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Beschreibung

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
und ein System zur Charakterisierung einer Probe 
mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie. An-
wendungsmöglichkeiten bestehen insbesondere im 
Bereich der Charakterisierung biologischer Proben. 
Hier haben sich fluoreszenzmikroskopische Metho-
den aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit und Selek-
tivität inzwischen etabliert.

Beschreibung des verwandten Standes der Technik

[0002] Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der 
Tatsache, dass geeignete Moleküle einen Teil der von 
ihnen absorbierten elektromagnetischen Strahlung in 
Form einer langwelligeren (energieärmeren) Strah-
lung wieder abgeben. Es gibt eine Anzahl sogenann-
ter Fluorochrome (Fluoreszenzfarbstoffe), mit denen 
mikroskopische Präparate markiert (fluorochromiert) 
werden können und die dadurch zu einem indirekten 
(oder sekundären) Fluoreszieren gebracht werden 
können. In den zurückliegenden Jahrzehnten wurden 
zahlreiche Vitalfarbstoffe gefunden oder entwickelt, 
die – in geringen Konzentrationen angewandt – be-
stimmte Teile einer Zelle markieren können, ohne sie 
zum Absterben zu bringen. Dadurch wurde es z. B. 
möglich, den Stofftransport in Zellen und Geweben 
zu verfolgen oder den pH-Wert bestimmter Komparti-
mente zu ermitteln.

[0003] Bei der bildgebenden Fluoreszenzmikrosko-
pie, wie sie in weiten Bereichen der biologischen und 
medizinischen Forschung und Entwicklung Anwen-
dung findet, werden sowohl an die räumliche als auch 
an die dynamische Auflösung der verwendeten Ver-
fahren und Systeme immer höhere Anforderungen 
gestellt. Während die räumliche Auflösung durch 
Ausnutzung nicht-linearer optischer Eigenschaften 
optimiert werden kann, ist die dynamische Auflösung, 
d. h. der Kontrast zwischen dem durch eine Fluores-
zenzmarkierung erzeugten Nutzsignal und uner-
wünschten Hintergrundsignalen der Umgebung, oft-
mals ein limitierender Faktor für aussagekräftige und 
verwertbare Untersuchungen. Eine wesentliche Ur-
sache für das häufig sehr schlechte Sig-
nal-Rausch-Verhältnis ist die sogenannte Autofluo-
reszenz insbesondere von biologisch relevanten Ma-
terialien, wie beispielsweise lebenden Zellen, die zu 
starken Hintergrundsignalen führen kann. Erschwe-
rend kommt hinzu, dass die auf Autofluoreszenz zu-
rückgehenden Signalanteile häufig spektral, d. h. be-
züglich ihrer Wellenlänge, mit den gängigen Fluores-
zenzfarbstoffen überlagern. Daher ist eine einfache 
spektrale Diskriminierung durch den Einsatz von 
Farbfiltern in vielen Fällen nicht möglich oder bringt 

nur unzureichende Ergebnisse.

[0004] Als Alternative zu bildgebenden Verfahren 
auf Basis der Messung der reinen Fluoreszenzinten-
sität wurden mittlerweile bildgebende Verfahren ent-
wickelt, die auf der Bestimmung der Fluoreszenzle-
bensdauer basieren. Die sogenannte Fluoreszenzle-
bensdauer-Mikroskopie (Fluorescence Lifetime Ima-
ging Microscopy, FLIM) ist inzwischen weit entwickelt 
und in einigen kommerziell erhältlichen Fluoreszenz-
mikroskopen als Option nutzbar. Bei einer häufig ein-
gesetzten Variante der Fluoreszenzlebensdauer-Mi-
kroskopie wird eine fluoreszierende Probe mit einem 
kurzen Laserpuls angeregt und es wird die Zeit ge-
messen, bis ein Fluoreszenzphoton durch einen De-
tektor registriert wird. Diese Messung wird mehrfach 
wiederholt, um eine Intensitätszerfallstatistik zu er-
halten, die im einfachsten Fall eine exponentielle Ab-
nahme der Fluoreszenzintensität nach Abschalten 
der Anregungsstrahlung beschreibt. An die gemes-
senen Daten wird dann eine monoexponentielle oder 
multiexponentielle Funktion angepasst, die im mono-
exponentiellen Fall beispielsweise durch: 

beschrieben werden kann. Hierbei ist I(t) die von der 
Zeit t abhängige Fluoreszenzintensität, die ausge-
hend von einer Anfangsintensität I0 zeitlich abklingt. 
Das zeitliche Abklingen wird durch die Zerfallskons-
tante τ definiert, die denjenigen Zeitpunkt beschreibt, 
an dem die Anfangsintensität I0 auf den Wert 1/e ab-
gefallen ist. Dieser Wert (1/e) beschreibt die mittlere 
Zeit, die ein Molekül im elektronisch angeregten Zu-
stand verweilt, bis es ein Photon aussendet.

[0005] Bei den klassischen FLIM-Techniken wird in 
der Regel ein Falschfarbenbild der Probenoberfläche 
erzeugt, indem der Fluoreszenzzerfall an jedem Bild-
punkt aufgezeichnet und für jeden Bildpunkt die Flu-
oreszenzlebensdauer bestimmt wird. Als Ergebnis 
kann beispielsweise ein Bild erzeugt werden, wel-
ches jedem Bildpunkt eine individuelle Zeitkonstante 
bzw. Lebensdauer zuweist. Auf diese Weise lassen 
sich u. a. Proteininteraktionen oder intrazelluläre Ab-
standsänderungen bestimmen oder zumindest ab-
schätzen (siehe z. B. Fachartikel: „Fluorescence Cor-
relation Specroscopy and Fluorescence Lifetime 
Imaging Microscopy”, von Breusegem, S., M. Levi, 
und M. Barry, in: Review. Nephron Exp Nephrol. 
(2006) 103 (2): Seite e41–e49). Andere Beispiele 
werden im Fachartikel „Fluorescence Lifetime Ima-
ging (FLIM) zur Analyse der lokalen Lipid-Umge-
bung” von A. Bülter, B. Krämer, F. Koberling, A. Tan-
nert, T. Korte und A. Hermann in: BIOspektrum 3/05 
(11. Jahrgang) Seiten 351 bis 353 angegeben. Für 
eine ausführlichere Beschreibung der Methodik der 
Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie wird auf ein-
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schlägige Fachbücher verwiesen.

[0006] Trotz der prinzipiell großen Leistungsfähig-
keit der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie zur 
Analyse auch kleinster Probenvolumina können In-
terpretationsfehler der erzeugten Bilder häufig nicht 
ausgeschlossen werden, da die Fluoreszenzlebens-
dauer eines Emitters von vielen Faktoren abhängig 
ist, die häufig unbekannt sind oder nur abgeschätzt 
werden können.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Vor diesem Hintergrund ist es eine Aufgabe 
der Erfindung, ein Verfahren und ein System zur Cha-
rakterisierung einer Probe mittels bildgebender Fluo-
reszenzmikroskopie bereit zu stellen, welches die 
Möglichkeiten kommerzieller Verfahren und Systeme 
zur hochauflösenden Analyse erweitert. Insbesonde-
re sollen Verbesserungen bei der Charakterisierung 
biologischer Proben mit starkem Hintergrundsignal 
erzielt werde, z. B. durch Verbesserung des opti-
schen Kontrastes.

