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(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zum Uberfiihren einer Probe von einem ersten Zustand in einen zweiten Zustand mit
einem optischen Signal, wobei das optische Signal eine rdumliche Intensititsverteilung mit mindestens einer Nullstelle und mit an die
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VERFAHREN ZUR ANREGUNG DER MOLEKULE VON EINEM ERSTEN ZUSTAND IN EINEN ZWEITEN ZU
STAND MIT EINEM OPTISCHEN SIGNAL

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Uberfilhren einer Probe von einem ersten Zustand in
einen zweiten Zustand mit einem optischen Signal, wobei das Verfahren die Merkmale des

Oberbegriffs des Patentanspruchs 1 aufweist.

STAND DER TECHNIK

Ein Verfahren mit den Merkmalen des Oberbegriffs des Patentanspruchs 1 ist beispielsweise
aus der DE 101 54 699 A1 bekannt. Zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung einer
Probe wird diese zunachst mit einem anregenden optischen Signal in einem angeregten
energetischen Zustand gebracht. Bei dieser optischen Anregung gilt die (ibliche Grenze fur
die raumliche Auflésung bei optischen Verfahren von A/2n, wobei A die Wellenldnge des
eingesetzten Lichts und n der Brechungsindex der Probe ist. Um diese Grenze zu
unterschreiten, wird der optisch angeregte Zustand mit einem abregenden optischen Signal
bis auf einen gewlinschten Messpunkt, in dem das abregende optische Signal eine Nullstelle
aufweist, wieder abgeregt; d.h. mit dem abregenden optischen Signal wird die Probe Uberall
auferhalb des Messpunkts zu stimulierter Emission gezwungen. Die Abmessungen des
resultierenden fluoreszierenden Messpunkts, d.h. die raumliche Auflésung der verbleibenden
Fluoreszenz, kann deutlich unter die tibliche optische Auflésungsgrenze abgesenkt werden,
indem das abregende optische Signal auBerhalb des gewiinschten Messpunkts mit einer
solchen Intensitat auf die Probe aufgebracht wird, dass eine Sattigung bei der Abregung
durch stimulierten Emission erreicht wird. So befindet sich die Probe nur noch in einem sehr
eng begrenzten Bereich um die Nullstelle der Intensitatsverteilung des abregenden optischen

Signals in dem fluoreszierenden Zustand.
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Geman der Veroffentlichung Hell, Nature Biotechn., 21, 1347-1355, verhalt sich die GréRe
des fluoreszierenden Messpunkts AX und damit die Auflésung geman szl/(Zn,/I/I: )

wobei A die Wellenlange, n der Brechungsindex, | die eingestrahlte Intensitdt undl, die
Sattigungsintensitat ist. Die Sattigungsintensitat | ist die charakteristische Intensitat, bei der

die Probe durch die Einwirkung des abregenden optischen Signals statistisch gesehen zur

Halfte abgeregt ist. Die Sattigungsintensitat I, nimmt mit dem Wirkungsquerschnitt ¢ der
Probe fur das abregende optische Signal gemaR |, =1/(ct) umgekehrt proportional ab. Dabei

ist = die mittlere Lebensdauer mit der die Probe im angeregten Zustand verbleibt, bevor sie

spontan in den abgeregten Zustand Ubergeht. Fur die Auflésung gilt demnach:
szﬂ/(2n\/1m). Somit ist es zur Erzielung hoher Auflésungen vorteilhaft, mit einer

moglichst hohen Intensitét | des abregenden optischen Signals, mit einem méglichst hohen
Wirkungsquerschnitt ¢ und mit einem angeregten Zustand mit méglichst hoher Lebensdauer

1 zu arbeiten.

Bei einer mdglichst hohen Intensitdt | des abregenden optischen Signals, die fur die
Sattigung notwendig ist, besteht die Gefahr, dass die Probe chemisch veréndert wird. Eine
solche chemische Veranderung basiert in der Regel auf einer Radikalenbildung durch die
hohen Lichtintensitaten, die verschiedene chemische Reaktionen erméglicht. Insbesondere
wenn Sauerstoff und andere reaktive Agenzien in der Probe vorliegen, treten aufgrund des
abregenden optischen Signals ungewollte chemische Reaktionen auf, die, wenn sie die
fluoreszierenden Farbstoffe in der Probe betreffen, als Ausbleichen der Probe bezeichnet
werden. Die zur Sattigung notwendige Intensitdt des abregenden optischen Signals kénnte

reduziert werden, wenn sein Wirkungsquerschnitt ¢ erhéht werden konnte.

