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(54) Title: METHOD FOR EVALUATING FLUORESCENCE RESULTS IN A MICROSCOPE IMAGE
(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUM AUSWERTEN VON FLUORESZENZEREIGNISSEN IN FINEM MIKROSKOPBILD

(57) Abstract: Research fields such as system biology depend on quanti-
tative data, which until now were possible to determine only with low ac-
curacy by means of fluorescence microscopy. The invention is to enable a
quantitative evaluation of microscopically recorded images having fewer
errors and is to be useable in connection with high-resolution methods, in
particular with high speed. A microscope image (2) is evaluated, in which
the intensity distributions of the fluorescence events in each case have a
diffraction-related expansion, which corresponds to an expansion of a dot
transmission function of the microscope (1), and are arranged spatially
without overlap or at least largely spatially without overlap, in that at
least one counter per region (R, R1, R2) of the microscope image (2),
which region is predetermined to be evaluated, is initialized, at least one
fluorescence event in a region (R, R1, R2) of the microscope image (2),
which region is to be evaluated, is identified, and the counter correspon-
ding to the respective region (R, R1, R2) is incrementally increased with
each fluorescence event identified in the region (R, R1, R2). By means of
counting, the signal-to-noise ratio can be drastically improved at high
evaluation speed.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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Erklirungen gemif} Regel 4.17: Veroffentlicht:
—  Erfindererkldrung (Regel 4.17 Ziffer iv) —  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
3)

Forschungsgebiete wie die Systembiologie sind auf quantitative Daten angewiesen, die mittels Fluoreszenzmikroskopie bisher nur
mit geringer Genauigkeit ermittelt werden koénnen. Die Erfindung soll eine quantitative Auswertung von mikroskopisch aufge-
nommenen Bildern mit geringerem Fehler erméglichen und in Verbindung mit hochauflésenden Vertahren anwendbar sein, insbe-
sondere mit hoher Geschwindigkeit. Es wird ein Mikroskopbild (2) ausgewertet, bei dem die Intensitétsverteilungen der Fluores-
zenzereignisse eine jeweilige beugungsbedingte Ausdehnung aufweisen, die einer Ausdehnung einer Punktiibertragungstunktion
des Mikroskops (1) entspricht, und rdumlich {iberlappungstrei oder zumindest iiberwiegend rdumlich {iberlappungstiei angeordnet
sind, indem mindestens ein Zahler pro als auszuwertend vorgegebener Region (R, R1, R2) des Mikroskopbildes (2) initialisiett,
mindestens ein Fluoreszenzereignis in einer auszuwertenden Region (R, R1, R2) des Mikroskopbildes (2) identifiziert und der mit
der betreffenden Region (R, R1, R2) korrespondierenden Zihlers fiir jedes in der Region (R, R1, R2) identifizierte Fluoreszenzer-
eignis hochgezahlt wird. Durch das Zéhlen ergibt sich eine dramatische Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses bei ho-
her Auswertungsgeschwindigkeit.
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VERFAHREN ZUM AUSWERTEN VON FLUORESZENZEREIGNISSEN IN EINEM MIKROSKOPBILD

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Auswerten eines mehrere Bildelemente
umfassenden Mikroskopbildes, das Intensitatsverteilungen von
Fluoreszenzereignissen einer mit einer oder mehreren Sorten von Fluorophoren

markierten Probe aufweist, und Mikroskope zur Durchflihrung solcher Verfahren.

Forschungsgebiete wie die Systembiologie, die mit quantitativen Modellen
biologische Systeme beschreiben will, sind auf quantitative Daten angewiesen.
Solche Daten konnen mittels der Fluoreszenzmikroskopie bisher nur mit geringer
Genauigkeit ermittelt werden, beispielsweise mittels eines ,Flying-Spot“-Mikroskops
(Pawley: ,Biological Confocal Microscopy*, Springer Verlag, 3. Auflage 2006, S. 6)
oder durch Kalziumbildgebung (engl. ,Calcium Imaging*) (Pawley, S. 529), weil eine
groRe Anzahl von Fehler- und Rauschquellen zu Intensitatsfluktuationen fahrt.
Fehlerquellen sind beispielsweise die groe Varianz der Poissonverteilung fur
Fluoreszenzereignisse, die Unsicherheit der GrofRe des mikroskopischen
Detektionsvolumens, Detektorrauschen, photophysikalische Eigenschaften wie
Quanteneffizienz, Anregungs- und Effizienzspektren und Bleichverhalten der
Fluorophore. Weitere Unsicherheiten sind Unterschiede zwischen verschiedenen
Fluorophorsorten, Beleuchtungsinhomogenitaten und Hintergrund- und
Autofluoreszenz der Probe. Diese Fehler sind umso groRer (oder fallen mehr ins
Gewicht), je kleiner die untersuchten Volumina und damit die Anzahl der
untersuchten der Molekule sind und je groRer das raumliche Auflésungsvermogen

des Mikroskops ist.

Ein hohes Aufldsungsvermogen des verwendeten Mikroskops ist jedoch fur eine
hohe rédumliche Genauigkeit erforderlich. Das Auflésungsvermogen hangt von der
sogenannten Punktibertragungsfunktion (engl. ,Point Spread Function®; PSF) des
Mikroskopobijektivs ab, die aufgrund der Beugung des von der Probe aufgenommen
Lichts im Mikroskopobjektiv stets eine endliche Breite (rdumlich: ein endliches
Volumen) aufweist, so dass eine punktférmige Lichtquelle wie ein fluoreszierendes
Molekdl optisch auf eine endliche Flache abbildet. Das Auflosungsvermogen eines
Mikroskops ist daher grundsatzlich begrenzt (Abbe 1873). Im Stand der Technik sind

jedoch mehrere Ansétze bekannt, um Bilder zu erzeugen, die héher aufgeldst sind,
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als diese grundsétzliche Grenze es zulésst (nachfolgend als ,Hochauflosung®

bezeichnet).

Beispielsweise kann durch eine strukturierte Beleuchtung der Probe in mehreren
unterschiedlichen Phasenlagen (engl. ,structured illumination microscopy*; SIM) das
maximale Aufldsungsvermogen lateral und axial etwa um einen Faktor zwei, in
Verbindung mit nichtlinearer Anregung (engl. ,saturated pattern excitation
microscopy“; SPEM) sogar noch héher, verbessert werden. Zu diesem Zweck muss
aus den zu den Phasenlagen sukzessiv aufgenommenen Einzelbildern ein
Ergebnisbild mit entsprechend héherer Aufldsung rechnerisch rekonstruiert werden.
Die SIM ist beispielsweise in US 5,671,085, die SPEM beispielsweise in

US 6,909,105 offenbart.