[0008] Zur Lösung dieser Aufgaben stellt der Erfin-
dung ein Verfahren mit den Merkmalen von Anspruch 
1 bereit. Weiterhin wird ein System mit den Merkma-
len von Anspruch 10 bereitgestellt. Vorteilhafte Wei-
terbildungen sind in den abhängigen Ansprüchen an-
gegeben. Der Wortlaut sämtlicher Ansprüche wird 
durch Bezugnahme zum Inhalt der Beschreibung ge-
macht.

[0009] Bei dem Verfahren wird, ähnlich wie bei her-
kömmlichen Verfahren mit Fluoreszenzlebens-
zeit-Bestimmung, die Fluoreszenzintensität nach Ab-
schalten einer Anregungsstrahlung zeitaufgelöst er-
fasst, um für eine Vielzahl von Bildpunkten jeweils 
eine Abklingfunktion zu ermitteln, die das zeitliche 
Abklingen der Fluoreszenzintensität, also den Fluo-
reszenzzerfall, repräsentiert. In einem weiteren Ver-
fahrensschritt werden die den Bildpunkten zugeord-
neten Abklingfunktionen mit mindestens einer Refe-
renz-Abklingfunktion verglichen, um für jeden der 
Bildpunkte einen zugeordneten Fehlerwert zu be-
stimmen. Der einem Bildpunkt zugeordnete Fehler-
wert ist dabei ein Maß für eine Abweichung der dem 
Bildpunkt zugeordneten Abklingfunktion von der Re-
ferenz-Abklingfunktion. Durch den Vergleichsschritt 
zwischen der den jeweiligen Bildpunkten zugeordne-
ten Abklingfunktionen und mindestens einer Refe-
renz-Abklingfunktion wird somit eine Zerfallsforma-
nalyse durchgeführt, um für den jeweiligen Bildpunkt 
eine Ähnlichkeit bzw. Unähnlichkeit des lokalen Fluo-
reszenzzerfalls mit einem Referenzzerfall (repräsen-
tiert durch die Referenz-Abklingfunktion) zu erhalten. 
Die ermittelten Fehlerwerte werden dann zur Erzeu-
gung eines Bildes der Probe verwendet. Dies bedeu-
tet insbesondere, dass die Fehlerwerte ortsauflö-
send, d. h. für unterschiedliche Bildpunkt bzw. Grup-

pen von Bildpunkten gesondert, für die Bilderzeu-
gung genutzt werden.

[0010] Der Begriff „Bildpunkt” bezeichnet hier eine 
experimentelle Größe, die sich aus den Anforderun-
gen der jeweiligen Anwendung ergibt. Die minimale 
Größe eines Bildpunktes kann z. B. aus der mit dem 
optischen System erzielbaren räumlichen Auflösung 
d bei beugungsbegrenzter Abbildung gemäß d = 
λ/(2·NA) abgeleitet sein und somit z. B. etwa der Hälf-
te der verwendeten Wellenlänge (i. e. λ/2) entspre-
chen. Die Größe eines Bildpunktes kann bei Anwen-
dung geeigneter Superresolutionsverfahren, z. B. 
sub-diffraction-limit imaging by stochastic optical re-
construction microscopy (STORM) auch geringer 
sein, z. B. bis hinunter zu ca. λ/20. Wenn eine gerin-
gere räumliche Auflösung ausreicht, kann ein Bild-
punkt auch wesentlich größer sein und z. B. einem 
Bereich mit einer mittleren Größe entsprechen, die 
etwa der verwendeten mittleren Wellenlänge oder ei-
nem Vielfachen davon entspricht.

[0011] Ein Bildpunkt kann in verschiedenen Rich-
tungen die gleiche Ausdehnung haben und beispiels-
weise eine quadratische Form aufweisen. Er kann 
aber auch in einer ersten Richtung größer sein als in 
einer quer dazu verlaufenden zweiten Richtung. Bei-
spielsweise können Bildpunkte eine rechteckige 
Form mit unterschiedlicher Länge und Breite haben. 
Die Ausdehnung eines Bildpunktes in einer bestimm-
ten Richtung kann der in dieser Richtung gewünsch-
ten Auflösung angepasst sein. Bildpunkte können z. 
B. in der Richtung mit gewünschter hoher Ortsauflö-
sung schmaler sein als in einer dazu senkrechten 
Richtung, in der nur geringere Ortsauflösung benötigt 
wird.

[0012] Die Bildpunkte für die Ermittlung des Fehler-
wertes müssen nicht zwingend mit den Bildpunkten 
zur Ermittlung des Fluoreszenzintensitätssignals 
übereinstimmen. Die Große der Bildpunkte für die Er-
mittlung der Abklingfunktion wird vorzugsweise so 
gewählt, dass sich eine hinreichend gute Zerfallssta-
tistik ergibt, die einen aussagekräftigen Vergleich mit 
einer Referenz-Abklingfunktion zulässt. Sind bei-
spielsweise die Absolutwerte der Fluoreszenzintensi-
tät in einem Probenbereich besonders gering, so 
kann die Ausdehnung der Bildpunkte für die Ermitt-
lung des Fehlerwertes entsprechend größer gewählt 
werden als in Bereichen mit hohen Absolutwerten der 
Fluoreszenzintensität. Für die Bilderzeugung ist le-
diglich wichtig, dass jedem für die Bilderzeugung vor-
gesehenen Bildpunkt ein Fehlerwert zugeordnet ist. 
Es kann z. B. sein, dass zu jedem Bildpunkt einer 
Vielzahl benachbarter Bildpunkte ein anderer zuge-
ordneter Fehlerwert gehört. Es ist auch möglich, dass 
zu einer Gruppe unmittelbar benachbarter Bildpunkte 
eines Bildes ein und derselbe Fehlerwert gehört, so 
dass mehreren unmittelbar benachbarten Bildpunk-
ten der gleiche Fehlerwert zugeordnet ist.
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[0013] Als Referenz-Abklingfunktion kann eine mo-
noexponentielle Abklingfunktion gewählt werden, die 
sich beispielsweise dann ergeben würde, wenn nur 
eine einzige fluoreszierende Spezies in einer be-
stimmten Umgebung vorhanden wäre. Eine solche 
Situation ist mit einer einzigen Zeitkonstante τ hinrei-
chend genau beschreibbar. Bei Verwendung eines 
einzigen Markerfarbstoffes können auf diese Weise 
Bereiche identifiziert werden, die einen relativ hohen 
Anteil an Markerfarbstoff haben, denn der Fluores-
zenzzerfall in diesen Bereichen sollte nur geringfügig 
von dem monoexponentiellen Referenzzerfall abwei-
chen und entsprechend kleine Fehlerwerte ergeben, 
während Bereiche mit kleinerem Anteil an Marker-
farbstoff eher einen multiexponentiellen Fluoreszenz-
zerfall und entsprechend höhere Fehlerwerte zeigen 
werden.