Es ist aber so, dass haufig bei einer Wellenlange des abregenden optischen Signals
gearbeitet werden muss, bei der o verhéltnismaRig klein ist. Der Grund ist, dass bei einer
anderen zumeist klrzeren Wellenlange, bei der der Wirkungsquerschnitt hdher wére, neben
der gewollten Abregung auch andere unerwiinschte Prozesse ausgeldst wirden, die der
gewiinschten Abregung der Probe zuwider liefen, wie beispielsweise die erneute Anregung
der Probe in den angeregten fluoreszierenden Zustand, so dass sich die Gesamteffizienz der

gewlnschten Abregung verschlechtern wirde.
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Die Lebensdauer 1 eines bestimmten angeregten fluoreszierenden Zustands ist eine an sich

relativ wenig veranderliche GroRe.

Aus J. Jasny et al.: "Fluorescence microscopy in superfluid helium: single molecule imaging"
Re. Sci. Instrum 67 (4), April 1996, Seiten 1425-1430 ist es bekannt, dass bei der Detektion
und der Spektroskopie einzelner Moleklle niedrige Temperaturen (von ca. 2 K) dazu flhren,
dass die Halbwertsbreite der Absorptionslinie von dem Grundzustand zu dem niedrigsten
angeregten Singulettzustand des betrachteten Molekils so schmal wird, dass sie den
Lebensdauerlimitierten Grenzwert erreicht und so Umgebungseinflisse auf das Molekil eine
Verschiebung der Absorptionslinie um viel mehr als ihre Halbwertsbreite zur Folge haben.
Die Verfolgung der Linie erlaubt es damit, verschiedene Umgebungseinflisse auf das

Molekul spektroskopisch zu beobachten.

AUFGABE DER ERFINDUNG

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren mit den Merkmalen des
Oberbegriffs des Patentanspruchs 1 aufzuzeigen, das grundsétzliche Vorteile in Bezug auf

die Auflésung aufweist.

LOSUNG

Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen des
Patentanspruchs 1 gelést. Bevorzugte Ausfiuhrungsformen des neuen Verfahrens sind in den

Unteranspriichen 2 bis 14 beschrieben.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Bei dem neuen Verfahren wird die Probe, bevor das optische Signal auf sie gerichtet wird,
mindestens auf unter 5 °C abgekuhlt. Gegenuber einer Probe auf Raumtemperatur wird
bereits durch die Abkihlung auf unter 5 °C eine erhebliche Immobilisierung der einzeinen
Bestandteile der Probe erreicht. Konkret sind toxische Agenzien, die durch die hohe
Intensitdt des optischen Signals radikalisiert werden koénnen, in der Probe nicht mehr so
mobil, dass sie zu Schaden in gréReren raumlichen Bereichen fihren kénnen. Die Schaden

durch die toxischen Agenzien bleiben vielmehr auch bei hohen Intensitaten des optischen
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Signals lokal. Das Unterschreiten von & °C in der Probe zeigt insbesondere bei wasser-
haltigen Proben, d.h. bei den meisten biologischen Proben, bereits einen deutlichen das
Ausbleichen unter Einwirkung des optischen Signals reduzierenden Effekt. Unter 5 °C
beginnen sich die Dipole der Wassermolekile zu ordnen. Die Beweglichkeit der
Wassermolekile und der im Wasser gelésten Stoffe geht zunehmend zuriick. In der Weise,
wie die Neigung der Probe zu chemischen Veranderungen unter Einwirkung des optischen
Signals durch die Abkiihlung der Probe reduziert wird, kann die Intensitat des optischen
Signals erhéht werden, um die Ortsauflésung der Bereiche der Probe, die sich noch in dem

ersten Zustand befinden, gema® Ax~ 4/(2n/T/1, ) durch eine naher an die Nulistellen der

Intensitatsverteilung des ersten Signals heranreichende Sattigung der Probe zu erhdhen.

Aus dem Bereich der lichtspektroskopischen Analyse von Substanzen ist es zwar
grundsatzlich bekannt, dass das Abklhlen auf tiefe Temperaturen das Ausbleichen unter
Einwirkung eines optischen Messstrahls verhindert oder zumindest behindert. Hierbei gibt es
aber nicht die Anforderung, dass die Intensitatsverteilung eines optischen Signals oberhalb
der Sattigungsintensitat der Probe liegen muss, um eine maximale Auflésung zu erreichen.
Insoweit gibt es hier keine Korrelation der Ortsauflésung mit der Temperatur, soweit die

Ortsauflésung hier Uberhaupt von Interesse ist.