Aus WO 2006/127692 A2 ist zur Erhéhung des Aufldsungsvermogens die
Verwendung photoschaltbarer Fluoreszenzfarbstoffe bekannt (engl. ,Photo-activated
Localization Microscopy”; PALM, auch PAL-M). Durch Licht sehr geringer Intensitat
bei einer Aktivierungswellenlange wird eine duflerst geringe Anzahl zuféllig verteilter
Fluoreszenzfarbstoffmolekile (Fluorophore) in einen anregbaren Zustand
transformiert (aktiviert) und anschliefend auf bekannte Weise durch Licht einer
Anregungswellenlange zur Fluoreszenz angeregt. Die Ubrigen, nichtaktivierten
Fluorophore lassen sich durch die Anregungswellenlange nicht zur Fluoreszenz
anregen. Aufgrund der zufélligen Verteilung liegen die aktivierten und angeregten
Fluorophore in der Regel raumlich soweit auseinander, dass die aus den
Fluoreszenzereignissen entstehenden, beugungsbegrenzt verbreiterten
Intensitatsverteilungen der Punktquellenabbilder einander nicht Uberlappen. Das gilt
insbesondere auch fir eine Projektion auf ein zweidimensionales Bild, in dem sich
die Intensitatsverteilungen aufgrund der Beugungsverbreiterung zwangslaufig tber
mehrere Bildelemente (engl. ,picture elements”; Pixel) erstrecken. In der PAL-
Mikroskopie wird eine Vielzahl von Einzelbildern mit einer jeweils geringen Anzahl
von in der Regel nichtiberlappenden Fluoreszenzereignissen aufgenommen. Die
Aktivierung einer kleinen Gruppe von Fluorophoren wird dabei erst wiederholt, wenn
die zuletzt aktivierten Fluorophore ausgebleicht sind. Die Urspringe der einzelnen

Fluoreszenzereignisse werden in den Einzelbildern anhand der
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beugungsverbreiterten Intensitatsverteilungen mittels einer Ausgleichsrechnung mit

Subpixelauflésung lokalisiert und in ein hochauflésendes Ergebnisbild eingetragen.

Es sind weitere Varianten der individuellen Fluorophorenlokalisierung bekannt, die
sich in der Vorgehensweise zur Vereinzelung unterscheiden. In der sogenannten
STOR-Mikroskopie (engl. ,Stochastic Optical Reconstruction Microscopy®; STORM)
werden die Fluorophore beispielsweise mittels einer zweiten Lichtquelle in ihren
Ausgangszustand zurickgeschaltet (deaktiviert), sobald genligend Photonen in ein
Einzelbild aufgenommen wurden. Daneben gibt es noch die Verfahren PALMIRA
(,PALM with independently running acquisition*), FPALM (,Fluorescence PALM®),
dSTORM (, direct STORM") und GSDIM (,Ground State Depletion and Individual

Molecule return®).

Die meisten bekannten hochauflésenden Verfahren weisen den Nachteil auf, dass
die Ermittlung eines hochaufgeldsten Ergebnisbildes aus der Folge von sukzessiv
aufgenommenen, normalaufgeldsten Einzelbildern extrem rechen- und damit
zeitaufwendig ist. Zudem erfolgt die Auswertung der erzeugten Ergebnisbilder in der
Regel visuell durch einen menschlichen Betrachter. Durch subjektive Einflisse kann
es dabei zu einer breiten Streuung bei der Ermittlung physikalischer, biologischer

oder chemischer Grofen kommen.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Verfahren und Anordnungen der eingangs
genannten Art anzugeben, die eine quantitative Auswertung von mikroskopisch
aufgenommenen Bildern mit geringerem Fehler ermdglichen. Dabei soll die

quantitative Auswertung insbesondere mit hoher Geschwindigkeit moglich sein.
Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren, welches die in Anspruch 1
angegebenen Merkmale aufweist, und durch ein Mikroskop, welches die in
Anspruch 14 angegebenen Merkmale aufweist.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspriichen angegeben.

Die Erfindung ist insbesondere, aber nicht ausschlieBlich, fur den Einsatz mit
hochauflésenden Bildgebungsverfahren ausgelegt.
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Erfindungsgemal ist flr ein Verfahren zum Auswerten eines Mikroskopbildes, das
Intensitatsverteilungen von Fluoreszenzereignissen einer Probe enthalt ,
vorgesehen, dass ein Mikroskopbild ausgewertet wird, bei dem die
Intensitatsverteilungen der Fluoreszenzereignisse eine jeweilige beugungsbedingte
Ausdehnung aufweisen, die einer Ausdehnung einer Punktubertragungsfunktion des
Mikroskops entspricht, und raumlich Gberlappungsfrei oder zumindest iberwiegend
raumlich Gberlappungsfrei angeordnet sind, indem folgende Schritte ausgefuhrt
werden:

a) Initialisieren mindestens eines Zahlers pro als auszuwertend vorgegebener Region
des Mikroskopbildes,

b) Identifizieren mindestens eines Fluoreszenzereignisses in einer auszuwertenden
Region des Mikroskopbildes,

c¢) Hochzéhlen des mit der betreffenden Region korrespondierenden Zahlers fir

jedes in der Region identifizierte Fluoreszenzereignis.

Der Kern der Erfindung ist das ortsaufgeloste Zahlen einzelner, im auszuwertenden
Bild nicht Uberlappender Fluoreszenzereignisse anstelle der zeitaufwendigen
Verrechnung von Fluoreszenzintensitaten zu einem hochauflésenden Ergebnisbild,
wodurch sie sich von PALM unterscheidet. Dies kann als Digitalisierung des
Mikroskopbildes mit einer durch die Grofle der Region(en) definierten rdumlichen
Aufldsung angesehen werden, wobei im Vergleich zu PALM eine signifikant
geringere Anzahl von Fluoreszenzereignissen notwendig ist. Diese Operation kann
mit hoher Geschwindigkeit durchgefiihrt werden. So kann auf eine
Ausgleichsrechnung zur subpixelgenauen Lokalisation verzichtet werden, wenn die
auszuwertenden Regionen mit einer Genauigkeit von maximal einem einzelnen Pixel
definiert sind. Flr Regionen, die mit einer hdheren Genauigkeit definiert und
insbesondere kleiner als ein Pixel sind, ist zwar eine subpixelgenaue Lokalisation
erforderlich, nicht aber die aufwendige Verrechnung zu einem Ergebnisbild. Es
handelt sich vielmehr lediglich um eine Digitalisierung mit einer Werteauflosung von
nur einem Bit — die rdumliche Auflésung entspricht auch in diesem Fall der Groe der
auszuwertenden Region(en) mit anschlieRender Zahlung. Als Ergebnis steht der
mindestens eine Zahler pro Region als Skalar mit hoher Genauigkeit fur die Anzahl

der Fluorophore beziehungsweise der damit markierten Probenmolekdile.
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Die Regionen kdnnen beispielsweise in Form geometrischer Beschreibungen,
beispielsweise in Koordinaten der Pixel des auszuwertenden Bildes, vorgegeben
werden und kénnen interessanten Gebieten (engl. ,Regions of Interest”; ROI) der
Probe entsprechen. Insbesondere konnen Sie aus einem oder mehreren
zusammenhangenden Pixeln eines Bildes der Probe bestehen. Die Vorgabe erfolgt
beispielsweise unter Angabe der Koordinaten der in einer betreffenden Region
enthaltenen Pixel (Pixelliste) oder der Koordinaten der eine betreffende Region
umgebenden Pixel (Grenzpixel). Die Auswahl der Regionen durch den Benutzer
kann insbesondere in einem hochauflésenden Ergebnisbild erfolgen (das
beispielsweise zuvor aus den Einzelbildern errechnet und angezeigt wird), woraus
sich in der Regel Regionsgrenzen ergeben, die mit hoherer Genauigkeit als ein Pixel

der Einzelbilder definiert sind.