[0014] Alternativ oder zusätzlich ist es auch mög-
lich, als Referenz-Abklingfunktion eine multiexponen-
tielle Abklingfunktion zu wählen. Hier können insbe-
sondere biexponentielle Abklingfunktionen, d. h. Ab-
klingfunktionen mit genau zwei unterschiedlichen 
Zeitkonstanten, vorteilhaft sein, da sie eine relativ zu-
verlässige Anpassung erlauben. Eine zuverlässige 
multiexponentielle Anpassung kann z. B. für soge-
nannte FRET-Systeme sinnvoll sein, was im Folgen-
den näher erläutert wird.

[0015] Ein besonderes Anwendungsgebiet von 
klassischen FLIM Methoden, insbesondere für biolo-
gische Fragestellungen, umfasst das FRET-(Fluore-
scence Resonance Energy Transfer) Imaging, das z. 
B. zur Verfolgung von Abstandsänderungen oder mo-
lekularen Interaktionen im Bereich weniger Nanome-
ter eingesetzt wird. Hierbei wird strahlungslos Anre-
gungsenergie von einem kurzwellig emittierenden 
Donor auf einen längerwellig absorbierenden (und 
emittierenden) Akzeptor übertragen.

[0016] Die Effizienz dieses Übertrags ist hierbei un-
ter anderem von der 6. Potenz des Abstands der bei-
den Chromophore abhängig. Während die Fluores-
zenzlebensdauer des Akzeptors nicht vom Übertrag 
beeinflusst wird, hängt die Donorfluoreszenzlebens-
dauer direkt von der Übertragseffizienz ab. Eine Ver-
fahrensvariante zeichnet nun zunächst die Fluores-
zenzlebensdauer des Akzeptors durch direkte Anre-
gung ortsaufgelöst auf. Hierbei erhält man ein 
FLIM-Bild der Akzeptorlebensdauer. Die so erhalte-
nen Werte können als festgesetzten Parameter ver-
wendet werden, um ein FLIM-Bild aufzuzeichnen, 
das durch Anregung des Donors generiert wird (hier-
bei detektiert man gleichzeitig die Emission des Ak-
zeptors und die des teilweise fluoreszenzgelöschten 
Donors). Durch die Kenntnis der ortsaufgelösten Ak-
zeptorlebensdauer kann man nun eine biexponentiel-
le Referenz-Abklingfunktion generieren, deren unbe-
kannte Parameter die Lebensdauer und Intensitäts-
amplitude des Donorzerfalls darstellen. Trägt hierbei 

eine starke Autofluoreszenz zum gemessenen Signal 
bei, ergeben sich zusätzliche Zerfallskonstanten, der 
gemessene Zerfall weicht von der Referenzfunktion 
ab. Somit kann auch für komplexe gekoppelte multi-
chromophore Systeme das Verfahren Anwendung 
finden.

[0017] Es ist möglich, aus einer Korrelation mehre-
rer Vergleiche weitere Informationen über die unter-
suchte Probe abzuleiten, wobei z. B. bei manchen 
Ausführungsformen sowohl mit einer monoexponen-
tiellen als auch mit einer multiexponentielle Refe-
renz-Abklingfunktion verglichen wird.

[0018] Bei manchen Ausführungsformen werden 
die für die einzelnen Bildpunkte ermittelten Fehler-
werte direkt in ein Falschfarbenbild oder eine andere 
zweidimensionale oder dreidimensionale Repräsen-
tation der untersuchten Probenbereiches umgerech-
net, um für den analysierten Probenbereich ortsauflö-
send die jeweiligen Fehlerwerte bzw. die für die ein-
zelnen Probenvolumina ermittelten Abweichungen 
von der Referenz-Abklingfunktion sichtbar zu ma-
chen. Eine ortsauflösende Analyse der Fehlerwerte 
in einem Fehlerwertbild kann unmittelbar zur Charak-
terisierung von Proben, insbesondere von biologi-
schen Proben, herangezogen werden.

[0019] Durch die Analyse der Zerfallsform kann bei-
spielsweise das Verhältnis von Nutzsignal zu Hinter-
grundsignal direkt experimentell zugänglich gemacht 
und visualisiert werden. Hierdurch kann z. B. die Ver-
teilung einer Fluoreszenzmarkierung in einem Gewe-
be, in einer lebenden Zelle oder in einem anderen 
Probenmaterial verfolgt werden. Dadurch kann bei-
spielsweise auch in nur schwach fluoreszenten Pro-
benbereichen der Markeranteil, d. h. der Anteil des 
zum Markieren verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs, 
bestimmt werden. Ist beispielsweise in einer Proben-
region nur wenig Probenmaterial vorhanden, so ist 
die gemessene Fluoreszenzintensität gering, so dass 
in einem auf Fluoreszenzintensitäten basierenden 
Bild solche Bereiche entsprechend unauffällig, bei-
spielsweise dunkel erscheinen würden. Trotzdem 
kann gegebenenfalls der relative Anteil der Fluores-
zenzmarkierung in solchen Bereichen z. B. aufgrund 
von Agglomerationseffekten überdurchschnittlich 
hoch sein. Mit der vorgeschlagenen Verfahrensvari-
ante werden solche Informationen über die Vertei-
lung von Substanzen im Probenmaterial zugänglich. 
Eine Kenntnis des Verhältnisses von markiertem Pro-
benmaterial zu nicht-markiertem Probenmaterial 
kann beispielsweise bei biologischen Proben dazu 
genutzt werden, intrazelluläre Transport- oder Spei-
cherprozesse zu verfolgen. Eine solche Analyse, ge-
gebenenfalls gepaart mit intensitätssensitiven Ver-
fahren, kann in vielen Bereichen der Life Science 
nutzbringend angewendet werden, von grundlegen-
den Fragestellungen bis zu Wirkungsanalysen neu-
artiger Pharmazeutika.
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[0020] Bei einer Ausführungsform wird eine ortsauf-
lösende Erfassung der Fluoreszenzintensität für eine 
Vielzahl von Bildpunkten zur Ermittlung von den Bild-
punkten zugeordneten Fluoreszenzintensitätssigna-
len durchgeführt und die Fluoreszenzintensitätssig-
nale werden mit dem zu dem Bildpunkt gehörenden 
Fehlerwerten gewichtet, um gewichtete Fluoreszen-
zintensitätssignale zu ermitteln. Dann werden unter 
Verwendung der gewichteten Fluoreszenzintensitäts-
signale ein oder mehrere Bilder der Probe erzeugt. 
Durch diese Verfahrensvariante, die eine „Zerfalls-
formgewichtung” der Fluoreszenzintensitätssignale 
beinhaltet, ist eine erhebliche Steigerung des opti-
schen Kontrastes in der bildgebenden Fluoreszenz-
mikroskopie möglich. Der Begriff „optischer Kontrast”
bezeichnet hier das Intensitätsverhältnis zwischen 
dem Nutzsignal und dem (in der Regel unerwünsch-
ten) Hintergrundsignal. Eine solche Kontraststeige-
rung ist insbesondere im Bereich biologischer Pro-
ben von höchstem Interesse, da insbesondere diese 
Proben häufig sehr hohe Hintergrundsignalintensitä-
ten aufweisen, die vor allem durch zelluläre Autofluo-
reszenz erzeugt werden. Die Gewichtung der Fluo-
reszenzintensitätssignale mit Hilfe der aus den Ab-
klingfunktionen ermittelten Fehlerwerte kann zur 
Kontraststeuerung genutzt werden, da dadurch die 
Möglichkeit eröffnet ist, auf robuste Art ohne Voran-
nahmen das Hintergrundsignal zu unterdrücken, 
während gleichzeitig das Nutzsignal stärker gewich-
tet wird.

