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Fig. 1

(57) Abstract: A method for high-resolution 3D fluorescence microscopy, wherein fluorescence emitters in a sample (2) are
repeatedly excited to emit fluorescence and individual images (10) are generated from the sample (2) using a microscope (1) that has
an imaging beam path (4) having an optical resolution and a focal plane, wherein the fluorescence emitters are excited to emit
fluorescence in such a way that at least some of the fluorescence emitters are isolated in each individual image (10) in such a way
that the images (11) of these fluorescence emitters can be separated into individual images (10) during optical resolution; in the
individual images (10) generated from the images of the isolated fluorescence emitters, the layers of these fluorescence emitters are
localised with a location precision that exceeds the optical resolution and a high-resolution overall image is generated, each
individual image being divided into a first and second partial image (12, 13) by means of a divider element (7), wherein the first
partial image (12) represents a first focal plane of the sample (2) and the second partial image (13) represents a second focal plane in
the sample (2), and both partial images (12, 13) are shown separately, characterised in that an adaptive mirror (7) is used as a divider
element and is arranged substantially in a pupil of the imaging beam path (4), said

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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adaptive mirror (7) being adjusted such that it shows two partial images (12, 13) temporally or locally separated, said adaptive
mirror (7) being adjusted such that it provides two different focal lengths for the two partial images (12, 13).

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur hochauflésenden 3D-Fluoreszenzmikroskopie, wobei - in einer Probe (2) wiederholt
Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt und von der Probe (2) mit einem Mikroskop (1), das einen
Abbildungsstrahlengang (4) mit einer optischen Auflssung und eine Fokalebene aufweist, Einzelbilder (10) erzeugt werden,
wobei die Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden, dass zumindest eine Teilmenge der
Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild (10) derart isoliert ist, so dass die Bilder (11) dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der
optischen Autldsung in den Einzelbildern (10) trennbar sind, - in den erzeugten Einzelbildern (10) aus den Bildern der isolierten
Fluoreszenzemitter die Lagen dieser Fluoreszenzemitter mit einer {iber eine optische Auflésung hinaus gehenden Ortsgenauigkeit
lokalisiert werden und daraus ein hochaufgeldstes Gesamtbild erzeugt wird, - jedes Einzelbild mittels eines Teilerelements (7) in
ein erstes und ein zweites Teilbild (12, 13) aufgeteilt wird, wobei das erste Teilbild (12) eine erste Fokalebene in der Probe (2)
und das zweite Teilbild (13) eine zweite Fokalebene in der Probe (2) abbildet, - beide Teilbilder (12, 13) getrennt abgebildet
werden, dadurch gekennzeichnet, dass - als Teilerelement ein adaptiver Spiegel (7) verwendet und im wesentlichen in einer
Pupille des Abbildungsstrahlengangs (4) angeordnet wird, - der adaptive Spiegel (7) so eingestellt wird, dass er die zwei
Teilbilder (12, 13) zeitlich oder 6rtlich getrennt abbildet, und - der adaptive Spiegel (7) so eingestellt wird, dass er zwei
unterschiedliche Fokusléngen fiir die beiden Teilbilder (12, 13) realisiert.
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Mikroskop und Verfahren fir die hochauflésende 3-D Fluoreszenzmikroskopie

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur hochauflosenden 3D-Fluoreszenzmikroskopie,
wobei in einer Probe wiederholt Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung
angeregt und von der Probe mit einem Mikroskop, das einen Abbildungsstrahlengang mit einer
optischen Aufldsung und eine Fokalebene aufweist, Einzelbilder erzeugt werden, wobei die
Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden, dass
zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild derart isoliert ist, so dass
die Bilder dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der optischen Aufldsung in den Einzelbildern
trennbar sind, in den erzeugten Einzelbildern aus den Bildern der isolierten Fluoreszenzemitter
die Lagen dieser Fluoreszenzemitter mit einer Gber eine optische Aufldsung hinaus gehenden
Ortsgenauigkeit lokalisiert werden und daraus ein hochaufgeléstes Gesamtbild erzeugt wird,
jedes Einzelbild mittels eines Teilerelements in ein erstes und ein zweites Teilbild aufgeteilt
wird, wobei das erste Teilbild eine erste Fokalebene in der Probe und das zweite Teilbild eine
zweite Fokalebene in der Probe abbildet, beide Teilbilder nebeneinander auf eine Kamera
abgebildet werden.