Durch die erfindungsgemafie Einfiihrung des (digitalen) Zahlens von
Fluoreszenzereignissen oder Moleklilen ergibt sich eine dramatische Verbesserung
des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses. Das fir diese Technik eingesetzte binare Mal}
(Fluoreszenzereignis/Molekul vorhanden oder nicht) macht das neu entstehende
,Bild“ deutlich robuster gegen Intensitatsfluktuationen, deren Ursachen vielfaltig sein
kénnen (Varianz der Poissonverteilung, Unsicherheit der GroRe des
Detektionsvolumens, Detektorrauschen, photophysikalische
Fluorophoreigenschaften, Variationen zwischen verschiedenen Fluorophorsorten,
Beleuchtungsinhomogenitaten, Hintergrund- und Autofluoreszenz der Probe). Das

(digitale) Zahlen trennt scharf die Intensitats- von der Konzentrationsinformation.

Die Information (iber die Konzentrationsverteilung (ableitbar aus der Anzahl der
Fluoroszenzereignisse/Fluorophore/Molekiile) ist dadurch weitgehend unabhéngig
von der zwischen verschiedenen Fluorophorsorten bestehenden Variabilitat der
Fluoreszenz und deren Sensitivitat auf lokale chemische Umgebung. Einziges
Kriterium ist beispielsweise das Erreichen einer emittierten Photonenzahl, die das
Erreichen einer (zu bestimmenden) Schwelle und damit Registrierung als

Fluoreszenzereignis und/oder Molekil erlaubt.
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Uberstreicht die Konzentrationsverteilung eines Fluorophors viele GréfRenordnungen
ist es aufgrund des beschrankten Dynamikbereichs realer Photodetektoren
schwierig, sehr dunkle Strukturen gleichzeitig mit sehr hellen abzubilden. Durch das
hier beschriebene Verfahren werden die Molekiile nacheinander abgebildet und
gezahlt. Der Dynamikbereich der Konzentrationsverteilung ist damit unabhangig vom
Dynamikbereich des Detektionssystems, der dadurch extrem empfindlich far die
Detektion von Einzelmolekilen gewahlt werden kann. So haben typischerweise
EMCCD-Kameras bei voller Verstarkung einen Dynamikbereich von weniger als
1000. Die erfindungsgemaf gewonnenen Zahler haben bei gleichem
Dynamikbereich des Detektionssystems einen signifikant héheren Dynamikbereich.
Damit ergibt sich auch eine Erhéhung der Empfindlichkeit der Methode gegenuber
integrierenden Fluoreszenzintensitdtsmessungen. Sogar gegentiber PALM
erméglicht die Erfindung eine hohere Dynamik in Teilen der Probe, in denen die
Fluorophordichte sehr hoch ist. In hochauflésenden PALM-Ergebnisbildern kdnnen
derartig hohe Dichten nicht aufgelost werden, so dass eine quantitative Auswertung

ausgeschlossen ist.

Erfindungsgeman wird der mindestens eine Zahler als Anzahl oder Konzentration
von Molekulen, Fluorophoren oder Ereignissen der betreffenden Region ausgegeben
oder anhand von mindestens zwei Zahlern ein Falschfarbenbild ausgegeben. Bei
mehreren Regionen entsteht ein Bild, das die lokale Anzahl oder Konzentration von
Molekulen, Fluorophoren oder Ereignissen in der Probe quantitativ beschreibt. Die
Werte der erfindungsgemafen Zahler konnen beispielweise zur Beschreibung
quantitativer Modelle in biologische Systemen verwendet werden, insbesondere in
der Systembiologie, oder in allen anderen Anwendungen, in denen quantitative
Daten mikroskopisch ermittelt werden miissen. Die hohe Dynamik des
erfindungsgeméBen Verfahrens kann auch zur Bildgebung verwendet werden, indem
die lokal ermittelten Anzahlen oder Konzentrationen mit vorzugebender Pixelgréf3e in
ein Falschfarbenbild konvertiert werden. Ein solches Falschfarbenbild kann
theoretisch einen beliebig groRen Dynamikbereich erfassen, der nur noch von der

Probe und nicht mehr vom Detektionssystem limitiert wird.

Die Erfindung setzt flr das auszuwertende Mikroskopbild voraus, dass die

Fluoreszenz lediglich einer stochastischen, ausreichend kleinen Untermenge aller in



-7-
WO 2010/149319 PCT/EP2010/003705

der Probe enthaltenen Fluorophore einer Sorte transformiert wird. Das gelingt
beispielsweise, wenn die Probe mit mindestens einer Sorte von transformierbaren
Fluorophoren markiert ist, indem vor Schritt b), insbesondere vor Schritt a), das
Mikroskopbild mittels eines Mikroskops aufgenommen wird, indem zunachst eine
Untermenge der transformierbaren Fluorophore derart in einen anregbaren Zustand
transformiert (beispielsweise mit Licht einer Aktivierungswellenlange bestrahlt) wird,
dass die transformierten, anregbaren Fluorophore eine geringere Dichte aufweisen
als ein Kehrwert eines beugungsbedingt unaufldésbaren Volumens angibt (mit
anderen Worten, dass zwischen den transformierten, anregbaren Fluorophoren
Abstande resultieren, die uberwiegend grof3er als eine Ausdehnung einer
Punktibertragungsfunktion des Mikroskops sind) und anschlieRend mittels einer
Lichtquelle die Probe zumindest teilweise mit Anregungslicht bestrahlt wird, wobei
von der Probe emittierte Fluoreszenzstrahlung mittels eines Mikroskopobijektivs und
mittels eines Lichtempfangers beugungsverbreitert abgebildet wird. Das
Transformieren kann chemisch oder optisch erfolgen. Das optische Schaltverfahren
wird beispielsweise in der PAL-Mikroskopie verwendet. Nach der Aufnahme des
Mikroskopbilds (oder weiterer Mikroskopbilder) kénnen die aktivierten Fluorophore
deaktiviert (also in einen nicht anregbaren Zustand transformiert) werden,
beispielsweise durch Bleichen. In einem weiteren Aufnahmezyklus kann dann erneut
eine (stochastische) Untermenge der transformierbaren Fluorophore mit einer

ausreichend geringen Dichte aktiviert und angeregt werden.