[0021] Bei einer Verfahrensvariante wird beim Ver-
gleichen der den Bildpunkten zugeordneten Abkling-
funktionen mit einer Referenz-Abklingfunktion für je-
den Bildpunkt der Wert des Fehlerquadrats χ2 be-
stimmt, wodurch die Auswertung besonders schnell 
und einfach wird. Der Fehlerwert kann direkt dem 
Fehlerquadrat χ2 entsprechen oder davon abgeleitet 
sein. Beispielsweise kann der Wert von χ4 als Fehler-
wert genutzt werden. Verfahren zur Bestimmung des 
Fehlerquadrates nach der Methode der kleinsten 
Fehlerquadrate (Least Squares Method) sind in vie-
len kommerziellen Systemen häufig bereits imple-
mentiert und können für diesen Zweck genutzt wer-
den. Der Wert des Fehlerquadrats ist ein Maß für die 
Abweichung einer angepassten Funktion von experi-
mentellen Werten und kann daher zur Bestimmung 
der Qualität der Anpassung genutzt werden. Je stär-
ker ein gemessener Fluoreszenzzerfall von einem 
Referenzzerfall, z. B. einem monoexpontentiellen 
Verhalten, abweicht, desto größer wird der χ2-Wert 
sein und desto mehr Hintergrundsignal wurde dem-
entsprechend aufgezeichnet. Man hat also durch den 
Fehlerwert ein quantitatives Maß, um den Anteil von 
Nutzsignalen bzw. Hintergrundsignalen zu bestim-
men. Andere Methoden zur Bestimmung der Abwei-
chung zwischen der gemessenen Abklingfunktion 
und einer Referenz-Abklingfunktion sind ebenfalls 
möglich, beispielsweise eine Integration der Mess-
kurve und der Referenzkurve und ein anschließender 

Vergleich der erhaltenen Werte.

[0022] Bei einer Verfahrensvariante wird ein Bild der 
Probe unter Verwendung der Fehlerwertes dadurch 
erzeugt, dass die für jeden Bildpunkt ermittelten Wer-
te für die Fluoreszenzintensität mit dem Reziprokwert 
des ermittelten Fehlerwertes, beispielsweise mit dem 
Reziprokwert des Fehlerquadrats χ2, oder mit einem 
hierzu proportionalen Wert, multipliziert werden. Auf 
diese Weise wird ein Hintergrundsignal, welches ei-
nem hohen Fehlerwert entspricht, weniger gewichtet, 
während Nutzsignale, die entsprechend kleineren 
Werten des Fehlerwertes entsprechen, überhöht 
werden. Andere Möglichkeiten der Gewichtung der 
Fluoreszenzintensitätssignale mit Hilfe der Fehlerpa-
rameter sind ebenfalls möglich.

[0023] Die Erfindung betrifft auch ein System zur 
Charakterisierung einer Probe mittels bildgebender 
Fluoreszenzmikroskopie mit:  
einer Einrichtung zur zeitauflösenden Erfassung der 
Fluoreszenzintensität nach Abschalten einer Anre-
gungsstrahlung zur Ermittlung einer das zeitliche Ab-
klingen der Fluoreszenzintensität repräsentierenden 
Abklingfunktion für eine Vielzahl von Bildpunkten;  
einer Einrichtung zum Vergleichen der den Bildpunk-
ten zugeordneten Abklingfunktionen mit mindestens 
einer Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung eines 
Fehlerwertes für jeden der Bildpunkte, wobei der ei-
nem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ein Maß für 
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.

[0024] Das System kann z. B. ein konfokales Mikro-
skopsystem umfassen, um kleinste Probenvolumina 
mit hoher Ortsauflösung untersuchen zu können und 
um ggf. auch Untersuchungen in unterschiedlichen 
Probentiefen durchführen zu können, die zur Erzeu-
gung dreidimensionaler (räumlicher) Abbildungen 
des untersuchten Probenbereichs verarbeitet werden 
können.

[0025] Ausführungsformen der Erfindung können in 
Form zusätzlicher Programmteile oder Programm-
module in die Auswertesoftware bereits existierender 
Systeme zur Charakterisierung von Proben mittels 
bildgebender Fluoreszenzmikroskopie implementiert 
werden.

[0026] Daher betrifft ein weiterer Aspekt der vorlie-
genden Erfindung ein 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 ausgeführt ist bewirkt, dass 
der Computer ein Verfahren gemäß der Erfindung 
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bzw. einer bevorzugten Ausführungsform hiervon 
durchführt.

[0027] Diese und weitere Merkmale gehen außer 
aus den Ansprüchen auch aus der Beschreibung und 
den Zeichnungen hervor, wobei die einzelnen Merk-
male jeweils für sich allein oder zu mehreren in Form 
von Unterkombinationen bei einer Ausführungsform 
der Erfindung und auf anderen Gebieten verwirklicht 
sein und vorteilhafte Ausführungen darstellen kön-
nen.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0028] Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung 
wesentlicher Funktionseinheiten einer Einrichtung 
zur Fluoreszenzlebensdauerbestimmung durch Ein-
zelphotonenzählstatistiken (Time-correlated sing-
le-photon counting, TCSPC);

[0029] Fig. 2 zeigt in Fig. 2A und Fig. 2B zwei Flu-
oreszenzzerfall-Histogramme, in welchen die Anzahl 
einzelner Fluoreszenzphotonen aus einem Proben-
volumen als Funktion der Zeit t nach Abschalten ei-
ner Anregungsstrahlung gemeinsam mit möglichen 
Referenz-Abklingfunktionen und Abweichungen da-
von dargestellt ist;

[0030] Fig. 3 zeigt schematisch drei unterschiedli-
che Fluoreszenzzerfallskurven für unterschiedliche 
Verhältnisse zwischen Nutzsignal und Hintergrundsi-
gnal, wobei der Anteil des Hintergrundsignals und da-
mit der Wert des Fehlerwertes von links nach rechts 
zunimmt und der Anteil der fluoreszierenden Marker-
substanz von links nach rechts abnimmt;

[0031] Fig. 4 zeigt in Fig. 4A ein Fluoreszenzinten-
sitätsbild von mit GFP fluoreszenzmarkierten Zell-
membranen von Arabidopsis-Zellen, in Fig. 4B ein 
Fluoreszenzintensitätsprofil entlang der weißen Linie 
in Fig. 4A (schwarze Punkte) sowie zugehörige Feh-
lerwerte (graue Balken), sowie in Fig. 4C das mit Hil-
fe der Zerfallsform gewichtete Intensitätsprofil aus 
Fig. 4B; und