Bei wasserhaltigen Proben ist es besonders bevorzugt, wenn diese, bevor das optische
Signal auf sie gerichtet wird, auf mindestens 0 °C abgekihlt werden. D.h., es ist bevorzugt,
wenn die Proben eingefroren werden, idealerweise im so genannten Schockverfahren, bei
dem die Probe sehr schnell in eine gekihlte Flussigkeit getaucht wird, um die Bildung von
Eiskristallen zu vermeiden. Einfrieren unter Bildung von amorphem Eis reduziert ganz
erheblich die Mobilitdt reaktiver Bestandteile der Proben und damit den mdglichen
raumlichen Umfang chemischer Umwandlungen aufgrund des Einwirkens des optischen
Signals selbst bei zur Steigerung der Ortsauflésung stark erhéhter Intensitat.

Wenn die Probe deutlich unter 0 °C abgekiihit wird, sind hiermit zusétzliche Vorteile
verbunden. Die energetische Verteilung der Zustéande, in denen die Probe vorliegt, bevor das
optische Signal auf sie gerichtet wird, andert sich deutlich. Thermische Anregungszustande
gehen zurlck und kénnen ganz verschwinden. Dadurch ist die Probe vor dem Aufbringen
des optischen Signals in einem scharfer definierten Zustand. Der Grund fir die schlechten
Wirkungsquerschnitte der im Stand der Technik mit sattigenden Intensitéten eingesetzten
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optischen Signale ist haufig der, dass sich die Probe bei Raumtemperatur nicht in einem
eindeutigen angeregten oder abgeregten Zustand befindet, sondern ihr Zustande geman der
Boltzmann-Verteilung thermisch in Unterzustédnde aufgefachert sind. Daher muss z. B. in der
Fluoreszenzmikroskopie bei Raumtemperatur der Fluoreszenz-Farbstoff Pyridin 2 bei ca.
760 nm zur stimulierten Emission abgeregt werden, obwohl das aus der Literatur bekannte
Emissionsspektrum mit seinem Maximum bei 670 nm eher eine beste Abregung bei 690-740
nm erwarten lassen wirde. Wirde man bei Raumtemperatur jedoch in diesem
Spektralbereich abregen, so wirde man zwar einen hohen Wirkungsquerschnitt fur die
Abregung vorfinden, den Farbstoff zugleich aber ungewollt wieder anregen, so dass man
den hohen Wirkungsquerschnitt fir die Abregung nicht nutzen kénnte. Die thermische
Auffacherung der Zustande lasst eine eindeutige Wirkungsweise des optischen Signals nur
in einem sehr engen und vom Wirkungsquerschnitt sehr unglinstigen Spektralbereich zu.
Wenn die thermische Anregung der Probe jedoch reduziert wird, geht die thermische
Auffacherung der Zustdnde zurlck und das optische Signal kann daher in seiner
Wellenlange selektiver auf einen hohen Wirkungsquerschnitt bei der gewinschten
Uberfihrung der Probe von dem ersten in den zweiten Zustand abgestimmt werden. Dies hat
schon bei gleich bleibender Intensitat des optischen Signals einen direkten positiven Einfluss
auf die Auflésung. Bei zusétzlicher Erhéhung der Intensitat, die aufgrund der geringeren
Neigung der Probe zu chemischen Veranderungen bei tiefen Temperaturen méglich ist, wird

die Auflésung noch weiter gesteigert.

Dariiber hinaus werden thermisch induzierte Ubergédnge der Probe, wie z. B. die
unerwiinschte thermische Relaxation eines angeregten ersten Zustands, reduziert. Dies

bedeutet, dass sich die Lebensdauer 1 des ersten Zustands signifikant erhéht, was gemaf

der Formel Ax = /L/(Zn\/Iar) ebenfalls zu einer héheren Aufldsung fuhrt.