Vorteilhafterweise kann zusatzlich eine korrelationsspektroskopische Messung
und/oder eine Resonanzenergietransfermessung nach Forster (engl. ,Forster
Resonant Energy Transfer”; FRET) an der Probe durchgefuhrt werden. Die Schritte
b) und c) kénnen auch mit weiteren fluoreszenzspektroskopischen Methoden
kombiniert werden, die zur Messung von Einzelmolekuleigenschaften geeignet sind.
In Kombination mit Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl. ,Fluorescence
Correlation Spectroscopy”; FCS) oder Rasterbildkorrelationsspektroskopie (engl.
.Raster Image Correlation Spectroscopy”; RICS) lassen sich lber die
Diffusionskonstanten unterschiedliche Systeme (beispielsweise Proteine), an denen
die Fluorophore gebunden sind, identifizieren oder die Bindung verifizieren. Bei
Anpassen der Parameter fur Transformation, Anregung und Detektion (Reduzieren

der Leistung bei Transformation und/oder Anregung; Erhéhung des Schwellwert "An-
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Zeit" bei Detektion) kann in Kombination mit FCS/RICS zwischen gebundenen und
frei in der Zelle diffundierenden Objekten unterschieden werden und die jeweilige
Konzentration kann bestimmt werden. Damit konnen lokale Bindungsgleichgewichte

ermittelt werden.

Vorzugsweise wird in Fallen, in denen die Fluoreszenzereignisse von
unterschiedlichen Fluorophorsorten stammen, pro auszuwertender Region in Schritt
a) fir jede als auszuwertend vorgegebene Fluorophorsorte ein jeweiliger Zahler
initialisiert und in Schritt b) zusatzlich identifiziert, dass das Fluoreszenzereignis einer
auszuwertenden Fluorophorsorte entspricht, und in Schritt ¢) der mit der betreffenden
Region und der betreffenden Fluorophorsorte korrespondierende Zahler hochgezahit.
Dies ermdglicht den direkten Vergleich der Anzahlen und/oder Konzentrationen

unterschiedlicher Fluorophore.

In bevorzugten Ausgestaltungen werden (flr mindestens zwei auszuwertende
Regionen und/oder fiur mindestens zwei auszuwertende Fluorophorsorten) |
mindestens zwei Zahler verwendet und ein Quotient zwischen den Zahlern gebildet
und als stéchiometrische Beziehung (zwischen zwei verschiedenen Regionen fur
dieselbe Fluorophorsorte oder zwischen zwei verschiedenen Fluorophorsorten in
derselben Probenregion oder zwischen zwei verschiedenen Fluorophorsorten in zwei
verschiedenen Probenregionen) ausgegeben. Insbesondere in Verbindung mit einer
manuellen Auswahl von Regionen in einem hochauflésenden Ergebnisbild vorab, sei
es mittels PALM, SIM/SPEM oder anderen Hochauflésungsverfahren, ermoglicht
dies stdchiometrische Messungen wie beispielsweise die Analyse der
Zusammensetzung von Proteinkomplexen. Durch die bei PALM auftretenden
geringen Anzahlen von Molekulen macht sich die Verbesserung des Signal-zu-
Rausch-Verhaltnisses vorteilhaft bemerkbar. Insbesondere bei lokalen
stochiometrischen Messungen mit mehreren Spezies wird die quantitative
Bestimmung relativer und absoluter Konzentrationen mittels Fluoreszenz-
Intensitadtsmessungen durch die fir die verschiedenen Wellenlangen
unterschiedlichen und meist nicht genau bekannten Transferfunktionen des
optischen Systems (Filtereffizienzen, chromatische Effekte usw.) erschwert. Das

erfindungsgemafe Verfahren umgeht diese Problematik wiederum durch den



-9-
WO 2010/149319 PCT/EP2010/003705

Diskriminierungsvorgang des Zahlens. Die auszuwertenden Regionen kbnnen

beispielsweise als Stoxel oder Stoixel bezeichnet werden (Stochiometrie-Elemente).

Generell kdnnen vorteilhafterweise (z. B. bei fur beide Zahler identischer
Fluorophorsorte) ein erster Zahler fiir eine erste Region und ein zweiter Zahler fur
eine zweite, von der ersten verschiedene Region verwendet wird oder (z. B. bei fur
beide Zahler identischer Region) ein erster Zahler fir eine erste Fluorophorsorte und
ein zweiter Zahler fur eine zweite, von der ersten verschiedene Fluorophorsorte
verwendet werden. Dies ermoglicht den quantitativen Vergleich zweier Regionen

oder Fluorophorsorten mit hoher Genauigkeit.

In Kombination mit FRET konnen Uber die Beobachtung der FRET-Kanéle zuséatzlich
zur Stochiometrie zweier oder mehrerer Spezies (markiert durch unterschiedliche
Fluorophorsorten) auch einzelne chemische Bindungsereignisse zwischen diesen

Spezies beobachtet, gezahlt und mit hoher Genauigkeit lokalisiert werden.

In einer vorteilhaften Ausfiihrungsform wird zum Transformieren in den anregbaren
Zustand ein Laser-Scanning-Mikroskop verwendet. Dadurch kann lokal,
beispielsweise ROI-selektiv, aktiviert, also in den anregbaren Zustand transformiert
werden und Uber die ermittelte Zahlrate in Art einer Rickkopplung fortgefahren
werden bis anhand der Riickkopplung ein stabiles stéchiometrisches Ergebnis

ermittelt wird.

Vorzugsweise werden zur Auswertung einer zeitlichen Reihe von Mikroskopbildern,
die Intensitatsverteilungen von Fluoreszenzereignissen der Probe enthalten, wobei
die Intensitatsverteilungen beugungsbedingt eine jeweilige Ausdehnung aufweisen,
die einer Ausdehnung einer Punktibertragungsfunktion des Mikroskops entspricht,
und jeweils innerhalb der Mikroskopbilder tiberwiegend oder zumindest Uberwiegend
Uberlappungsfrei angeordnet sind, die Schritte b) und c) fur jedes Mikroskopbild
wiederholt. Dabei wird die Emission eines Fluorophors, das uber mehrere
aufeinanderfolgende Mikroskopbilder hinweg an derselben Stelle strahlt, entweder
anhand des erstmaligen Auftretens der Strahlung an der betreffenden Stelle, mithin
an der positiven Flanke des Fluoreszenzintensitatssignals, oder nach dem Ende der
Strahlung an der betreffenden Stelle, mithin an der negativen Flanke des
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Fluoreszenzintensitatssignals, als ein einzelnes Fluoreszenzereignis identifiziert. Das
Hochzahlen erfolgt also nur in dem einen Mikroskopbild, in dem die Identifikation
erfolgt (entweder an der positiven Fluoreszenzflanke oder an der negativen). Durch
die Auswertung mehrerer aufeinanderfolgender Mikroskopbilder wird die untersuchte
Stichprobe grofer, so dass die Genauigkeit der quantitativen Auswertung verbessert

wird.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens kann jeweils nach Auswertung
einer vorgegebenen Anzahl von Mikroskopbildern ein Stand eines Zahlers
protokolliert und der Zahler initialisiert werden. Das gilt insbesondere fur alle Zahler.
Eine solche Ausgestaltung ermdglicht die zeitaufgeldste quantitative Auswertung mit
hoher Genauigkeit. So kann die zeitliche Veranderung lokaler

Konzentrationsverhaltnisse ortsaufgeltst gemessen und dargestellt werden.