[0032] Fig. 5 zeigt in Fig. 5A und Fig. 5B Fluores-
zenzintensitätsbilder von GFP markierten Zellmemb-
ranen getrennt durch eine Zellwand, wobei Fig. 5A
ein Bild ohne kontraststeigernde Korrektur, Fig. 5B
ein Bild mit kontraststeigernder Korrektur, Fig. 5C
eine Vergleichsdarstellung von Fluoreszenzintensi-
tätsprofilen der unkorrigierten Rohdaten (I) sowie der 
gewichteten Fluoreszenzintensitätssignale (I') und 
Fig. 5D ein Fehlerwertbild zeigt.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVOR-
ZUGTEN AUSFÜHRUNGSFORMEN

[0033] Bevorzugte Ausführungsformen der Erfin-
dung werden im Folgenden anhand von Ausfüh-

rungsbeispielen erläutert, die sich der Ausstattung 
von kommerziellen konfokalen Fluoreszenzmikros-
kopen mit Flourescence Lifetime Imaging Microscopy 
(FLIM)-Option bedienen. Zur Durchführung des Ver-
fahrens geeignet sind beispielsweise Fluoreszenz-
mikroskope mit Einzelmolekülempfindlichkeit, wie sie 
unter der Bezeichnung „MicroTime® 200” von der Fir-
ma PicoQuant GmbH, Berlin hergestellt und vertrie-
ben werden. Das für die bildgebende Fluoreszenz-
mikroskopie eingerichtete konfokale Mikroskopsys-
tem enthält Hardware und Software für eine zeitkor-
relierte Einzelphotonenzählung (TCSPC) zur Daten-
aufnahme und hat weiterhin Einrichtungen zur Ermitt-
lung des zeitlichen Abklingens der Fiuoreszenzinten-
sität nach Anregung der Fluoreszenz durch einen 
kurzen Laserpuls.

[0034] Anhand von Fig. 1 wird zunächst das Prinzip 
der Fluoreszenzlebensdauerbestimmung durch Ein-
zelphotonenzählstatistiken näher erläutert. Bei die-
sem Verfahren wird eine fluoreszierende Probe P mit 
einem kurzen, im Idealfall deltaförmigen Laserpuls 
LP angeregt. Zeitgleich wird über einen Synchronisa-
tionspuls SP ein Startsignal START erzeugt, das eine 
Stoppuhr SW startet, die mittels eines Stoppulses 
STOP angehalten wird, sobald ein Fluoreszenzpho-
ton auf dem Detektor eines Photomultipliers PM re-
gistriert wird. Diese Messung wird mehrfach wieder-
holt.

[0035] Nach Abschalten der Anregungsstrahlung, d. 
h. nach Empfang des Laserpulses, verweilen die an-
geregten Moleküle für eine gewisse Zeit (Lebenszeit) 
im angeregten Zustand und kehren dann in den 
Grundzustand zurück, wobei pro angeregtem Mole-
kül maximal ein Fluoreszenzphoton emittiert wird. Die 
meisten angeregten Moleküle haben nur eine relativ 
kurze Lebenszeit im angeregten Zustand, bei ande-
ren vergeht mehr Zeit, bis sie in den Grundzustand 
zurückfallen und ein Fluorenzphoton erzeugen. Da 
die meisten Moleküle nach Abschalten der Anre-
gungsstrahlung nur eine relativ kurze Lebenszeit ha-
ben, ist die Fluoreszenzintensität unmittelbar nach 
Abschalten der Anregungsstrahlung am höchsten 
und wird dann kontinuierlich schwächer, da längerle-
bige Moleküle im angeregten Zustand seltener sind 
als kurzlebige. Das zeitliche Abklingen der Fluores-
zenzintensität kann, ähnlich dem radioaktiven Zerfall, 
im einfachsten Fall durch eine monoexponentielle 
Abnahme der Fluoreszenzintensität beschrieben 
werden. Dabei kann an die experimentellen Daten 
eine als Referenz-Abklingfunktion dienende Expo-
nentialfunktion gemäß 

angepasst werden. Praktisch wird die Referenz-Ab-
klingfunktion zuvor mit einer zuvor aufgenommenen 
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instrumentenantwortfunktion (IRF) gefaltet. In der 
Beschreibung gemäß Gl. (1) repräsentiert die Zer-
fallskonstante τ denjenigen Zeitpunkt, an dem die An-
fangsintensität I0 auf den Wert 1/e abgefallen ist. Die-
ser Wert beschreibt somit die mittlere Zeit, die das 
Molekül im elektronisch angeregten Zustand verweilt, 
bis es ein Photon aussendet.

[0036] Die über die Zerfallskonstante τ ermittelbare 
Fluoreszenzlebenszeit ändert sich in der Regel z. B. 
mit den Ionenkonzentrationsverhältnissen in der Um-
gebung des angeregten Moleküls und kann somit als 
eine auf moleklarer Ebene wirkende Messsonde ge-
nutzt werden. Auch der lokale Brechungsindex, mög-
liche Energietransferpartner oder die Flexibilität der 
lokalen Umgebungsmatrix können starken Einfluss 
auf die Fluoreszenzlebenszeit haben.

[0037] Fig. 2A und Fig. 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 zu-
grundeliegenden Daten ermittelt werden, indem eine 
Exponentialfunktion, z. B. gemäß Gleichung (1), an-
gepasst und daraus die Zerfallskontante τ bestimmt 
wird. Typische Lebensdauern liegen häufig im Be-
reich von wenigen Nanosekunden (ns). Jeweils un-
terhalb der Histogramme sind die Fehler RES der An-
passung (häufig als Residuals bezeichnet) darge-
stellt. Ein relativ geringes und über die Zeit relativ 
gleichmäßiges Fehlerniveau wie in Fig. 2A deutet 
auf eine relativ gute Anpassung hin. Hohe Werte der 
Residuals und/oder starke Schwankungen über die 
Zeit t, wie sie in Fig. 2B gezeigt sind, deuten darauf 
hin, dass sich der experimentell erfasste Fluores-
zenzzerfall mit der gewählten Anpassungsfunktion 
nur schlecht beschreiben lässt.

[0038] In klassischen FLIM-Techniken wird auf Ba-
sis dieser Fluoreszenzlebensdauer-Daten beispiels-
weise ein Falschfarbenbild des beobachteten Pro-
benbereichs erzeugt, indem der Fluoreszenzzerfall 
an jedem Bildpunkt aufgezeichnet und für die jeweili-
gen Bildpunkte die Lebensdauer bestimmt und als 
Falschfarbe dargestellt wird. Als Ergebnis erhält man 
dadurch ein Bild, welches jedem Bildpunkt eine indi-
viduelle Zeitkonstante zuweist. Solche Verfahren sto-
ßen jedoch an ihre Grenzen, sobald das Hintergrund-
signal zu dominant wird und insbesondere mit einer 
ähnlichen Zeitkonstante abklingt wie das von der Flu-
oreszenzmarkierung herrührende Nutzsignal.