Bei einer Abkuhlung der Probe auf unter 130 K ist der thermische Einfluss auf die Besetzung

der Unterzustande, der durch den Bolzmannfaktor e 2T

reprasentiert wird, gegeniber der
Raumtemperatur bereits auf etwa ein Zehntel reduziert. Bei einem Fluoreszenzfarbstoff sind
es vor allen Dingen Schwingungs- und Rotationszustande, die mit sinkender Temperatur
zunehmend unbesetzt bleiben. Daher ergeben sich weitere Reduktionen des thermischen
Einflusses bei weiter reduzierter Temperatur der Probe. Eine Temperatur von unter 80 K ist

durch Kuhlung mit flussigem Stickstoff erreichbar. Eine Temperatur von unter 5 K ist durch
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Kuhlung mit flissigem Helium realisierbar. Bei Temperaturen unter 5 K sind thermische

Verbreiterungen der energetischen Zusténde der Probe so gut wie nicht mehr vorhanden.

Insbesondere dann, wenn der Zustand der Probe bei sehr tiefen Temperaturen mit dem
optischen Signal verandert werden soll, ist darauf zu achten, dass auch die Umgebung der
Probe fur diese tiefsten Temperaturen geeignet ist. Hierzu ist es haufig erforderlich, dass die
Probe, wahrend das optische Signal auf sie gerichtet wird, unter einer Schutzgasatmosphére
gehalten wird, die frei von Wasser und anderen bei tieferen Temperaturen
auskondensierenden Substanzen ist. Daneben ist es natiirlich auch wiinschenswert, dass in
der Schutzgasatmosphare keine reaktiven Substanzen, wie beispielsweise Sauerstoff,
enthalten sind, die ein Ausbleichen der Probe unter Einwirkung des optischen Signals

beschleunigen.

In einer besonders bevorzugten Ausflihrung wird die Probe, wahrend das optische Signal auf
sie gerichtet wird, unter Vakuum gehalten, um optimale Bedingungen zu schaffen. Ein
Vakuum bedeutet auch eine gute thermische Isolierung der Probe. Die GréRe des Vakuums
muss bei optischen Verfahren nicht dieselbe GroRe erreichen wie beispielsweise in der
Elektronenmikroskopie, wo zumeist jegliche Gase im Weg des Elektronenstrahls zu

vermeiden sind.

Aufgrund der Formel sind besonders die Ausfihrungsformen des neuen Verfahrens von
Interesse, bei denen die Wellenlange des optischen Signals bezuglich dessen
Wirkungsquerschnitts fir das Uberfiihren der Probe von dem ersten in den zweiten Zustand
optimiert ist. Dies ist bei dem neuen Verfahren insbesondere auch dann méglich, wenn der
erste Zustand ein angeregter energetischer Zustand der Probe ist, in den sie zuvor mit Hilfe
eines weiteren optischen Signals gebracht wurde, wobei der zweite Zustand ein wieder
abgeregter energetischer Zustand ist. Durch die bei tiefen Temperaturen scharfere Definition
der energetischen Zustdnde der Probe - die Unterzustdnde sind schwécher besetzt -
besteht eine deutlich verringerte Gefahr, dass die Probe mit dem optischen Signal nicht nur
von dem ersten in den zweiten Zustand Uberfuhrt wird, sondern dass auch eine
unerwiinschte erneute Uberfilhrung von Teilen der Probe mit dem optischen Signal in den

angeregten ersten Zustand erfolgt.
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Insbesondere ist das neue Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie anwendbar, wobei der

angeregte Zustand ein fluoreszierender Zustand eines Fluoreszenzfarbstoffs in der Probe ist.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich
bei der Probe um eine lebende bzw. lebensféhige biologische Probe. Diese wird schnell auf
die reduzierte Temperatur abgekuhlt, bei der ihr aktueller Zustand einerseits eingefroren ist,
so dass er sich in Folge des Lebens der Probe nicht andert, und andererseits in Anwendung
des neuen Verfahrens fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden kann, ohne damit
photochemische Prozesse in der Probe auszulésen, die deren Weiterleben beeintrachtigen
wlrden. Vielmehr kann die biologische Probe nach ihrer fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung wieder auf eine Temperatur erwdrmt werden, bei der ihr Leben fortschreitet.
Dieses Erwarmen erfolgt wie das Abkulhlen der biologischen Probe méglichst schnell und
kann durch elektromagnetische Bestrahlung der Probe, beispielsweise mit IR-Licht oder
Mikrowellen, bewirkt werden. Vorzugsweise wird die elektromagnetische Strahlung zum
Wiedererwarmen der Probe so ausgewahlt, dass sie nicht selektiv den Fluoreszenzfarbstoff
anregt, was mit einer Gefahr verbunden wére, diesen auszubleichen. Wenn die Schritte des
Abkuhlens, des fluoreszenzmikroskopischen Untersuchens und des Wiederaufwarmens der
biologischen Probe in solchen Abstanden wiederholt werden, dass die Probe zwischendurch
weiterleben und sich weiterentwickeln kann, stellen die fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen der Probe eine Zeitlupe deren Lebens dar.