Fir eine raumlich hochauflésende quantitative Auswertung (auszuwertende Region
kleiner als ein Bildelement des Mikroskopbildes oder Grenzen einer auszuwertenden
Region nicht ausschliellich an Randern von Bildelementen) kann fur Schritt b) ein
Ort eines Schwerpunkts einer Intensitatsverteilung eines Fluoreszenzereignisses
mittels einer Ausgleichsrechnung mit sub-beugungsbegrenzter Genauigkeit ermittelt
werden. Bei normaler oder grober raumlicher Auflésung (auszuwertende Region
entspricht einem oder mehreren zusammenhangenden Bildelementen des
Mikroskopbilds) gelingt die Identifikation in Schritt b) mit hoher Geschwindigkeit,
indem flr mindestens ein Bildelement lediglich identifiziert wird, dass ein
vorgegebener Intensitatsschwellwert Uberschritten ist. Als Ort des
Fluoreszenzereignisses wird dann beispielsweise der Mittelpunkt oder eine Ecke des

betreffenden Bildelementes verwendet.

Bei Verwendung reversibel schaltender Fluorophore ist die Stdchiometrie limitiert, da
im Grenzfall nicht eindeutig entschieden werden kann, ob dasselbe Molekul nach
Aus- und Einschalten erneut gezahit wird oder ob es sich um ein anderes Molekul in
unmittelbarer Nahe handelt. Konvertierbare Fluorophore schalten in der Regel
zwischen Fluoreszenzzustanden mit unterschiedlichen Emissionswellenlangen.
Vorzugsweise wird im Falle einer umschaltbar zweifarbig fluoreszierenden

Fluorophorsorte in Schritt c) das Hochzahlen nur dann durchgefiihrt, wenn in einer



-11 -
WO 2010/149319 PCT/EP2010/003705

zeitlichen Reihe von Mikroskopbildern an demselben Ort in aufeinanderfolgenden
Mikroskopbildern abwechselnd beide Fluoreszenzfarben identifiziert werden. Durch
simultane Detektion beider Wellenldngen und erfindungsgeméfer Identifikation mit
Zahlung wie oben lassen sich reversibel schaltende von final bleichenden
Fluorophoren unterscheiden: wenn der An/Aus-Vorgang in beiden Kanélen korreliert,
handelt es sich um dasselbe Molekiil. Alternativ oder zusétzlich kdnnen verschiedene
Exemplare einer reversibel schaltenden Fluorophorsorte anhand einer vorgegebenen

minimalen Ortsabweichung identifiziert werden.

Bei der Stochiometrie mit mehreren Spezies ergibt sich eine weitere Schwierigkeit
durch ein moglicherweise anderes, reversibles Schaltverhalten der unterschiedlichen
Fluorophore. Dies kann durch gezieltes Ausschalten der Reversibilitat mittels
Bleichen oder auf chemischen Weg erfolgen (Heilemann et al., Angew. Chem. Int.
Ed. 2008, 47, 6172, und dort zitierte Referenzen). Das gilt selbstverstandlich auch fur

Proben mit nur einer Fluorophorsorte.

Die Erfindung umfasst auch eine Steuereinheit und ein Computerprogramm, die zur
Durchfiihrung eines erfindungsgemafien Verfahrens eingerichtet sind, sowie ein
Mikroskop, insbesondere ein Laser-Scanning-Mikroskop, mit einem
Beleuchtungsstrahlengang mit einer Lichtquelle zur Anregung mindestens einer Art
von Fluoreszenzfarbstoffen in einer Probe, einem Detektionsstrahlengang mit einem
Mikroskopobjektiv und einem diesem nachgeordneten Lichtempfanger und mit einer
vorgenannten Steuereinheit, die mit der Lichtquelle und dem Lichtempfanger
verbunden ist. Vorzugsweise weist das Mikroskop eine Lichtquelle zum
Photoschalten eines Fluoreszenzfarbstoffs auf, die ebenfalls mit der Steuereinheit
verbunden ist.

Insbesondere umfasst die Erfindung eine Steuereinheit und ein Computerprogramm
mit einem Softwaremodul zum Initialisieren mindestens eines Zahlers pro als
auszuwertend vorgegebener Region des Mikroskopbildes, einem Softwaremodul
zum ldentifizieren mindestens eines Fluoreszenzereignisses in einer
auszuwertenden Region des Mikroskopbildes und einem Softwaremodul zum
Hochzéhlen des mit der betreffenden Region korrespondierenden Zahlers fur jedes

in der Region identifizierte Fluoreszenzereignis.
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Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausfihrungsbeispielen naher erlautert.
In den Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 schematisch ein Mikroskop zur Aufnahme und quantitativen Auswertung von
Mikroskopbildern, |

Fig. 2 ein Flussdiagramm eines Verfahrens zur quantitativen Auswertung von

Mikroskopbildern, insbesondere mit Aufnahme solcher Bilder,

Fig. 3 beispielhafte Ergebnisse einer quantitativen Auswertung fur mehrere

Probenregionen in schematischer Darstellung,

Fig. 4 beispielhafte Ergebnisse einer quantitativen Auswertung far nur eine

Probenregion in schematischer Darstellung und

Fig. 5 eine schematische Darstellung einer quantitativen Auswertung mit zeitlicher

Auflésung.

In allen Zeichnungen tragen (ibereinstimmende Teile gleiche Bezugszeichen.

In Fig. 1 ist ein Mikroskop 1, dessen Steuereinheit 34 zur Durchfihrung des
erfindungsgemanen Verfahrens eingerichtet ist, schematisch dargestellt. Das
Mikroskop 1 ist neben einer Lichtquelle 11 und einer Kamera 12 jeweils zur
Weitfeldbeleuchtung und -aufnahme zweidimensionaler Bilder auch als Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM) ausgerustet. Das LSM ist modular aus einem
Beleuchtungsmodul L mit Lasern 23, einem Abtastmodul S (engl. ,scanning
module”), einem Detektionsmodul D und der Mikroskopeinheit M mit dem
Mikroskopobijektiv 31 zusammengesetzt. Das Licht der Laser 23 kann durch
Lichtklappen 24 und Abschwécher 25 von der Steuereinheit 34 beeinflusst werden,
bevor es Uber Lichtleitfasern und Koppeloptiken 20 in die Abtasteinheit S eingespeist
und vereinigt wird. Uber den Hauptstrahlteiler 33 und die X-Y-Abtasteinheit 30 (eng!.
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.scanner”), die zwei Galvanometerspiegel aufweist (nicht dargestellt), gelangt es
durch das Mikroskopobjektiv 21 zur Probe 22, wo es ein Fokusvolumen (nicht
abgebildet) beleuchtet. Von der Probe reflektiertes Licht oder emittiertes
Fluoreszenzlicht gelangt durch das Mikroskopobjektiv 21 zur Kamera 12 oder Gber
die Abtasteinheit 30 durch den Hauptstrahlteiler 30 in das Detektionsmodul D. Der
Hauptstrahiteiler 30 kann beispielsweise als dichroitischer Farbteiler ausgebildet
sein. Das Detektionsmodul D weist mehrere Detektionskanale mit jeweils einer
Lochblende 31, einem Filter 28 und einem Photovervielfacher 32 auf, die durch
Farbteiler 29 separiert sind. Anstelle von Lochblenden 31 kdnnen, beispielsweise bei
linienférmiger Beleuchtung, auch Schlitzblenden (nicht abgebildet) verwendet
werden. Die konfokalen Lochblenden 31 dienen der Diskriminierung von Probenlicht,
das nicht aus dem Fokusvolumen stammt. Die Photovervielfacher 32 detektieren
daher ausschlieBlich Licht aus dem Fokusvolumen. Das konfokal beleuchtete und
aufgenommene Fokusvolumen der Probe 22 kann mittels der Abtasteinheit 30 Uber
die Probe 22 bewegt werden, um pixelweise ein Bild aufzunehmen, indem die
Galvanometerspiegel der Abtasteinheit 30 gezielt verdreht werden. Sowohl die
Bewegung der Galvanometerspiegel als auch das Schalten der Beleuchtung mittels
der Lichtklappen 24 oder der Abschwacher 25 werden unmittelbar von der
Steuereinheit 34 gesteuert. Die Datenaufnahme von den Photovervielfachern 32
erfolgt ebenfalls Gber die Peripherieschnittstelle 4. Die Bildaufnahme mittels
Lichtquelle 11 und Kamera 12 ist unabhangig von der Einstellung der

