehlerquadrats y? bestimmt, wodurch die
Auswertung besonders schnell und einfach wird. Der Fehlerwert kann
direkt dem Fehlerquadrat x® entsprechen oder davon abgeleitet sein.
Beispielsweise kann der Wert von x* als Fehlerwert genutzt werden.
Verfahren zur Bestimmung des Fehlerquadrates nach der Methode der
kieinsten Fenierquadrate (Leasi Squares iViethod) sind in vieien kom-
merziellen Systemen héufig bereits implementiert und kénnen fur diesen
Zweck genutzt werden. Der Wert des Fehlerquadrats ist ein MaR fir die
Abweichung einer angepassten Funktion von experimentellen Werten
und kann daher zur Bestimmung der Qualitat der Anpassung genutzt
werden. Je starker ein gemessener Fluoreszenzzerfall von einem Refe-
renzzerfall, z.B. einem monoexpontentiellen Verhalten, abweicht, desto
gréRer wird der x° - Wert sein und desto mehr Hintergrundsignal wurde
dementsprechend aufgezeichnet. Man hat also durch den Fehlerwert ein
quantitatives MafR}, um den Anteil von Nutzsignalen bzw. Hintergrundsig-
nalen zu bestimmen. Andere Methoden zur Bestimmung der Abwei-
chung zwischen der gemessenen Abklingfunktion und einer Referenz-
Abklingfunktion sind ebenfalls méglich, beispielsweise eine Integration
der Messkurve und der Referenzkurve und ein anschlieBender Vergleich

der erhaltenen Werte.
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Bei einer Verfahrensvariante wird ein Bild der Probe unter Verwendung
der Fehlerwertes dadurch erzeugt, dass die fur jeden Bildpunkt ermittel-
ten Werte fur die Fluoreszenzintensitat mit dem Reziprokwert des ermit-
telten Fehlerwertes, beispielsweise mit dem Reziprokwert des Fehler-
quadrats 2, oder mit einem hierzu proportionalen Wert, multipliziert
werden. Auf diese Weise wird ein Hintergrundsignal, welches einem ho-
hen Fehlerwert entspricht, weniger gewichtet, wahrend Nutzsignale, die
entsprechend kleineren Werten des Fehlerwertes entsprechen, tberh&ht
werden. Andere Mdéglichkeiten der Gewichtung der Fluoreszenzintensi-

tatssignale mit Hilfe der Fehlerparameter sind ebenfalls méglich.

Die Erfindung betrifft auch ein System zur Charakterisierung einer Probe
mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie mit:

einer Einrichtung zur zeitauflésenden Erfassung der Fluoreszenz-
intensitat nach Abschalten einer Anregungsstrahlung zur Ermittlung ei-
ner das zeitliche Abkiingen der Fiuoreszenziniensitat reprasentierenden
Abklingfunktion fiir eine Vielzahl von Bildpunkten;

einer Einrichtung zum Vergleichen der den Bildpunkten zugeord-
neten Abklingfunktionen mit mindestens einer Referenz-Abklingfunktion
zur Ermittlung eines Fehlerwertes fiir jeden der Bildpunkte, wobei der
einem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ein MaR fur eine Abweichung
der dem Bildpunkt zugeordneten Abklingfunktion von der Referenz-
Abklingfunktion ist; und

einer Einrichtung zum Erzeugen eines Bildes der Probe unter

Verwendung der Fehlerwerte.

Das System kann z.B. ein konfokales Mikroskopsystem umfassen, um
kleinste Probenvolumina mit hoher Ortsauflésung untersuchen zu kén-
nen und um ggf. auch Untersuchungen in unterschiediichen Probentie-
fen durchfihren zu kénnen, die zur Erzeugung dreidimensionaler (rdum-
licher) Abbildungen des untersuchten Probenbereichs verarbeitet wer-

den kénnen.
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Ausfuhrungsformen der Erfindung kénnen in Form zuséatzlicher Pro-
grammteile oder Programmmodule in die Auswertesoftware bereits exis-
tierender Systeme zur Charakterisierung von Proben mittels bildgeben-

der Fluoreszenzmikroskopie implementiert werden.