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung ergeben sich aus den abhadngigen Patent-
anspriichen und der gesamten Beschreibung. Weitere Merkmale sind den Zeichnungen -
insbesondere den dargestellten Geometrien und den relativen Abmessungen mehrerer
Bauteile zueinander sowie deren relativer Anordnung und Wirkverbindung - zu entnehmen.
Die Kombination von Merkmalen unterschiedlicher Ausfuhrungsformen der Erfindung oder
von Merkmalen unterschiedlicher Patentanspriiche abweichend von den gewahlten Ruck-
beziehungen ist ebenfalls mdglich und wird hiermit angeregt. Dies betrifft auch solche
Merkmale, die in separaten Zeichnungsfiguren dargestellt sind oder bei deren Beschreibung
genannt werden. Diese Merkmale kénnen auch mit Merkmalen unterschiedlicher

Patentanspriche kombiniert werden.
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KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

Im Folgenden wird die Erfindung anhand der Figuren weiter erlautert und beschrieben.

Fig. 1 zeigt Auftragungen der raumlichen Intensitatsverteilung eines optischen
Signals und der damit erreichten Ubergangswahrscheinlichkeiten einer Probe

von einem ersten Zustand in einen zweiten Zustand.

Fig. 2 zeigt ein Energiespektrum eines Fluoreszenzfarbstoffs mit Darstellungen der
Besetzung von Unterzustanden seines Grundzustands bei Raumtemperatur

und tiefer Temperatur; und

Fig. 3 zeigt die Wirkungsquerschnitte von zwei optischen Signalen in Bezug auf den

Fluoreszenzfarbstoff gemaf Fig. 2 bei Raumtemperatur und tiefer Temperatur.

FIGURENBESCHREIBUNG

In Fig. 1 ist die Intensitat | Uber dem Ort x eines optischen Signals 1 aufgetragen. Die
Verteilung der Intensitat | ist sinusféormig und weist Nullstellen N auf. Ab einer Intensitat

I(p=1)=3xl,, wobei I, die charakteristische Intensitat ist, bei der die Probe durch die

Einwirkung des abregenden optischen Signals statistisch gesehen zur Halfte abgeregt ist,
fuhrt das optische Signal 1 bei einer Probe dazu, dass diese von einem ersten Zustand
nahezu vollstandig in einen zweiten Zustand Gberfuhrt wird. Die vergleichsweise hohe
absolute Intensitat | des optischen Signals 1 flihrt dazu, dass eine Wahrscheinlichkeit p, dass
sich die Probe in dem zweiten Zustand befindet, eine in Fig. 1 ebenfalls wiedergegebene
Verteilung 2 aufweist, die Uberall auRerhalb der Nullstellen N des optischen Signals 1
nahezu den Wert 1 annimmt. Mit anderen Worten wird mit dem optischen Signal 1 Gberall
auRerhalb seiner Nullstellen N eine Sattigung beim Uberfiihren der Probe von ihrem ersten
in ihren zweiten Zustand erreicht. Die Abmessungen Ax der Bereiche der Probe um die

Nullstellen N des optischen Signals 1, in denen sich die Probe noch in dem ersten Zustand
befindet, sind mit Ax ~ }\/(2nw/I/Is )deutlich kleiner als die raumliche Auflésung, die bei einer

ublichen optischen Anwendung aufgrund seiner Wellenldnge mit dem optischen Signal 1 zu
erreichen wire. Die Ortsauflésung der Bereiche der Probe, die sich um die Nullstellen N
noch in dem ersten Zustand befinden, geht jedoch mit abnehmender Intensitat | des



10

156

20

25

30

WO 2005/093391 PCT/EP2005/003228

optischen Signals 1 stark zuriick, was anhand eines reduzierten optischen Signals 1' und
einer entsprechenden Verteilung 2' sowie einer zugehdrigen Abmessung Ax', die in Fig. 1
ebenfalls aufgetragen sind, nachvollziehbar ist. Der erste Zustand der Probe kann ein
Grundzustand der Probe sein, wie zum Beispiel der elektronische Grundzustand S, eines
Farbstoffmolekuls, wobei die Probe durch das optische Signal 1 in den zweiten Zustand, z.B.

einen fluoreszierenden Zustand S,, energetisch angehoben wird.