[0039] Im Folgenden wird nun eine Verfahrensvari-
ante beschrieben, die es erlaubt, effektiv zwischen 
Nutzsignalen und Hintergrundsignalen zu diskrimi-
nieren. Hierbei wird ausgenutzt, dass ein Fluores-
zenzmarkerfarbstoff typischerweise nur eine einzige 
Zeitkonstante des Fluoreszenzzerfalls aufweist, so 
dass die Abnahme der Fluoreszenzintensität mit der 

Zeit demnach im Wesentlichen einem einfachen ex-
ponentiellen Zusammenhang gehorcht. Diese An-
nahme gilt insbesondere, wenn sehr kleine Proben-
volumina untersucht werden, wie es z. B. bei der op-
tischen Abbildung eines konfokalen Mikroskops der 
Fall ist. Im Gegensatz dazu sind Hintergrundsignale 
in der Regel äußerst unspezifisch, da eine Vielzahl 
von möglichen Emittern zu dem gemessenen Intensi-
tätsabfall beitragen kann. Da jeder unterschiedliche 
Emitter in der Regel eine eigene individuelle Zerfalls-
konstante aufweist, ist der für den Hintergrund ge-
messene Fluoreszenzzerfall in der Regel eine Super-
position der Zerfallskurven vieler individueller Emitter 
und lässt sich daher nicht oder nur mit wesentlich 
größerem Fehler mit einer einfachen experimentellen 
Zerfallsfunktion beschreiben. Diese Zusammenhän-
ge werden bei einer Verfahrensvariante ausgenutzt, 
um die dynamische Auflösung, d. h. den optischen 
Kontrast, des bildgebenden Verfahrens zu steigern.

[0040] Bei dieser Verfahrensvariante wird an jedem 
interessierenden Bildpunkt ein Fluoreszenzzerfall 
aufgezeichnet, also eine zeitauflösende Erfassung 
der Fluoreszenzintensität nach Abschalten einer An-
regungsstrahlung durchgeführt, um das zeitliche Ab-
klingen der Fluoreszenzintensität (d. h. den Fluores-
zenzzerfall) zu ermitteln. Dieser wird normalerweise 
durch eine Abklingfunktion ähnlich der in Fig. 2 ge-
zeigten für jeden interessierenden Bildpunkt be-
schrieben. Außerdem wird die Fluoreszenzintensität 
für alle interessierenden Bildpunkte ortsauflösend er-
fasst, um daraus den Bildpunkten zugeordnete Fluo-
reszenzintensitätssignale zu ermitteln. Die Fluores-
zenzintensität kann dabei durch zeitliche Integration 
derjenigen Daten ermittelt werden, die bei der zeitau-
flösenden Erfassung des Fluoreszenzzerfalls ermit-
telt werden.

[0041] Dann wird ein Vergleich der den Bildpunkten 
zugeordneten Abklingfunktionen mit mindestens ei-
ner Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung eines 
Fehlerwertes für jeden der Bildpunkte durchgeführt. 
Im hier beschriebenen Ausführungsbeispiel reprä-
sentiert die Referenz-Abklingfunktion eine Monoex-
ponentialfunktion gemäß Gleichung (1). Der einem 
Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ist dabei ein Maß 
für eine Abweichung der dem Bildpunkt zugeordne-
ten Abklingfunktion von der Referenz-Abklingfunkti-
on. Bei dem Ausführungsbeispiel kann die Qualität 
der Anpassung z. B. durch das Fehlerquadrat χ2

quantifiziert werden. Je mehr nun das Nutzsignal zu 
den gemessenen Intensitätszerfall beigetragen hat, 
je höher also der Anteil des Nutzsignals angemesse-
nen Gesamtsignal ist, desto besser wird sich die 
Messkurve mit einer monoexponentiellen Funktion 
beschreiben lassen und desto kleiner ist konsequen-
ter Weise der Wert des Fehlerquadrats. Trägt umge-
kehrt im Wesentlichen das Hintergrundsignal zum 
gemessenen Intensitätssignal bei, so erreicht der 
Fehlerwert relativ große Werte. Dieser Zusammen-
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hang ist schematisch in Fig. 3 dargestellt.

[0042] Fig. 3 zeigt idealisierte Fluoreszenzzerfall-
kurven für unterschiedliche Verhältnisse des Nutzsig-
nals zum Hintergrundsignal. In den drei Diagrammen 
ist jeweils der Logarithmus der Fluoreszenzintensität 
I über der Zeit t aufgetragen. Von links nach rechts, d. 
h. von Fig. 3A zu Fig. 3C, sinkt der Anteil des von ei-
nem Fluoreszenzmarker (GFP) stammenden Nutzsi-
gnals. Bei einem relativ hohen Anteil (Fig. 3A) ergibt 
sich dann ein weitgehend linearer Zusammenhang 
zwischen dem Logarithmus der Fluoreszenzintensi-
tät und der Zeit, entsprechend einem monoexponen-
tiellen Zerfall. Der entsprechende Fehlerwert Err bei 
einer Anpassung einer monoexponentiellen Refe-
renz-Funktion REF ist dementsprechend gering. Je 
geringer der Anteil der vom Fluoreszenzmarker stam-
menden Intensität (Nutzsignal) am Gesamtsignal 
wird, desto schlechter wird die Anpassung der Mono-
exponentialfunktion an die Messwerte, was sich in 
den Diagrammen an zunehmend starken Abwei-
chungen des Zusammenhangs von einem linearen 
Zusammenhang (gestrichelt gezeigte Referenz-Ab-
klingfunktion REF) zeigt. Dementsprechend steigt 
der Fehlerwert Err der Anpassung, je höher der Anteil 
des Hintergrundsignals relativ zum Nutzsignal am 
Gesamtsignal wird. Je mehr Hintergrund zum gemes-
senen Signal beiträgt, desto stärker weicht also das 
Zerfallsprofil von einem monoexponentiellen Verhal-
ten ab und desto größer ist demnach der Fehlerwert 
bei einfach-exponentieller Anpassung.

[0043] Bei der Bildgebung werden nun die zu den 
Bildpunkten gehörigen Fehlerwerte genutzt, indem 
für jeden Bildpunkt die Fluoreszenzintensitätssignale 
mit den zu dem Bildpunkt gehörenden Fehlerwert ge-
wichtet werden. Ein wesentlicher Aspekt dieser Ver-
fahrensvariante besteht somit darin, dass nicht die 
Fluoreszenzlebensdauer τ bestimmt und zur Bildge-
bung herangezogen wird, sondern dass die Qualität 
der Anpassung, parametrisiert durch einen geeigne-
ten Fehlerwert, als Wertungsparameter eingesetzt 
und bei der Bildgebung berücksichtigt wird. Hierbei 
wird berücksichtigt, dass ein Fluoreszenzzerfall nur 
dann einer einfachen Exponentialfunktion gehorcht, 
wenn genau eine fluoreszierende Spezies (in homo-
gener Umgebung) mit einer einzigen Zerfallskonstan-
te zum Zerfall beiträgt. Während dies bei einer geziel-
ten Fluoreszenzmarkierung in hohem Maße der Fall 
ist, wird diese Bedingung im Bereich von starker Hin-
tergrundautofluoreszenz nicht erfüllt. Hier tragen 
nämlich viele unterschiedliche Emitter mit jeweils in-
dividuellen Zerfallskonstanten zum gemessenen Sig-
nal bei, so dass der resultierende Fluoreszenzzerfall 
in der Regel ausgeprägt multiexponentiell ist.