Abtasteinheit 30. Die Lichtquelle 11 kann aus zwei von der Steuereinheit 34
schaltbaren Teillichtquellen bestehen, eine erste Teillichtquelle zur Aktivierung
(Transformation in einen anregbaren Zustand) von Fluorophoren mit einer
Aktivierungswellenlange und zweite Teillichtquelle zur Anregung dieser Fluorophoren

zur Fluoreszenz.

Zur Realisierung der Erfindung (Auswertung von existierenden Mikroskopbildern) ist
nur eine Auswerteeinheit zwingend notwendig, beispielsweise in Form der
abgebildeten Steuereinheit 34. Sofern die Mikroskopbilder zuvor auch aufzunehmen
sind, ist zudem die Mikroskopeinheit M mit der Lichtquelle 11 (oder mehreren
Lichtquellen) und der Kamera 12 sowie eine Steuereinheit 34 notwendig. Die LSM-
Komponenten L, S und D sind nicht notwendig, kénnen aber beispielsweise flur eine
Aktivierung und Anregung in einzelnen Probenbereichen wie den Regionen R1, R2
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vorteilhaft sein. Entsprechend kann die Steuereinheit 34 vereinfacht aufgebaut sein,
beispielsweise ohne Schnittstellen fur solche Komponenten. Beispielsweise kann die
Auswerteeinheit/Steuereinheit 34 ein handelsublicher elektronischer Rechner (engl.

.computer®) sein.

Fig. 2 zeigt ein Flussdiagramm eines beispielhaften, von der Steuereinheit 34
ausgeflihrten erfindungsgemafen Verfahrens, bei dem die quantitative Auswertung
eines oder mehrerer Mikroskopbilder unmittelbar nach der Aufnahme erfolgt.
Vorausgesetzt wird, dass eine auszuwertende Probe 22, die mit beispielsweise
genau einer Fluorophorsorte markiert ist, unter dem Objektiv 21 angeordnet ist, und
dass beispielsweise zwei Regionen R1, R2 (siehe Fig. 3) der Probe 22 als
auszuwertend vorgegeben sind. In anderen Ausflihrungsformen kdnnen mehr als
eine Fluorophorsorte und nur eine oder drei oder mehr Regionen ausgewertet
werden. Die hier rein beispielhaft kreisscheibenférmigen Regionen R1, R2 kdnnen
beispielsweise in Form ihres jeweiligen Mittelpunkts und ihres Radius vorgegeben
werden. Zunachst wird in Schritt S1 ein jeweiliger Zahler pro auszuwertende

Region R1, R2, insgesamt also zwei Zahler, mit Null initialisiert.

Zur Aufnahme eines Mikroskopbildes mit ausreichend geringer Dichte von
Fluoreszenzereignissen wird in Schritt S2 zunachst eine nur geringe Zahl von
Fluorophoren mittels der Lichtquelle 11 oder, ortsabhangig, mittels eines der

Laser 23 durch einen schwachen Lichtblitz mit einer Aktivierungswellenlange in ihren
anregbaren Zustand transformiert. Die Auswahl der Untermenge der tatsachlich
aktivierten Fluorophore aus der Gesamtmenge aller im jeweiligen Beleuchtungsfeld
liegenden Fluorophore geschieht dabei rein stochastisch. Die Dichte der aktivierten
Fluorophore ist dabei ,ausreichend gering®, wenn sie kleiner ist als ein Kehrwert
eines beugungsbedingt von dem Objektiv 21 unauflésbaren Volumens. In der Folge
haben die aktivierten Fluorophore voneinander Abstande, die Uberwiegend grofRer
als eine Ausdehnung der PSF des Mikroskopobjektivs sind. Mittels einer von der
Aktivierungswellenlange verschiedenen Anregungswellenldnge werden die derart
transformierten Fluorophore anschlielRend angeregt. Dies kann wiederum mit der

Lichtquelle 11 oder, ortsabhangig, mit einem der Laser 23 erfolgen.
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Die daraufhin von den angeregten Fluorophoren emittierte Fluoreszenzstrahlung wird
in Schritt S3 mittels der Kamera 12 in ein zweidimensionales Mikroskopbild
aufgenommen, das vorzugsweise vor der quantitativen Auswertung gespeichert wird.
Aufgrund der Beugung des einfallenden Lichts im Mikroskopobjektiv 21 wird jedes
Fluoreszenzereignis mit einer Intensitatsverteilung in das betreffende Mikroskopbild
abgebildet, deren Ausdehnung der Ausdehnung der Punktiibertragungsfunktion des
Mikroskopobjektivs 21 entspricht, also in der zweidimensionalen Projektion etwa dem
Durchmesser einer Airy-Scheibe. Wegen der Absténde der aktivierten Fluorophore
(Uberwiegend grofier als eine Ausdehnung der PSF des Mikroskopobjektivs) sind die

Intensitatsverteilungen der Fluoreszenzereignisse im Mikroskopbild Gberlappungsfrei.

In Schritt S4 werden die einzelnen Fluoreszenzereignisse im Mikroskopbild
identifiziert. Zu diesem Zweck wird das Mikroskopbild beispielsweise zunéchst in
bekannter Weise mittels eines Gauss-Filters und anschlieRend mittels eines Laplace-
Filters verarbeitet. Diese Filter konnen beispielsweise als Blockoperatoren
(Operatormatrizen) realisiert werden, die pixelweise liber das Mikroskopbild gefihrt
werden. Ein Blockoperator bezieht zur Ermittlung einer Intensitét eines gefilterten
Pixels auch die Intensitaten der umliegenden Pixel ein, also beispielsweise einen
Block von 5x5 Pixeln fuir den Gauss-Filter und insgesamt einen Block von 3x3 Pixeln
fur den Laplace-Filter. Der Gauss-Filter entfemt Schrotrauschen, der Laplace-Filter
entfernt groRe zusammenhangende Gebiete. Fir die Identifikation wird im
allgemeinen Fall nur die Existenz eines Fluoreszenzereignisses in einer Region
ermittelt, nicht notwendigerweise auch der Ort innerhalb der Region. Dies gelingt
beispielsweise durch sektorweises Suchen nach einem Pixel oder einer Pixelgruppe
mit einem Intensitatswert, der grofer als ein vorgegebener Identifikationsschwellwert
ist. Beispielsweise wird die Existenz eines Fluoreszenzereignisses in einem Pixel
erkannt, wenn der aufgenommene Intensitatswert des betreffenden Pixels grofier als

ein Aquivalent von 50 Photonen ist.