Daher betrifft ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ein Com-
puterprogrammprodukt, welches insbesondere auf einem computerles-
baren Medium gespeichert oder als Signal verwirklicht ist, wobei das
Computerprogrammprodukt, wenn es in den Speicher eines geeigneten
Computers geladen und von einem Computer ausgefuhrt ist bewirkt,
dass der Computer ein Verfahren gemaR der Erfindung bzw. einer be-

vorzugten Ausfihrungsform hiervon durchfahrt.

Diese und weitere Merkmale gehen auller aus den Anspriichen auch

aus der Beschreibung und den Zeichnungen nervor, wobei die einzeinen
Merkmale jeweils fir sich allein oder zu mehreren in Form von Unter-
kombinationen bei einer Ausfiihrungsform der Erfindung und auf ande-
ren Gebieten verwirklicht sein und vorteilhafte Ausfihrungen darstellen

kénnen.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung wesentlicher Funktionsein-
heiten einer Einrichtung zur Fluoreszenzlebensdauerbestim-
mung durch Einzelphotonenzahlstatistiken (Time-correlated sin-

gle-photon counting, TCSPC);

Fig. 2 zeigt in 2A und 2B zwei Fluoreszenzzerfall-Histogramme, in wel-
chen die Anzahl einzelner Fluoreszenzphotonen aus einem Pro-
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Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5
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benvolumen als Funktion der Zeit t nach Abschalten einer Anre-
gungsstrahlung gemeinsam mit  méglichen Referenz-
Abklingfunktionen und Abweichungen davon dargestellt ist;

zeigt schematisch drei unterschiedliche Fluoreszenzzerfallskur-
ven fur unterschiedliche Verhéltnisse zwischen Nutzsignal und
Hintergrundsignal, wobei der Anteil des Hintergrundsignals und
damit der Wert des Fehlerwertes von links nach rechts zunimmt
und der Anteil der fluoreszierenden Markersubstanz von links

nach rechts abnimmt;

zeigt in 4A ein Fluoreszenzintensitatsbild von mit GFP fluores-
zenzmarkierten Zellmembranen von Arabidopsis-Zellen, in 4B
ein Fluoreszenzintensitatsprofil entlang der weiRen Linie in Fig.
4A (schwarze Punkte) sowie zugehdrige Fehlerwerte (graue Bal-
ken), sowie in 4C das mit Hilfe der Zerfallsform gewichte

sitatsprofil aus Fig. 4B; und

zeigt in 5A und 5B Fluoreszenzintensitatsbilder von GFP mar-
kierten Zellmembranen getrennt durch eine Zellwand, wobei Fig.
5A ein Bild ohne kontraststeigernde Korrektur, Fig. 5B ein Bild
mit kontraststeigernder Korrektur, Fig. 5C eine Vergleichsdarstel-
lung von Fluoreszenzintensitatsprofilen der unkorrigierten Roh-
daten (1) sowie der gewichteten Fluoreszenzintensititssignale (I')

und 5D ein Fehlerwertbild zeigt.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN
AUSFUHRUNGSFORMEN

Bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung werden im Folgenden an-
hand von Ausfuhrungsbeispielen erldutert, die sich der Ausstattung von

kommerziellen konfokalen Fluoreszenzmikroskopen mit Flourescence
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Lifetime Imaging Microscopy (FLIM)-Option bedienen. Zur Durchfuihrung
des Verfahrens geeignet sind beispielsweise Fluoreszenzmikroskope mit
Einzelmolekilempfindlichkeit, wie sie unter der Bezeichnung ,MicroTi-
me® 200“ von der Firma PicoQuant GmbH, Berlin hergestelit und ver-
trieben werden. Das fir die bildgebende Fluoreszenzmikroskopie einge-
richtete konfokale Mikroskopsystem enthalt Hardware und Software fir
eine zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung (TCSPC) zur Datenaufnah-
me und hat weiterhin Einrichtungen zur Ermittlung des zeitlichen Abklin-
gens der Fluoreszenzintensitdt nach Anregung der Fluoreszenz durch

einen kurzen Laserpuls.

Anhand von Fig. 1 wird zunachst das Prinzip der Fluoreszenzlebens-
dauerbestimmung durch Einzelphotonenzahistatistiken naher erlautert.
Bei diesem Verfahren wird eine fluoreszierende Probe P mit einem kur-

zen, im ldealfall deltaférmigen Laserpuls LP angeregt. Zeitgleich wird
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eine Stoppuhr SW startet, die mittels eines Stoppulses STOP angehal-
ten wird, sobald ein FIuoreSzenzphoton auf dem Detektor eines Photo-
multipliers PM registriert wird. Diese Messung wird mehrfach wiederholt.