[0044] Die hier beschriebene Verfahrensvariante 
benutzt den Wert des Fehlerquadrats χ2, also ein 
Maß für die Abweichung der angepassten Funktion 
von den experimentellen Werten, zur Bestimmung 

der Qualität der Anpassung, d. h. zur Bestimmung 
des für jeden Bildpunkt gültigen Fehlerwertes. Je grö-
ßer der χ2 Wert ist, desto starker weicht der gemes-
sene Zerfall von einem monoexponentiellen Verhal-
ten ab, und desto mehr Hintergrundsignal wurde 
dementsprechend aufgezeichnet. Man hat also durch 
den Fehlerwert ein quantitatives Maß, um den Anteil 
von Nutzsignal bzw. Hintergrundsignal zu bestim-
men.

[0045] Bei der hier beschriebenen Verfahrensvari-
ante wird für jeden Bildpunkt der gemessene Wert 
der Fluoreszenzintensität mit dem Reziprokwert des 
ermittelten Fehlerquadrats, d. h. mit 1/χ2 multipliziert. 
Auf diese Weise wird Hintergrundsignal (hoher 
χ2-Wert) weniger stark gewichtet, während Nutzsig-
nal (kleiner χ2-Wert) überhöht wird. Die hierdurch 
mögliche Kontraststeigerung bildgebender Verfahren 
wird im Folgenden anhand der Fig. 4 und Fig. 5 nä-
her erläutert.

[0046] Das Verfahren wurde an Arabidopsis Pflan-
zenzellen getestet, die mit dem grün fluoreszieren-
den Protein GFP markiert wurden. Diese Art von Pro-
ben stellt für die Fluoreszenzmikroskopie eine beson-
dere Herausforderung dar, da Arabidopsis zum einen 
ein sehr hohes Hintergrundsignal aufweist und da 
dieses außerdem noch spektral sehr stark mit dem 
Abstrahlspektrum der GFP-Markierung überlappt, 
wodurch eine spektrale Unterscheidung zwischen 
Fluoreszenzmarkierung und Hintergrundsignal nicht 
oder kaum möglich ist. Außerdem liegen die Zerfalls-
konstanten von Zellhintergrund und GFP-Markierung 
in einem sehr ähnlichen Bereich (zwischen 3 ns und 
4 ns), so dass eine Diskriminierung mit klassischen 
Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopieverfahren 
kaum möglich ist.

[0047] Fig. 4A zeigt ein konventionell ermitteltes 
Fluoreszenzintensitätsbild von Arabidopsis-Zellen, 
deren Zellmembranen selektiv mit GFP fluoreszenz-
markiert wurden. Intensitätsprofilmessungen wurden 
in dem rechts mit weißem Strich markierten Bereich 
durchgeführt, in welchem zwei durch eine Zellwand 
getrennte Zellmembranen liegen.

[0048] Fig. 4B zeigt ein Fluoreszenzintensitätsprofil 
entlang der weißen Linie in Fig. 4A (schwarze Punk-
te). Die Fluoreszenzintensität I ist in willkürlichen Ein-
heiten angegeben. Das Intensitätsprofil zeigt ein ein-
zelnes Maximum, die beiden von der nicht markierten 
Zellwand getrennten Zellmembranen können also 
nicht getrennt aufgelöst werden. Ein wesentlicher 
Grund hierfür liegt in dem hohen Fluoreszenzhinter-
grundsignal in der nicht markierten Zellwand, wel-
ches eine gezielte Beobachtung der Zellmembranen 
verhindert.

[0049] In Fig. 4B sind außerdem die Werte für die 
den Bildpunkten zugeordneten Fehlerwerte Err (linke 
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Skala) in Form von Querbalken gezeigt. Aus der Brei-
te der Querbalken, die sich häufig über mehrere 
Messpositionen, d. h. über mehrere nebeneinander 
liegende Bildpunkte erstrecken, ist ersichtlich, dass 
in größeren zusammenhängenden Bereichen das 
gleiche Fehlerwertniveau herrscht. Dennoch ist je-
dem Intensitätswert ein bestimmter Fehlerwert ein-
deutig zugeordnet. Das Fehlerwertniveau ist im Be-
reich des Intensitätsmaximums bei ca. 33.5 μm am 
größten (schlechte Anpassung einer monoexponen-
tiellen Abklingkurve), hat ein lokales Minimum bei ca. 
34.3 μm und ein kleines lokales Maximum bei ca. 
34.7 μm.

[0050] Fig. 4C zeigt zum Vergleich mit Fig. 4B das 
zerfallsformgewichtete Intensitätsprofil aus Fig. 4B. 
Bei der Zerfallsformgewichtung wurden die zeitlichen 
Abklingkurven der Fluoreszenzintensität der einzel-
nen Bildpunkte mit einer monoexponentiellen Refe-
renz-Abklingfunktion verglichen. Für jeden Bildpunkt 
wurde daraus ein Wert des Fehlerquadrats χ2 ermit-
telt, das ein Maß für die Abweichung der angepass-
ten Funktion von den experimentellen Werten bildet, 
um die Qualität der Anpassung für jeden Bildpunkt zu 
ermitteln. Die grauen Balken in Fig. 4B geben die 
Fehlerwerte Err an. Hieraus wurden Gewichtungsfak-
toren berechnet, die jeweils dem Reziprokwert des 
ermittelten Fehlerquadrats entsprachen. Die gemes-
senen Intensitätswerte wurden dann mit den Gewich-
tungsfaktoren multipliziert, um die in Fig. 4C gezeig-
ten gewichteten Intensitätswerte I' zu erhalten.

[0051] Durch die Anwendung dieses Verfahrens 
wird der Hintergrund der Fluoreszenz der Zellwand 
effektiv unterdrückt, so dass die beiden mit GFP mar-
kierten Zellmembranen nun getrennt aufgelöst wer-
den können. In Fig. 4C liegen die beiden Zellmemb-
ranen beidseitig zum lokalen Minimum des zerfalls-
formgewichteten Intensitätsprofils I' bei ca. 33,8 μm. 
Die Position des lokalen Minimums entspricht der 
Lage der Zellwand, während die beidseits daneben 
existierenden lokalen Maxima die selektiv markierten 
Zellmembranen mit relativ großem Markeranteil re-
präsentieren.

[0052] Fig. 4C zeigt anschaulich, dass das verwen-
dete Messsystem ein ausreichendes räumliches Auf-
lösungsvermögen hat, um nahe beieinander liegende 
Zellmembranen getrennt darzustellen. Jedoch wird 
dieses gute räumliche Auflösungsvermögen mit kon-
ventionellen Verfahren (vergleiche Fig. 4B) nicht voll 
ausgenutzt, da die dynamische Auflösung, d. h. der 
optische Kontrast, nicht ausreichend ist. Dieser 
Nachteil wird bei der hier vorgeschlagenen Verfah-
rensvariante mit zerfallsformgewichteten Intensitäts-
profilen beseitigt.