Ein anderer, besonderer Anwendungsfall des optischen Signals 1, das im Zusammenhang
mit Fig. 1 naher erldautert wurde, liegt im Bereich der Fluoreszenzmikroskopie, bei der ein
Fluoreszenzfarbstoff bis auf einen interessierenden Messpunkt aus seinem angeregten
ersten Zustand mittels stimulierter Emission abgeregt wird. Fig. 2 deutet schematisch sowonhl
den ersten Zustand an, d.h. den elektronisch angeregten Zustand S,, als auch den zweiten
Zustand, der hier der elektronische Grundzustand S, ist, sowie ihre jeweilige Auffacherung in
Vibrations-Unterzustande, die ihrerseits nochmals eine hier nicht skizzierte Feinstruktur
aufweisen. Bevor das optische Signal 1 aufgebracht wird, wird die Probe zundchst mit einem
weiteren optischen Signal 3 von einem Unterzustand 4, einem tiefen Vibrations-Unterzustand
des Grundzustands S, in einen Unterzustand 5, einen Vibrations-Unterzustand des
elektronisch angeregten Zustands S,, Uberfihrt. Aus dem Unterzustand 5 gelangt der
angeregte Fluoreszenzfarbstoff in den Unterzustand 6 oder bei endlicher Temperatur geman
der Boltzmann-Statistik in einen thermisch angeregten, etwas héheren Unterzustand 11.
Sowoh! bei 6 als auch bei 11 handelt es sich um angeregte Zusténde, aus denen sich der
Fluoreszenzfarbstoff unter Emission von Fluoreszenzlicht 7 in den zweiten Zustand, also in
den elektronischen Grundzustand S,, spontan abregen kann. Die Abregung in den
Unterzustand 8 des Grundzustands S, wird auferhalb des eigentlich interessierenden
Messpunkts durch das optische Signal 1, das eine etwas geringere Quantenenergie als das
optische Signal 3 aufweist, stimuliert, so dass sich der Fluoreszenzfarbstoff zum Zeitpunkt
der anschlieenden Messung nur noch innerhalb eines einer Nullstelle N des optischen
Signals 1 entsprechenden Messpunkts in dem fluoreszierenden Unterzustand 6 oder 11
befindet. Wahrend einer sich anschlieBenden Messung registriertes Fluoreszenzlicht kann
also nur aus dem in seiner raumlichen Erstreckung reduzierten Messpunkt stammen. Die
thermische Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs, dessen Energiespektrum in Fig. 2
wiedergegeben ist, hat zur Folge, dass gemaR der Boltzmann-Verteilung mehrere Vibrations-
Unterzustande, also hoher gelegene Unterzusténde des zweiten Zustands wie z. B. 8, 9 und

10 sowie hoher gelegene Vibrations-Unterzustéande des ersten Zustands, beispielsweise 11,
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12 und 5, besetzt sind. D.h. der Farbstoff weist, wenn er sich in einem dieser Zusténde
befindet, keine genau definierte Energie, sondern eine Energie innerhalb eines mit
zunehmender Temperatur grofer werdenden Intervalls auf. Dies ist in Fig. 2 dadurch
angedeutet, dass die Besetzungen n der Unterzustdnde des Grundzustands S, bei
Rauntemperatur RT und bei tiefer Temperatur TT schematisch wiedergegeben sind.
Wahrend bei Raumtemperatur auch mehrere Vibrations-Unterzustdnde eine relevante

Besetzung aufweisen, ist bei tiefer Temperatur nur noch der Grundzustand selbst besetzt.

Aufgrund der durch die Bevélkerung von Unterzustdnden bedingten Verbreiterung aller
energetischen Zustande wachst mit zunehmender Temperatur die Wahrscheinlichkeit, dass
die mit dem ersten optischen Signal 1 bewirkte Abregung durch stimulierte Emission auch zu
einer ungewollten Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs aus dem Unterzustand 8 und/oder
dem Unterzustand 9 heraus in den angeregten Unterzustand 6 oder 11 fuhrt. Andererseits
kann bereits die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs mit dem zweiten optischen Signal 3
auch zu durch ungewollte stimulierte Emission aus dem Unterzustand 5, 11 oder 12 zuriick
in den Unterzustand 4 fuhren und so das Fluoreszenzsignal reduzieren, das aus den engen
raumlichen Bereichen der Probe stammt, die gemessen werden sollen. Die den beiden
optischen Signalen zugedachten Aufgaben, aus dem ersten Zustand ab-, bzw. in den ersten

Zustand anzuregen, koénnen diese somit nicht mit der gewlnschten Eindeutigkeit ausfihren.