Nach Abschalten der Anregungsstrahlung, d.h. nach Empfang des La-
serpulses, verweilen die angeregten Molekile fur eine gewisse Zeit (Le-
benszeit) im angeregten Zustand und kehren dann in den Grundzustand
zurick, wobei pro angeregtem Molekil maximal ein Fluoreszenzphoton
emittiert wird. Die meisten angeregten Molekile haben nur eine relativ
kurze Lebenszeit im angeregten Zustand, bei anderen vergeht mehr
Zeit, bis sie in den Grundzustand zuriickfallen und ein Fluorenzphoton
erzeugen. Da die meisten Molekille nach Abschalten der Anregungs-
strahlung nur eine relativ kurze Lebenszeit haben, ist die Fluoreszenzin-
tensitat unmittelbar nach Abschalten der Anregungsstrahlung am héchs-
ten und wird dann kontinuierlich schwacher, da langerlebige Molekile im
angeregten Zustand seltener sind als kurzlebige. Das zeitliche Abklingen
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der Fluoreszenzintensitat kann, dhnlich dem radioaktiven Zerfall, im ein-
fachsten Fall durch eine monoexponentielle Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat beschrieben werden. Dabei kann an die experimentellen Daten

eine als Referenz-Abklingfunktion dienende Exponentialfunktion geman

(=1, exp(:;t—)
(1)

angepasst werden. Praktisch wird die Referenz-Abklingfunktion zuvor
mit einer zuvor aufgenommenen Instrumentenantwortfunktion (IRF) ge-
faltet. In der Beschreibung gemaR Gl. (1) reprasentiert die Zerfallskon-
stante 1 denjenigen Zeitpunkt, an dem die Anfangsintensitdt Iy auf den
Wert 1/e abgefallen ist. Dieser Wert beschreibt somit die mittiere Zeit,
die das Molekil im elektronisch angeregten Zustand verweilt, bis es ein

DhntAan aticecandat
STaoion augseenadet,

Die Uber die Zerfallskonstante t ermittelbare Fluoreszenzlebenszeit an-
dert sich in der Regel z.B. mit den lonenkonzentrationsverhéltnissen in
der Umgebung des angeregten Molekills und kann somit als eine auf
moleklarer Ebene wirkende Messsonde genutzt werden. Auch der lokale
Brechungsindex, mégliche Energietransferpartner oder die Flexibilitat
der lokalen Umgebungsmatrix kénnen starken Einfluss auf die Fluores-

zenzlebenszeit haben.

Figuren 2A und 2B zeigen typische TCSPC-Histogramme von Photonen,
die aus einem interessierenden Probenvolumen emittiert wurden. Die
entsprechende Fluoreszenzlebensdauer kann aus einem solchen
Histogramm bzw. aus den zugrundeliegenden Daten ermittelt werden,
indem eine Exponentialfunktion, z.B. gemaR Gleichung (1), angepasst
und daraus die Zerfallskontante t bestimmt wird. Typische Lebensdau-

ern liegen haufig im Bereich von wenigen Nanosekunden (ns). Jeweils
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unterhalb der Histogramme sind die Fehler RES der Anpassung (haufig
als Residuals bezeichnet) dargestellt. Ein relativ geringes und Uber die
Zeit relativ gleichmaRiges Fehlerniveau wie in Fig. 2A deutet auf eine
relativ gute Anpassung hin. Hohe Werte der Residuals und/oder starke
Schwankungen uber die Zeit t, wie sie in Fig. 2B gezeigt sind, deuten
darauf hin, dass sich der experimentell erfasste Fluoreszenzzerfall mit

der gewahlten Anpassungsfunktion nur schlecht beschreiben lasst.

In klassischen FLIM-Techniken wird auf Basis dieser Fluoreszenzle-
bensdauer-Daten beispielsweise ein Falschfarbenbild des beobachteten
Probenbereichs erzeugt, indem der Fluoreszenzzerfall an jedem Bild-
punkt aufgezeichnet und fir die jeweiligen Bildpunkte die Lebensdauer
bestimmt und als Falschfarbe dargestellt wird. Als Ergebnis erhalt man
dadurch ein Bild, welches jedem Bildpunkt eine individuelle Zeitkonstan-
te zuweist. Solche Verfahren stoRen jedoch an ihre Grenzen, sobald das
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chen Zeitkonstante abklingt wie das von der Fluoreszenzmarkierung

herriihrende Nutzsignal.