Die Erfindung bezieht sich weiter auf ein Fluoreszenzmikroskop zum dreidimensionalen
Abbilden einer Probe mit einer Uber eine optische Aufldsung gesteigerten Ortsaufldsung, das
aufweist: eine Beleuchtungseinrichtung, die dazu ausgebildet ist, in der Probe wiederholt
Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung anzuregen eine einen
Abbildungsstrahlengang mit der optischen Aufldsung umfassende Abbildungseinrichtung, die
dazu ausgebildet ist, von der Probe mit der optischen Aufldsung Einzelbilder zu erzeugen, eine
Steuereinrichtung, die dazu ausgebildet ist, die Beleuchtungseinrichtung und die
Abbildungseinrichtung so anzusteuern, dass von der Probe mehrere Einzelbilder erzeugt
werden, wobei die Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt
sind, dass zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild derart isoliert
ist, dass die Bilder dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der optischen Aufldsung in den
Einzelbildern trennbar sind, wobei die Steuereinrichtung dazu ausgebildet ist, in den erzeugten
Einzelbildern die Lagen der isoliert fluoreszierenden Fluoreszenzemitter mit einer Uber eine
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optische Aufldsung hinaus gehenden Ortsgenauigkeit zu lokalisieren und daraus ein
hochaufgeldstes Gesamtbild zu erzeugen, der Abbildungsstrahlengang ein Teilerelement
aufweist, das jedes Einzelbild in ein erstes und ein zweites Teilbild aufteilt, wobei das erste
Teilbild eine erste Fokalebene in der Probe und das zweite Teilbild eine zweite Fokalebene in
der Probe abbildet, die Abbildungseinrichtung eine Kamera umfasst, auf die beide Teilbilder
nebeneinander abgebildet sind.

Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur Uberwindung der Beugungsgrenze in
der Mikroskopie entwickelt worden. Aus der WO 2006/127692 oder der DE 102006021317 A1
ist ein mit PALM abgekirztes Verfahren (photo activated light microscopy) bekannt, das eine
Markierungssubstanz zur Abbildung einer Probe verwendet, welche z. B. mittels optischer
Strahlung aktiviert werden kann. Nur im aktivierten Zustand kann die Markierungssubstanz
bestimmte Fluoreszenzstrahlung abgeben. Nicht aktivierte Molekile der Markierungssubstanz
senden auch nach Einstrahlung von Anregungsstrahlung keine oder zumindest keine merkliche
Fluoreszenzstrahlung ab. Man bezeichnet deshalb die Aktivierungsstrahlung allgemein als
Umschaltsignal. Im PALM-Verfahren wird nun das Umschaltsignal so aufgebracht, dass
zumindest ein gewisser Anteil der aktivierten Markierungsmolekile von benachbarten
aktivierten Molekiilen so beabstandet ist, dass diese Markierungsmolekile gemessen an der
optischen Auflésung der Mikroskopie getrennt oder nachtraglich durch
Bildverarbeitungsverfahren trennbar sind. Man spricht davon, dass eine Teilmenge der
Fluoreszenzemitter isoliert wird. Nach Aufnahme der Fluoreszenzstrahlung wird fir diese
isolierten Emitter dann das Zentrum deren auflésungsbegrenzt bedingter Strahlungsverteilung
ermittelt. Daraus kann man rechnerisch die Lage der Molekiile mit héherer Genauigkeit
bestimmen, als es die optische Aufldsung eigentlich zulasst. Dieser Vorgang wird als
Lokalisierung bezeichnet. Die gesteigerte Aufldsung durch rechnerische
Schwerpunktbestimmung der Beugungsverteilung wird in der englischen Fachliteratur auch als
~super resolution* bezeichnet. Sie erfordert, dass in der Probe zumindest eine Teilmenge der
aktivierten Markierungsmolekiile mit der optischen Aufldsung unterscheidbar, also isoliert sind.
Dann kann ihre Ortslage mit hdherer Genauigkeit bestimmt werden, sie kdnnen lokalisiert
werden.