Nur, wenn die auszuwertende Region mit hoherer Genauigkeit definiert ist als es der
Grofte eines Pixels des Mikroskopbildes entspricht, wird nach Ermittlung der Existenz
eines Fluoreszenzereignisses ein jeweiliger Schwerpunkt der Intensitatsverteilung
jedes Fluoreszenzereignisses als Ort des betreffenden Fluoreszenzereignisses

subpixelgenau ermittelt (lokalisiert), indem eine Modellfunktion, beispielsweise eine
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Normalverteilung, der PSF mittels einer Ausgleichsrechnung an die jeweilige
Intensitatsverteilung angepasst wird. Sofern die auszuwertende Region lediglich mit
einer Genauigkeit entsprechend der Gréf3e eines Pixels des Mikroskopbilds oder
grober definiert ist, ist eine Lokalisierung nicht erforderlich. Die Identifikation kann
also in Abhangigkeit der Auflosung der quantitativen Auswertung einstufig (nur
Existenzermittlung) oder zweistufig (Existenzermittiung und Lokalisierung) sein. Far
jede auszuwertende Region wird geprift, welche der identifizierten
Fluoreszenzereignisse in der betreffenden Region liegen. Alternativ kann die
Identifikation derart erfolgen, dass von vornherein nur in den auszuwertenden
Regionen nach existierenden Fluoreszenzereignissen gesucht wird. Beispielsweise
werden als Ergebnis der Identifikation in Region R1 neun Fluoreszenzereignisse und

in Region R2 siebzehn Fluoreszenzereignisse ermittelt.

In Schritt S5 wird dementsprechend der Zahler fir Region R1 neunmal und der
Zahler fir Region R2 siebzehnmal inkrementiert, beispielsweise unmittelbar nach der
Identifikation. Typischerweise kénnen die Zahler jede naturliche Zahl annehmen und
werden beim Inkrementieren jeweils um die natlrliche Zahl eins hochgezahilt.
Selbstverstandlich kann fir die Zahler jede andere Zahlenmenge und ein spezielles

1-Element zum Hochzéahlen verwendet werden.

Nach Abschluss der Auswertung eines Mikroskopbilds wird in Schritt S6 gepruft, ob
weitere Mikroskopbilder aufgenommen werden sollen. Falls ja, wird das Verfahren
mit Schritt S2 fortgesetzt, anderenfalls mit Schritt S7. Die Zahler werden dabei nicht
wieder initialisiert, um weitere Fluoreszenzereignisse akkumulieren zu konnen. In
alternativen Ausfuhrungsformen (angedeutet durch unterbrochene Linien) konnen die
momentanen Zahlerstande protokolliert (gespeichert) und die Zahler initialisiert
werden, so dass sich die Zahlersténde beliebiger Teilfolgen (durch Zusammenfassen
einer entsprechenden Teilfolgen von Zahlerstanden) oder der gesamten Bildfolge im
Nachhinein mit geringem Rechenaufwand rekonstruieren lassen. Optional kénnen
vor dem erneuten Aktivieren einer Untermenge von Fluorophoren die bisher
aktivierten Fluorophore deaktiviert werden, beispielsweise durch Photobleichen oder

chemisches Bleichen.
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In Schritt S7 werden die Zahlerstiande oder, sofern vorhanden, die Protokolle der
Zahlerstande ausgegeben, beispielsweise Uber eine digitale oder eine analoge
Schnittstelle. Im vorliegenden Fall wird zudem der Quotient der Zahlerstande fur die
Region R1 und fir die Region R2 berechnet (9/17) und ausgegeben. Falls die
Zahlerstande im Laufe einer Reihenbildaufnahme protokolliert werden, kann
beispielsweise fur jeden Protokolleintrag, also jedes einzelne Mikroskopbild, ein
Quotient berechnet und ausgegeben werden. Die Zahlerstande kdnnen vor der
Ausgabe beispielsweise anhand der Flache oder des Volumens der jeweiligen

Region in Konzentrationsangaben umgerechnet werden.

Im optionalen Schritt S8 kénnen die ausgegebenen Zahlerstande weiterverarbeitet
werden. Beispielsweise kann bei einer gentigend hohen Anzahl von ausgewerteten
Regionen ein Falschfarbenbild mit prinzipiell beliebig groem Dynamikumfang
erzeugt und ausgegeben werden. Dabei wird jeweils einem Intervall von
Zahlerstdnden eine Falschfarbe zugeordnet und jede Region mit der betreffenden

Falschfarbe gemaR einem fiir sie ermittelten Zahlerstand ausgefilit werden.

Das Verfahren kann auch auf bereits friiher gemaf den Schritten S2/S3 (S6)
aufgenommene Mikroskopbilder angewendet werden, wobei die Schritte S2 und S3

bei der Auswertung entfallen.

Fig. 3 zeigt ein Beispiel eines Ergebnisses einer quantitativen Auswertung gemalfd
dem oben beschriebenen Verfahren. In Teilbild A) sind die Regionen R1 und R2 mit
verrauschten Fluoreszenzsignalen im rohen Mikroskopbild und in einem vergro3erten
Ausschnitt angedeutet. In Teilbild B) sind die nach einer Filterung des Mikroskopbilds
in den Regionen R1 und R2 identifizierten einzelnen Fluoreszenzereignisse im rohen
Mikroskopbild und in einem vergroferten Ausschnitt angedeutet. In Teilbild C) sind
die resultierenden Zahlerstande in den Regionen dargestellt. Die Erfindung
erméglicht so beispielsweise die Bestimmung der lokalen Stéchiometrie zwischen
vorgegebenen Regionen und/oder innerhalb vorgegebener Regionen. In Teilbild D)
ist angegeben, wie sich Zahlersténde fiir eine andere Probe mit feinerer Auflosung
der Regionen ergeben konnen. Die beispielhaften hundert quadratischen

Regionen R 1 bis R1g 10 grenzen unmittelbar aneinander. Die Erfindung ermoglicht so



-18 -
WO 2010/149319 PCT/EP2010/003705

gewissermafien die Ermittlung der lokalen Konzentration eines Fluorophors als Bild

mit hohem Kontrast.

In Fig. 4 ist ein beispielhaftes Ergebnis flr einen Fall dargestellt, in dem nur eine
einzige Probenregion R auszuwerten war, die mit zwei verschiedenen
Fluorophorsorten markiert war. Fir die Region R wurde fir jede Fluorophorsorte ein
separater Zahler, insgesamt also zwei Zahler, verwendet. Entsprechend konnen
werden fir die Region R zwei Zahlerstdnde und/oder ein Quotient (9/17) ausgegeben
werden. Die Erfindung ermdglicht so beispielsweise die Bestimmung der lokalen

Stochiometrie auch innerhalb einer vorgegebenen Region.