Im Folgenden wird nun eine Verfahrensvariante beschrieben, die es er-
laubt, effektiv zwischen Nutzsignalen und Hintergrundsignalen zu dis-
kriminieren. Hierbei wird ausgenutzt, dass ein Fluoreszenzmarkerfarb-
stoff typischerweise nur eine einzige Zeitkonstante des Fluoreszenzzer-
falls aufweist, so dass die Abnahme der Fluoreszenzintensitat mit der
Zeit demnach im Wesentlichen einem einfachen exponentiellen Zusam-
menhang gehorcht. Diese Annahme gilt insbesondere, wenn sehr kleine
Probenvolumina untersucht werden, wie es z.B. bei der optischen Abbil-
dung eines konfokalen Mikroskops der Fall ist. Im Gegensatz dazu sind
Hintergrundsignale in der Regel duBRerst unspezifisch, da eine Vielzahl
von méglichen Emittern zu dem gemessenen Intensitatsabfall beitragen
kann. Da jeder unterschiedliche Emitter in der Regel eine eigene indivi-
duelle Zerfallskonstante aufweist, ist der fur den Hintergrund gemessene
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Fluoreszenzzerfall in der Regel eine Superposition der Zerfallskurven
vieler individueller Emitter und lasst sich daher nicht oder nur mit we-
sentlich gréRerem Fehler mit einer einfachen experimentellen Zerfalls-
funktion beschreiben. Diese Zusammenhinge werden bei einer Verfah-
rensvariante ausgenutzt, um die dynamische Auflésung, d.h. den opti-
schen Kontrast, des bildgebenden Verfahrens zu steigern.

Bei dieser Verfahrensvariante wird an jedem interessierenden Bildpunkt
ein Fluoreszenzzerfall aufgezeichnet, also eine zeitauflésende Erfas-
sung der Fluoreszenzintensitat nach Abschalten einer Anregungsstrah-
lung durchgefiihrt, um das zeitliche Abklingen der Fluoreszenzintensitat
(d.h. den Fluoreszenzzerfall) zu ermitteln. Dieser wird normalerweise
durch eine Abklingfunktion &hnlich der in Fig. 2 gezeigten fir jeden inte-
ressierenden Bildpunkt beschrieben. AuRerdem wird die Fluoreszenzin-
tensitat far alle interessierenden Bildpunkte ortsauflésend erfasst, um
daraus den Bildpunkien zugeordnete Fluoreszenzintensitaissignaie zu
ermitteln. Die Fluoreszenzintensitat kann dabei durch zeitliche Integrati-
on derjenigen Daten ermittelt werden, die bei der zeitauflésenden Erfas-

sung des Fluoreszenzzerfalls ermittelt werden.

Dann wird ein Vergleich der den Bildpunkten zugeordneten Abklingfunk-
tionen mit mindestens einer Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung ei-
nes Fehlerwertes fiur jeden der Bildpunkte durchgefiihrt. Im hier be-
schriebenen  Ausfuhrungsbeispiel reprasentiert die  Referenz-
Abklingfunktion eine Monoexponentialfunktion gemaR Gleichung (1). Der
einem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ist dabei ein MaR fiur eine Ab-
weichung der dem Bildpunkt zugeordneten Abklingfunktion von der Re-
ferenz-Abklingfunktion. Bei dem Ausflihrungsbeispiel kann die Qualitét
der Anpassung z.B. durch das Fehlerquadrat x? quantifiziert werden. Je
mehr nun das Nutzsignal zu den gemessenen Intensitatszerfall beige-
tragen hat, je héher also der Anteil des Nutzsignals angemessenen Ge-
samtsignal ist, desto besser wird sich die Messkurve mit einer monoex-
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ponentiellen Funktion beschreiben lassen und desto kleiner ist konse-
quenter Weise der Wert des Fehlerquadrats. Tragt umgekehrt im We-
sentlichen das Hintergrundsignal zum gemessenen [ntensitétssignal bei,
so erreicht der Fehlerwert relativ groBe Werte. Dieser Zusammenhang

ist schematisch in Fig. 3 dargestelit.