Zum lIsolieren einzelner Markierungsmolekile nutzt das PALM-Prinzip statistische Effekte aus.
Bei einem Markierungsmolekil, das nach Empfang des Umschaltsignals gegebener Intensitat
zur Fluoreszenzstrahlung anregbar ist, kann durch Einstellen der Intensitat des Umschaltsignals
dafur gesorgt werden, dass die Wahrscheinlichkeit in einem gegebenen Flachenbereich der
Probe vorhandene Markierungsmolekile zu aktivieren, so gering ist, dass es ausreichend
Teilbereiche gibt, in denen innerhalb der optischen Aufldsung nur unterscheidbare

Markierungsmolekile Fluoreszenzstrahlung emittieren.
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Das PALM-Prinzip wurde hinsichtlich der Aktivierung der zu erfassenden Molekile
weitergebildet. So ist beispielsweise bei Molekilen, die einen langlebigen nicht fluoreszierenden
und einen kurzlebigen fluoreszierenden Zustand aufweisen, ein separates Aktivieren mit
spektral von der Anregungsstrahlung sich unterscheidender Aktivierungsstrahlung gar nicht
erforderlich. Vielmehr wird die Probe zuerst mit Beleuchtungsstrahlung hoher Intensitat so
aktiviert, dass der weit Uberwiegende Anteil der Molekile in den nicht fluoreszenzfahigen
langlebigem Zustand (z. B. einen Triplet-Zustand) gebracht werden. Die verbleibenden, dann
noch fluoreszierenden Molekile sind dadurch hinsichtlich der optischen Aufldsung isoliert.

Es sei auch noch angemerkt, dass das PALM-Prinzip in der Fachliteratur mittlerweile auch
andere Abkirzungen erhalten hat, wie beispielsweise STORM etc. In dieser Beschreibung wird
die Abklrzung PALM fur alle Mikroskopieaufnahmen verwendet, die eine Ortsauflésung Uber
die optische Auflésung der verwendeten Apparatur hinaus erreichen, indem
Fluoreszenzmolekile zuerst isoliert und dann lokalisiert werden. Das PALM-Verfahren hat den
Vorteil, dass fir die Beleuchtung keine hohe Ortsaufldsung bendtigt wird. Eine einfache
Weitfeldbeleuchtung ist maglich.

Das PALM-Prinzip erfordert es, dass viele Einzelbilder der Probe aufgenommen werden, die
jeweils Teilmengen aus isolierten Molekllen enthalten. Um die Probe zur Ganze abzubilden,
muss die Menge aller Einzelbilder sicherstellen, dass moglichst alle Molekiile mindest einmal in
einer Teilmenge enthalten waren. Das PALM-Verfahren bendtigt deshalb regelméaBig eine
Vielzahl von Einzelbildern, was eine gewisse Dauer fiir die Aufnahme eines Gesamtbildes
bedingt. Damit ist ein erheblicher Rechenaufwand verbunden, da in jedem Einzelbild
rechnerisch eine Vielzahl von Molekilen lokalisiert werden muss. Es fallen groBe Datenmengen

an.