Dariber hinaus wachst mit zunehmender Temperatur die Wahrscheinlichkeit, dass der
Farbstoff aus dem Unterzustand 6 gemaR Fig. 2 nicht unter Aussendung von
Fluoreszenzlicht 7 in den Grundzustand S, gelangt, sondern aufgrund eines Stoflvorgangs
15 in dessen Unterzustand 10. Je stérker dieser Vorgang 15 mit der spontanen Fluoreszenz
aus dem Unterzustand 6 heraus konkurriert, desto geringer ist dessen Lebensdauer. Je
geringer die Lebensdauer des Unterzustands 6 ist, desto gréRer missen die Intensitaten
sein, mit denen dieser fluoreszierende Unterzustand - aufer in den Nullstellen N der
raumlichen Verteilung des optischen Signals 1 gemaR Fig. 1 - wahrend der Lebensdauer des
ersten Zustands beseitigt wird, um die Probe aufgrund ihrer spontanen Fluoreszenz aus dem
ersten Zustand ausschlieflich in den Nullstellen N gemaR Fig. 1 messen zu kénnen. Wenn
umgekehrt die Lebensdauer des fluoreszierenden Unterzustands 6 durch Absenken der

Temperatur erhéht wird, kann die Intensitat des optischen Signals 1 reduziert werden, oder
die Ortsaufiésung kann gemal Ax ~ i/(ZnVIar) erhoht werden. Das in diesem Abschnitt

fur den Unterzustand 6 Gesagte gilt auch fir den héher gelegenen Unterzustand 11.
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Fig. 3 skizziert, warum auch ein Nichtbesetzen der htheren Unterzustande geman Fig. 2 zu
der Moglichkeit fuhrt, die Intensitdt des optischen Signals 1 zu reduzieren, die fur eine
Sattigung beim Uberfilhren der Probe von ihrem ersten Unterzustand 6 in ihren zweiten
Unterzustand 8 auflerhalb der Bereiche der Nullstellen N erforderlich ist, bzw. den
Wirkungsquerschnitt ¢ und damit die Ortsauflésung zu erhéhen. In Fig. 3 ist das
Absorptionsspektrum 13 bzw. das Emissionsspektrum 14 eines typischen Farbstoffes tUber
die Wellenlange A fur das optische Signal 1 und fur das weitere optische Signal 3
aufgetragen. Dabei geben die durchgezogenen Linien den Verlauf der Spektren Gber der
Wellenlange A bei Raumtemperatur und die gestrichelten Linien den Verlauf bei einer
Temperatur unterhalb 80 K qualitativ wieder. Jeder des zunéchst breiteren Peaks zieht sich
in Richtung der A-Achse zusammen, und dabei werden einzelne Teilpeaks sichtbar, die
weitgehend Vibrations-Unterzustanden zuzuordnen sind. Insbesondere geht aber die
weitreichende mittige Uberlappung der beiden Spektren auf der A-Achse zuriick. Das
Emissionsspektrum ist ein Maf fir den Wirkungsquerschnitt o fur die stimulierte Emission.
Wenn bei Raumtemperatur das optische Signal 1 mit einer Wellenl&nge A4rr zur Abregung
durch stimulierte Emission eingesetzt werden muss, um nicht zugleich zu einer ungewollten
Anregung zu fihren, die jeweils nur einen relativ schlechten Wirkungsquerschnitt in Bezug
auf die eigentlich gewiinschte Zustandsanderung aufweist, kann bei tiefer Temperatur fur
das abregende optische Signal 1 die Wellenldnge 1.+ gewahlt werden, die einen optimalen,
d.h. maximalen Wirkungsquerschnitt aufweist und die typischerweise um mehr als 10 nm
kurzer ist als Agr. Das fuhrt direkt zu einer héheren Aufldsung Ax oder es ist alternativ
mdoglich, die Intensitat des abregenden optischen Signals 1, mit dem die Probe auRerhalb

seiner Nullstellen zu gesattigt abzuregen ist, herabzusetzen.