Fig. 3 zeigt idealisierte Fluoreszenzzerfallkurven fur unterschiedliche
Vefhéltnisse des Nutzsignals zum Hintergrundsignal. In den drei Dia-
grammen ist jeweils der Logarithmus der Fluoreszenzintensitdt | Gber
der Zeit t aufgetragen. Von links nach rechts, d.h. von Fig. 3A zu Fig.
3C, sinkt der Anteil des von einem Fluoreszenzmarker (GFP) stammen-
den Nutzsignals. Bei einem relativ hohen Anteil (Fig. 3A) ergibt sich
dann ein weitgehend linearer Zusammenhang zwischen dem Logarith-
mus der Fluoreszenzintensitat und der Zeit, entsprechend einem mono-
exponentiellen Zerfall. Der entsprechende Fehlerwert Err bei einer An-
passung einer monoexponentieiien Refeirenz-Funktion REF is
sprechend gering. Je geringer der Anteil der vom Fluoreszenzmarker
stammenden Intensitat (Nutzsignal) am Gesamtsignal wird, desto
schlechter wird die Anpassung der Monoexponentialfunktion an die
Messwerte, was sich in den Diagrammen an zunehmend starken Abwei-
chungen des Zusammenhangs von einem linearen Zusammenhang (ge-
strichelt gezeigte Referenz-Abklingfunktion REF) zeigt. Dementspre-
chend steigt der Fehlerwert Err der Anpassung, je héher der Anteil des
Hintergrundsignals relativ zum Nutzsignal am Gesamtsignal wird. Je
mehr Hintergrund zum gemessenen Signal beitragt, desto starker weicht
also das Zerfallsprofil von einem monoexponentiellen Verhalten ab und
desto groRer ist demnach der Fehlerwert bei einfach-exponentieller An-

passung.

Bei der Bildgebung werden nun die zu den Bildpunkten gehérigen Feh-
lerwerte genutzt, indem fiir jeden Bildpunkt die Fluoreszenzintensitéts-
signale mit den zu dem Bildpunkt gehérenden Fehlerwert gewichtet
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werden. Ein wesentlicher Aspekt dieser Verfahrensvariante besteht so-
mit darin, dass nicht die Fluoreszenzlebensdauer t bestimmt und zur
Bildgebung herangezogen wird, sondern dass die Qualitat der Anpas-
sung, parametrisiert durch einen geeigneten Fehlerwert, als Wertungs-
parameter eingesetzt und bei der Bildgebung bericksichtigt wird. Hierbei
wird berucksichtigt, dass ein Fluoreszenzzerfall nur dann einer einfa-
chen Exponentialfunktion gehorcht, wenn genau eine fluoreszierende
Spezies (in homogener Umgebung) mit einer einzigen Zerfallskonstante
zum Zerfall beitragt. Wahrend dies bei einer gezielten Fluoreszenzmar-
kierung in hohem Mafe der Fall ist, wird diese Bedingung im Bereich
von starker Hintergrundautofluoreszenz nicht erfillt. Hier tragen namlich
viele unterschiedliche Emitter mit jeweils individuellen Zerfallskonstanten
zum gemessenen Signal bei, so dass der resultierende Fluoreszenzzer-

fall in der Regel ausgepréagt multiexponentiell ist.

Die hier beschriebene Verfahrensvariante benuizi den VWert des Fenier-
quadrats 2, also ein MaR fur die Abweichung der angepassten Funktion
von den experimentellen Werten, zur Bestimmung der Qualitat der An-
passung, d.h. zur Bestimmung des fur jeden Bildpunkt glltigen Fehler-
wertes. Je groBer der x?> Wert ist, desto stirker weicht der gemessene
Zerfall von einem monoexponentiellen Verhalten ab, und desto mehr
Hintergrundsignal wurde dementsprechend aufgezeichnet. Man hat also
durch den Fehlerwert ein quantitatives Ma3, um den Anteil von Nutzsig-

nal bzw. Hintergrundsignal zu bestimmen.