Die Anzahl zu verwendenden Zahler ergibt sich allgemein als das Produkt aus der
Anzahl der auszuwertenden Regionen und der Anzahl der auszuwertenden

Fluorophorsorten.

Fig. 5 deutet die Ermittlung eines zeitlichen Verlaufs quantitativer Daten an,
beispielsweise mittels Protokollierung der Zahlerstande zwischen einzelnen
Mikroskopbildern. Die Zeitauflosung kann dabei durch Zusammenfassen einzelner
Teilfolgen von protokollierten Zahlerstanden im Nachhinein verringert werden.
ZweckmaRigerweise bleibt die urspriingliche Zahlerfolge dabei unverandert erhalten,
um dem Benutzer eine flexible variable Einstellung der zeitlichen Auflésung der

quantitativen Auswertung zu erméglichen.

In allen Ausflhrungsformen kann die raumliche Auflésung durch Zusammenfassen
von Regionen (Addieren der betreffenden Zahlerstéande) verringert werden.
Zweckmanigerweise bleiben die Zahlerstande der héchsten aufgelosten
urspriinglichen Regionen dabei unverdndert erhalten, um dem Benutzer eine flexible
variable Einstellung der raumlichen Auflésung der quantitativen Auswertung zu

ermoglichen.
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Patentanspruche

1. Verfahren zum Auswerten eines Mikroskopbildes (2), das Intensitatsverteilungen
von Fluoreszenzereignissen einer Probe (22) enthalt, wobei die
Intensitatsverteilungen eine jeweilige beugungsbedingte Ausdehnung aufweisen,
die einer Ausdehnung einer Punktibertragungsfunktion des Mikroskops (1)
entspricht, und zumindest (iberwiegend lberlappungsfrei angeordnet sind,
umfassend folgende Schritte:

a) Initialisieren mindestens eines Zahlers pro vorgegebener auszuwertender
Region (R, R1, R2) des Mikroskopbildes (2),

b) Identifizieren mindestens eines Fluoreszenzereignisses in einer
auszuwertenden Region (R, R1, R2) des Mikroskopbildes (2),

c) Hochzahlen des mit der betreffenden Region (R, R1, R2) korrespondierenden

Zahlers fir jedes in der Region (R, R1, R2) identifizierte Fluoreszenzereignis.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der mindestens eine Zahler als Anzahl oder
Konzentration von Molekiilen, Fluorophoren oder Ereignissen der betreffenden
Region (R, R1, R2) ausgegeben wird oder wobei anhand mindestens zwei

Zahlern ein Falschfarbenbild ausgegeben wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei mindestens zwei Zahler verwendet
werden und ein Quotient zwischen den Zahlern gebildet und als stéchiometrische

Beziehung ausgegeben wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die
Fluoreszenzereignisse von unterschiedlichen Fluorophorsorten stammen und pro
auszuwertender Region (R, R1, R2) in Schritt a) fur jede als auszuwertend
vorgegebene Fluorophorsorte ein jeweiliger Z&hler initialisiert wird und in Schritt
b) zusatzlich identifiziert wird, dass das Fluoreszenzereignis einer
auszuwertenden Fluorophorsorte entspricht, und in Schritt c) der mit der
betreffenden Region (R, R1, R2) und der betreffenden Fluorophorsorte
korrespondierende Zahler hochgezahlt wird.
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. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei ein erster Zahler
fur eine erste Region (R1) und ein zweiter Zahler fir eine zweite, von der ersten
verschiedene Region (R2) verwendet werden.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Probe (22) mit
mindestens einer Sorte von transformierbaren Fluorophoren markiert ist und vor
Schritt b), insbesondere vor Schritt a), das Mikroskopbild mittels eines
Mikroskops (1) aufgenommen wird, indem zunachst eine Untermenge der
transformierbaren Fluorophore derart in einen anregbaren Zustand transformiert
wird, dass die transformierten anregbaren Fluorophore eine geringere Dichte
aufweisen als ein Kehrwert eines beugungsbedingt unaufldsbaren Volumens
angibt und anschlieRend mittels einer Lichtquelle (11, 23) die Probe (22)
zumindest teilweise mit Anregungslicht bestrahlt wird, wobei von der Probe (22)
emittierte Fluoreszenzstrahlung mittels eines Mikroskopobjektivs (21) und mittels
eines Lichtempfangers (12, 28) beugungsverbreitert abgebildet wird.

. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, wobei zusatzlich eine
korrelationsspektroskopische Messung oder eine
Resonanzenergietransfermessung nach Forster an der Probe (22) durchgefuhrt

wird.

. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei zum Transformieren in den anregbaren

Zustand ein Laser-Scanning-Mikroskop verwendet wird.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei zur Auswertung
einer zeitlichen Reihe von Mikroskopbildern, die Intensitatsverteilungen von
Fluoreszenzereignissen der Probe (22) enthalten, wobei die
Intensitatsverteilungen beugungsbedingt eine jeweilige Ausdehnung aufweisen,
die einer Ausdehnung einer Punktiibertragungsfunktion des Mikroskops (1)
entspricht, und jeweils innerhalb der Mikroskopbilder zumindest uberwiegend
Uberlappungsfrei angeordnet sind, die Schritte b) und c¢) fir jedes Mikroskopbild

wiederholt werden.
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10.Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, wobei jeweils nach Auswertung

11.

einer vorgegebenen Anzahl von Mikroskopbildern ein Stand eines Zahlers
protokolliert und der Zahler initialisiert wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei fur Schritt b) ein
Ort eines Schwerpunkts einer Intensitatsverteilung eines Fluoreszenzereignisses
mittels einer Ausgleichsrechnung mit sub-beugungsbegrenzter Genauigkeit
ermittelt wird oder fir mindestens ein Bildelement identifiziert wird, dass ein

vorgegebener Intensitatsschwellwert Gberschritten ist.

12.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei im Falle einer

umschaltbar zweifarbig fluoreszierenden Fluorophorsorte in Schritt ¢) das
Hochzahlen nur dann durchgefuhrt wird, wenn in einer zeitlichen Reihe von
Mikroskopbildern an demselben Ort in aufeinanderfolgenden Mikroskopbildern

abwechselnd beide Fluoreszenzfarben identifiziert werden.

13. Steuereinheit (34) oder Computerprogramm, eingerichtet zur Durchflhrung eines

Verfahrens nach einem der vorhergehenden Anspruche.

14.Mikroskop (1), insbesondere Laser-Scanning-Mikroskop, mit einem

Beleuchtungsstrahlengang mit einer Lichtquelle (11, 23) zur Anregung
mindestens einer Art von Fluoreszenzfarbstoffen in einer Probe (22), einem
Detektionsstrahlengang mit einem Mikroskopobjektiv (21) und einem diesem
nachgeordneten Lichtempfanger (12, 28) und mit einer Steuereinheit (34) nach
dem vorhergehenden Anspruch, die mit der Lichtquelle (11, 23) und dem
Lichtempfanger (12, 28) verbunden ist.

15. Mikroskop nach dem vorhergehenden Anspruch mit einer Lichtquelle (11) zum

Photoschalten eines Fluoreszenzfarbstoffs, die mit der Steuereinheit (34)

verbunden ist.
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