Gleichzeitig begrenzt die Abklhlung der Probe die Mobilitdt von Radikalen, die durch das in
hoher Intensitét einfallende optische Signal 1 gebildet werden und die aufgrund chemischer
Veradnderungen der enthaltenen Farbstoffe mit der Zeit zu einem Ausbleichen der Probe
fuhren. Damit kann die Intensitéat | des optischen Signals zur Steigerung der Ortsauflésung
erhéht werden. Aus dem Zusammenspiel der verschiedenen auf der Temperaturherab-
senkung basierenden Effekte resultiert bei dem neuen Verfahren ein ganz erhebliches
Potential fur die Erhthung der Ortsauflésung, ohne die in der Probe enthaltenen Farbstoffe
auszubleichen. Dieses Potential kann insbesondere in der Fluoreszenzmikroskopie genutzt

werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Uberfuhren einer Probe von einem ersten Zustand in einen zweiten
Zustand mit einem optischen Signal, wobei das optische Signal eine raumliche
Intensitatsverteilung mit mindestens einer Nullstelle und mit an die Nullstelle angrenzenden
Bereichen aufweist, in denen die Intensitat des Signals so groB ist, dass eine Sattigung beim
Uberfihren der Probe in den zweiten Zustand erreicht wird, dadurch gekennzeichnet, dass

die Probe, bevor das optische Signal auf sie gerichtet wird, auf unter 5 °C abgekuhlt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe, bevor das

optische Signal auf sie gerichtet wird, auf mindestens 0 °C abgekihit wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe, bevor das

optische Signal auf sie gerichtet wird, auf unter 150 K abgekuhlt wird.

4, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe, bevor das

optische Signal auf sie gerichtet wird, auf unter 80 K abgekuhit wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe, bevor das
optische Signal auf sie gerichtet wird, auf unter 5 K abgekunhlt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Probe, wahrend das optische Signal auf sie gerichtet wird, unter einer Schutzgasatmosphére

und/oder unter Vakuum gehalten wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine
Wellenlange des optischen Signals bezuglich dessen Wirkungsquerschnitts far das

Uberfuhren der Probe von dem ersten in den zweiten Zustand optimiert ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der
erste Zustand ein angeregter energetischer Zustand der Probe ist, in den sie zuvor mit Hilfe
eines weiteren optischen Signals gebracht wurde, und dass der zweite Zustand ein mit dem

optischen Signal abgeregter energetischer Zustand ist.
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der angeregte Zustand

ein fluoreszierender Zustand eines Fluoreszenzfarbstoffs ist.

10. Fluoreszenzmikroskopisches Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die abgekuhlte Probe zunachst mit einem
Anregungslichtstrahl als weiterem optischen Signal in einem von einer Detektoreinrichtung
erfassten Bereich aus einem Grundzustand in einen fluoreszierenden Zustand gebracht wird
und dass dann mit einem abregenden Lichtstrahl als optischem Signal die Probe in dem
Bereich bis auf einem Messpunkt, der einer Nulistelle einer Intensitatsverteilung des
abregenden Lichtstrahls entspricht, zur stimulierten Emission angeregt wird, um sie wieder
in ihren Grundzustand zu bringen, so dass die Detektoreinrichtung anschlieRend nur
spontan emittiertes Fluoreszenzlicht aus dem Messpunkt erfasst, wobei die Abmessungen
des Messpunkts durch Maximierung der Intensitdt des abregenden Lichtstrahls und seines

Wirkungsquerschnitts fiir die stimulierte Emission minimiert werden.

11.  Fluoreszenzmikroskopisches Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1

bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe eine lebensfahige biologische Probe ist.

12. Fluoreszenzmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die biologische Probe nach ihrer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung

wieder auf eine Temperatur erwarmt wird, bei der ihr Leben fortschreitet.

13. Fluoreszenzmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die biologische Probe durch elektromagnetische Bestrahlung, vorzugsweise

mit IR-Licht oder Mikrowellen, wieder erwarmt wird.

14. Fluoreszenzmikroskopisches Verfahren nach Anspruch 11, 12 oder 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Schritte des Abkuhlens, des fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchens und des Wiederaufwdrmens der biologischen Probe in solchen Abstanden

wiederholt werden, dass die Probe zwischendurch weiterlebt und sich weiterentwickelt.
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