Bei der hier beschriebenen Verfahrensvariante wird fir jeden Bildpunkt
der gemessene Wert der Fluoreszenzintensitat mit dem Reziprokwert
des ermittelten Fehlerquadrats, d.h. mit 1/7(2 multipliziert. Auf diese Wei-
se wird Hintergrundsignal (hoher x?~Wert) weniger stark gewichtet, wéh-
rend Nutzsignal (kleiner x?~ Wert) Gberhéht wird. Die hierdurch mégliche
Kontraststeigerung bildgebender Verfahren wird im Folgenden anhand

der Fig. 4 und 5 naher erlautert.
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Das Verfahren wurde an Arabidopsis Pflanzenzellen getestet, die mit
dem grin fluoreszierenden Protein GFP markiert wurden. Diese Art von
Proben stellt fir die Fluoreszenzmikroskopie eine besondere Herausfor-
derung dar, da Arabidopsis zum einen ein sehr hohes Hintergrundsignal
aufweist und da dieses auRerdem noch spektral sehr stark mit dem Ab-
strahlspektrum der GFP-Markierung tberlappt, wodurch eine spektrale
Unterscheidung zwischen Fluoreszenzmarkierung und Hintergrundsignal
nicht oder kaum mdglich ist. AuBerdem liegen die Zerfallskonstanten
von Zellhintergrund und GFP-Markierung in einem sehr dhnlichen Be-
reich (zwischen 3 ns und 4 ns), so dass eine Diskriminierung mit klassi-

schen Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopieverfahren kaum maéglich ist.

Fig. 4A zeigt ein konventionell ermitteltes Fluoreszenzintensitétsbild von

Arabidopsis-Zellen, deren Zelilmembranen selektiv mit GFP fluores-
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durch eine Zellwand getrennte Zellmembranen liegen.

Fig. 4B zeigt ein Fluoreszenzintensitatsprofil entlang der weil3en Linie in
Fig. 4A (schwarze Punkte). Die Fluoreszenzintensitéat | ist in willktrlichen
Einheiten angegeben. Das Intensitatsprofil zeigt ein einzelnes Maximum,
die beiden von der nicht markierten Zellwand getrennten Zellmembranen
kénnen also nicht getrennt aufgelést werden. Ein wesentlicher Grund
hierfir liegt in dem hohen Fluoreszenzhintergrundsignal in der nicht
markierten Zellwand, welches eine gezielte Beobachtung der Zellmemb-

ranen verhindert.

In Fig. 4B sind auRerdem die Werte fur die den Bildpunkten zugeordne-
ten Fehlerwerte Err (linke Skala) in Form von Querbalken gezeigt. Aus
der Breite der Querbalken, die sich haufig Gber mehrere Messpositio-
nen, d.h. Gber mehrere nebeneinander liegende Bildpunkte erstrecken,
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ist ersichtlich, dass in gréReren zusammenhangenden Bereichen das
gleiche Fehlerwertniveau herrscht. Dennoch ist jedem Intensitatswert ein
bestimmter Fehlerwert eindeutig zugeordnet. Das Fehlerwertniveau ist
im Bereich des Intensititsmaximums bei ca. 33.5 ym am gréften
(schlechte Anpassung einer monoexponentiellen Abklingkurve), hat ein
lokales Minimum bei ca. 34.3 ym und ein kleines lokales Maximum bei

ca. 34.7 ym.

Fig. 4C zeigt zum Vergleich mit Fig. 4B das zerfallsformgewichtete In-
tensitatsprofil aus Fig. 4B. Bei der Zerfallsformgewichtung wurden die
zeitlichen Abklingkurven der Fluoreszenzintensitiat der einzelnen Bild-
punkte mit einer monoexponentiellen Referenz-Abklingfunktion vergli-
chen. Fur jeden Bildpunkt wurde daraus ein Wert des Fehlerquadrats y?
ermittelt, das ein Maf} far die Abweichung der angepassten Funktion von
den experimentellen Werten bildet, um die Qualitat der Anpassung fir
jeden Bildpunkt zu ermitiein. Die grauen Baiken in Fig. 48 geben die
Fehlerwerte Err an. Hieraus wurden Gewichtungsfaktoren berechnet, die
jeweils dem Reziprokwert des ermittelten Fehlerquadrats entsprachen.
Die gemessenen Intensitatswerte wurden dann mit den Gewichtungsfak-
toren multipliziert, um die in Fig. 4C gezeigten gewichteten Intensitéats-

werte I’ zu erhalten.