[0053] Anhand der Fig. 5A bis D wird verdeutlicht, 
wie sich dieses Kontraststeigerungsverfahren auf die 
bildliche Darstellung auswirken kann. Fig. 5A und 

Fig. 5B zeigen jeweils Fluoreszenzintensitätsbilder 
von GFP-markierten Zellmembranen getrennt durch 
eine Zellwand, wobei in Fig. 5A die Bilderzeugung 
ohne Kontrastkorrektur und in Fig. 5B die Bilderzeu-
gung mit Kontrastkorrektur über zerfallsformgewich-
tete Intensitätsprofile gezeigt ist.

[0054] Fig. 5D zeigt die zugehörigen Intensitätspro-
file entlang der Profillinien in Fig. 5A und Fig. 5B. Die 
offenen Punkte zeigen jeweils die Rohdaten der un-
korrigierten Intensitäten I aus Fig. 5A, während die 
schwarzen Punkte die gewichteten Intensitäten I' 
nach der Zerfallsformgewichtung zeigen.

[0055] Während die höchste Intensität im nicht kor-
rigierten Bild (Fig. 5A) im Bereich der (nicht markier-
ten) Zellwand auftritt, erkennt man im korrigierten Bild 
(Fig. 5B) zwei getrennte Maxima, die von der Fluo-
reszenz der markierten Zellmembranen stammen. 
Die Autofluoreszenz konnte im Beispielsfall etwa um 
einen Faktor 3 unterdrückt werden, so dass auch in 
der bildlichen Darstellung (Fig. 5B) die heller erschei-
nenden Membranen deutlich von der dazwischenlie-
genden, dunkler erscheinenden, nicht markierten 
Zellwand unterschieden werden können.

[0056] Fig. 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 Quer-
streifen repräsentiert dabei die Bereiche besonders 
großer Fehlerwerte, also eines relativ großen Hinter-
grundsignals, welches aus dem Bereich der nicht 
markierten Zellmembran stammt. Bei der Bilderzeu-
gung wurden keinerlei Intensitätsinformationen ver-
arbeitet, das Bild stellt ausschließlich das Verhältnis 
von Nutzsignalemission zu Hintergrundemission dar.

[0057] Die Erfindung wurde überwiegend anhand 
von Untersuchungen an biologischen Proben erläu-
tert. Die Erfindung ist jedoch hierauf nicht beschränkt, 
sondern kann auch für andere Proben verwendet 
werden, z. B. Proben, die Autofluoreszenz von Poly-
mermatrizen zeigen. Das Verfahren bietet die Mög-
lichkeit, Proben ggf. mit Einzelmolekülsensitivität zu 
untersuchen und kann die Sensitivität konventionel-
ler Verfahren steigern. Das Verfahren ist jedoch auch 
für Untersuchungen von Ensembles anwendbar.
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1.  Verfahren zur Charakterisierung einer Probe 
mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie mit fol-
genden Schritten:  
zeitauflösende Erfassung der Fluoreszenzintensität 
nach Abschalten einer Anregungsstrahlung zur Er-
mittlung einer das zeitliche Abklingen der Fluores-
zenzintensität repräsentierenden Abklingfunktion für 
eine Vielzahl von Bildpunkten;  
Vergleichen der den Bildpunkten zugeordneten Ab-
klingfunktionen mit mindestens einer Referenz-Ab-
klingfunktion zur Ermittlung eines Fehlerwertes für ei-
nen oder mehrere Bildpunkte, wobei der einem Bild-
punkt zugeordnete Fehlerwert ein Maß für eine Ab-
weichung der dem Bildpunkt zugeordneten Abkling-
funktion von der Referenz-Abklingfunktion ist;  
Erzeugen eines Bildes der Probe unter Verwendung 
der Fehlerwerte.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, worin eine Refe-
renz-Abklingfunktion eine monoexponentielle Ab-
klingfunktion ist.

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

4.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, worin die für die einzelnen Bildpunkte er-
mittelten Fehlerwerte direkt in ein Falschfarbenbild 
oder eine andere zweidimensionale oder dreidimen-
sionale Repräsentation des untersuchten Probenbe-
reiches umgerechnet werden.

5.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, gekennzeichnet durch folgende Schritte:  
ortsauflösende Erfassung der Fluoreszenzintensität 
für eine Vielzahl von Bildpunkten zur Ermittlung von 
den Bildpunkten zugeordneten Fluoreszenzintensi-
tätssignalen;  
Gewichten der Fluoreszenzintensitätssignale mit 
dem zu dem Bildpunkt gehörenden Fehlerwert zur 
Ermittlung von gewichteten Fluoreszenzintensitätssi-
gnalen; und  
Erzeugen eines Bildes der Probe unter Verwendung 
der gewichteten Fluoreszenzintensitätssignale.

6.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, worin beim Vergleichen der den Bild-
punkten zugeordneten Abklingfunktionen mit einer 
Referenz-Abklingfunktion für jeden Bildpunkt der 
Wert des Fehlerquadrats χ2 bestimmt wird.

7.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, worin ein Bild der Probe unter Verwen-
dung der Fehlerwertes dadurch erzeugt wird, dass 
die für jeden Bildpunkt ermittelten Werte für die Fluo-
reszenzintensität mit dem Reziprokwert des ermittel-

ten Fehlerwertes oder mit einem hierzu proportiona-
len Wert multipliziert werden.

8.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, worin das Verfahren eine zeitkorrelierte 
Einzelphotonenzählung (TCSPC) zur Erfassung der 
Abklingfunktion umfasst.

9.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, worin zum Erfassen von Fluoreszenzsig-
nalen ein konfokales Mikroskopsystem verwendet 
wird.

10.  System zur Charakterisierung einer Probe 
mittels bildgebender Fluoreszenzmikroskopie mit:  
einer Einrichtung zur zeitauflösenden Erfassung der 
Fluoreszenzintensität nach Abschalten einer Anre-
gungsstrahlung zur Ermittlung einer das zeitliche Ab-
klingen der Fluoreszenzintensität repräsentierenden 
Abklingfunktion für eine Vielzahl von Bildpunkten;  
einer Einrichtung zum Vergleichen der den Bildpunk-
ten zugeordneten Abklingfunktionen mit mindestens 
einer Referenz-Abklingfunktion zur Ermittlung eines 
Fehlerwertes für einen oder mehrere Bildpunkte, wo-
bei der einem Bildpunkt zugeordnete Fehlerwert ein 
Maß für eine Abweichung der dem Bildpunkt zuge-
ordneten Abklingfunktion von der Referenz-Abkling-
funktion ist; und  
einer Einrichtung zum Erzeugen eines Bildes der 
Probe unter Verwendung der Fehlerwerte.

11.  System nach Anspruch 10, das zur Durchfüh-
rung des Verfahrens nach einem der Ansprüche 1 bis 
9 konfiguriert ist.

12.  System nach Anspruch 10 oder 11, worin das 
System ein konfokales Mikroskopsystem umfasst.

13.  Computerprogrammprodukt, welches insbe-
sondere auf einem computerlesbaren Medium ge-
speichert oder als Signal verwirklicht ist, wobei das 
Computerprogrammprodukt, wenn es in den Spei-
cher eines geeigneten Computers geladen und von 
einem Computer ausgeführt ist bewirkt, dass der 
Computer ein Verfahren gemäß einem der Ansprü-
che 1 bis 9 durchführt.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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