Durch die Anwendung dieses Verfahrens wird der Hintergrund der Fluo-
reszenz der Zellwand effektiv unterdrickt, so dass die beiden mit GFP
markierten Zellmembranen nun getrennt aufgelést werden kénnen. In
Fig. 4C liegen die beiden Zellmembranen beidseitig zum lokalen Mini-
mum des zerfallsformgewichteten Intensitédtsprofils I' bei ca. 33,8 um.
Die Position des lokalen Minimums entspricht der Lage der Zellwand,
wéhrend die beidseits daneben existierenden lokalen Maxima die selek-
tiv markierten Zellmembranen mit relativ groBem Markeranteil reprasen-

tieren.
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Fig. 4C zeigt anschaulich, dass das verwendete Messsystem ein ausrei-
chendes raumliches Auflésungsvermégen hat, um nahe beieinander lie-
gende Zellmembranen getrennt darzustellen. Jedoch wird dieses gute
raumliche Auflésungsvermégen mit konventionellen Verfahren (verglei-
che Fig. 4B) nicht voll ausgenutzt, da die dynamische Auflésung, d.h.
der optische Kontrast, nicht ausreichend ist. Dieser Nachteil wird bei der
hier vorgeschlagenen Verfahrensvariante mit zerfallsformgewichteten

Intensitatsprofilen beseitigt.

Anhand der Fig. 5A bis D wird verdeutlicht, wie sich dieses Kontraststei-
gerungsverfahren auf die bildliche Darstellung auswirken kann. Fig. 5A
und 5B zeigen jeweils Fluoreszenzintensitatsbilder von GFP-markierten
Zellmembranen getrennt durch eine Zellwand, wobei in Fig. 5A die Bild-
erzeugung ohne Kontrastkorrektur und in Fig. 5B die Bilderzeugung mit
Kontrastkorrektur tiber zerfallsformgewichtete Intensitatsprofile gezeigt

ist.

Fig. 5D zeigt die zugehorigen Intensitétsprofile entlang der Profillinien in
Fig. 5A und 5B. Die offenen Punkte zeigen jeweils die Rohdaten der un-
korrigierten Intensitaten | aus Fig. 5A, wahrend die schwarzen Punkte

die gewichteten Intensitdten I’ nach der Zerfallsformgewichtung zeigen.

Waihrend die héchste Intensitéat im nicht korrigierten Bild (Fig. 5A) im Be-
reich der (nicht markierten) Zellwand auftritt, erkennt man im korrigierten
Bild (Fig. 5B) zwei getrennte Maxima, die von der Fluoreszenz der mar-
kierten Zellmembranen stammen. Die Autofluoreszenz konnte im Bei-
spielsfall etwa um einen Faktor 3 unterdriickt werden, so dass auch in
der bildlichen Darstellung (Fig. 5B) die heller erscheinenden Membranen
deutlich von der dazwischenliegenden, dunkler erscheinenden, nicht

markierten Zellwand unterschieden werden kénnen.
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Figur 5D zeigt einen Ausschnitt eines Bildes, das allein auf Basis der
ermittelten Fehlerwerte Err erzeugt wurde, also ein Fehlerwertbild. Der
dunkle, von links unten nach rechts oben verlaufende Querstreifen rep-
rasentiert dabei die Bereiche besonders grolRer Fehlerwerte, also eines
relativ groBen Hintergrundsignals, welches aus dem Bereich der nicht
markierten Zellmembran stammt. Bei der Bilderzeugung wurden keiner-
lei Intensitatsinformationen verarbeitet, das Bild stellt ausschlieflich das

Verhéltnis von Nutzsignalemission zu Hintergrundemission dar.

Die Erfindung wurde tUberwiegend anhand von Untersuchungen an bio-
logischen Proben erldutert. Die Erfindung ist jedoch hierauf nicht be-
schrénkt, sondern kann auch fur andere Proben verwendet werden, z.B.
Proben, die Autofluoreszenz von Polymermatrizen zeigen. Das Verfah-
ren bietet die Mdglichkeit, Proben ggf. mit Einzelmolekulsensitivitat zu
untersuchen und kann die Sensitivitdt konventioneller Verfahren stei-
gern. Das Verfahren ist jedoch auch fur Untersuchungein voin Ensembies

anwendbar.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Charakterisierung einer Probe mittels bildgebender

Fluoreszenzmikroskopie mit folgenden Schritten:

zeitauflésende Erfassung der Fluoreszenzintensitdt nach Abschal-
ten einer Anregungsstrahlung zur Ermittlung einer das zeitliche Abklin-
gen der Fluoreszenzintensitét reprasentierenden Abklingfunktion fur eine
Vielzah! von Bildpunkten;

Vergleichen der den Bildpunkten zugeordneten Abklingfunktionen
mit mindestens einer Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung eines Feh-
lerwertes fur einen oder mehrere Bildpunkte, wobei der einem Bildpunkt
zugeordnete Fehlerwert ein MaR fir eine Abweichung der dem Bildpunkt
zugeordneten Abklingfunktion von der Referenz-Abklingfunktion ist;

Erzeugen eines Bildes der Probe unter Verwendung der Fehler-

werte.

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin eine Referenz-Abklingfunktion

eine monoexponentielle Abklingfunktion ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin eine Referenz-
Abklingfunktion eine multiexponentielle Abklingfunktion ist, insbesondere

eine biexponentielle Abklingfunktion.

4, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die
far die einzelnen Bildpunkte ermittelten Fehlerwerte direkt in ein Falsch-
farbenbild oder eine andere zweidimensionale oder dreidimensionale
Reprasentation des untersuchten Probenbereiches umgerechnet wer-

den.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, gekenn-

zeichnet durch folgende Schritte:
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ortsauflésende Erfassung der Fluoreszenzintensitat fur eine Viel-
zahl von Bildpunkten zur Ermittlung von den Bildpunkten zugeordneten
Fluoreszenzintensitatssignalen;

Gewichten der Fluoreszenzintensitatssignale mit dem zu dem
Bildpunkt gehérenden Fehlerwert zur Ermittiung von gewichteten Fluo-
reszenzintensitatssignalen; und

Erzeugen eines Bildes der Probe unter Verwendung der gewichte-

ten Fluoreszenzintensitatssignale.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, worin
beim Vergleichen der den Bildpunkten zugeordneten Abklingfunktionen
mit einer Referenz-Abklingfunktion fir jeden Bildpunkt der Wert des Feh-

lerquadrats x? bestimmt wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin ein
Bild der Probe unter Verwendung der Fehierwertes dadurch erzeugt
wird, dass die fur jeden Bildpunkt ermittelten Werte fir die Fluoreszenz-
intensitat mit dem Reziprokwert des ermittelten Fehlerwertes oder mit

einem hierzu proportionalen Wert multipliziert werden.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin das
Verfahren eine zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung (TCSPC) zur Er-

fassung der Abklingfunktion umfasst.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, worin zum
Erfassen von Fluoreszenzsignalen ein konfokales Mikroskopsystem

verwendet wird.

10. System zur Charakterisierung einer Probe mittels bildgebender

Fluoreszenzmikroskopie mit:
einer Einrichtung zur zeitauflésenden Erfassung der Fluoreszenz-

intensitdt nach Abschalten einer Anregungsstrahlung zur Ermittlung ei-
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ner das zeitliche Abklingen der Fluoreszenzintensitat reprasentierenden
Abklingfunktion far eine Vielzahl von Bildpunkten;

einer Einrichtung zum Vergleichen der den Bildpunkten zugeord-
neten Abklingfunktionen mit mindestens einer Referenz-Abklingfunktion
zur Ermittlung eines Fehlerwertes fur einen oder mehrere Bildpunkte,
wobei der einem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ein Mal3 fur eine
Abweichung der dem Bildpunkt zugeordneten Abklingfunktion von der
Referenz-Abklingfunktion ist; und

einer Einrichtung zum Erzeugen eines Bildes der Probe unter

Verwendung der Fehlerwerte.

11. System nach Anspruch 10, das zur Durchfiihrung des Verfahrens

nach einem der Anspriiche 1 bis 9 konfiguriert ist.

12. System nach Anspruch 10 oder 11, worin das System ein konfoka-

les Mikroskopsystem umfasst.

13. Computerprogrammprodukt, welches insbesondere auf einem
computerlesbaren Medium gespeichert oder als Signal verwirklicht ist,
wobei das Computerprogrammprodukt, wenn es in den Speicher eines
geeigneten Computers geladen und von einem Computer ausgefiihrt ist
bewirkt, dass der Computer ein Verfahren gemaf einem der Anspriiche
1 bis 9 durchfuhrt.
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