Diese Lokalisierungsgenauigkeit wird durch die Lokalisierung in Einzelbildern lediglich lateral
erreicht, also in einer Ebene, die der Bildebene der Kamera zugeordnet ist. Die Verfahren sind
also in dieser Hinsicht auf eine zweidimensionale Probenanalyse beschrénkt. Man kombiniert
das PALM-Prinzip deshalb mit einer TIRF-Anregung, welche sicherstellt, dass nur Fluorophore
aus einer dinnen Schicht der Probe emittieren.

Zur Lokalisierung lumineszierender Markierungsmolekulle in der dritten Raumrichtung, welche
bezogen auf die Abbildung der Probe die Tiefenrichtung ist, sind aus dem Stand der Technik
ebenfalls Ansétze bekannt. Unter ,Tiefenrichtung® wird dabei die Richtung langs des
Lichteinfalls, also 1angs der optischen Achse verstanden.
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Die Publikation B. Huang et al., Science 319, Seite 810, 2008, beschreibt fir das PALM-Prinzip
einen Abbildungsstrahlengang, in dem eine schwache Zylinderlinse liegt, die zu einer gezielten
astigmatischen Verzeichnung fihrt. Dadurch wird das Bild des Moleklls auf der Kamera
elliptisch verzerrt, sobald sich das Molekil ober- oder unterhalb der Fokalebene, also des
Symmetriepunktes der Punktbildverwaschungsfunktion befindet. Aus der Orientierung und der
Stérke der Verzerrung lasst sich die Information Gber die Tiefenlage des lumineszierenden
Markierungsmolekuls gewinnen. Ein Nachteil dieses Verfahrens liegt darin, dass auch die lokale
Umgebung und die Orientierung eines molekularen Dipols zu einer Verzerrung des Bildes des
lumineszierenden Markierungsmolekuls fihren kdnnen, die mit der Tiefenlage nichts zu tun hat.
Solchen lumineszierenden Markierungsmolekilen wird dann, je nach ihrer Orientierung, ein

falscher Tiefenwert zugeordnet.

Die Verdffentlichung Pavani et al., PNAS 106, Seite 2995, 2009, schlagt vor, die
Punktbildverwaschungsfunktion durch einen rdumlichen Phasenmodulator in der Abbildung zu
einer Doppelhelixstruktur zu modifizieren. Die Punktbilder einzelner, lumineszierender
Markierungsmoleklile werden dann zu Doppelspots, ihre Tiefenlage ist in der
Winkelorientierung der gemeinsamen Achse der Doppelspots kodiert.

GemalB der Verdffentlichung von Shtengel et al., PNAS 106, Seite 3125, 2009, werden von den
lumineszierenden Markierungsmolekilen emittierten Photonen mit sich selbst zur Interferenz
gebracht. Dazu werden zwei in 4zn-Konfiguration montierte Objektive verwendet, welche die
lumineszierenden Markierungsmoleklle gleichzeitig beobachten. Die derart gewonnenen
Teilstrahlengédnge werden mittels eines speziellen Drei-Wege-Strahlteilers zur Interferenz
gebracht. Jedes der damit erhaltenen Dreipunktbilder wird mit einer Kamera detektiert. Die
Intensitatsverhéltnisse der Dreipunktbilder geben Aufschluss Uber die Tiefenlage.

Die Publikationen Toprak et al., Nanolet. 7, Seiten 3285-3290, 2007 sowie Juette et al., Nature
Methods 5, Seite 527, 2008, beschreiben einen Ansatz, bei dem ein 50/50-Strahlteiler in den
Abbildungsstrahlengang eingebaut wird, der das Abbild der Probe in zwei Teilbilder aufspaltet.
Diese zwei Bilder werden eigenstandig detektiert. Zusatzlich wird in einem der damit erhaltenen
Teilstrahlengange eine optische Weglangendifferenz dergestalt eingefiihrt, dass sich aus den
beiden Teilstrahlengange zwei Objektebenen ergeben, die etwa um die halbe oder ganze
optische Mindestauflosung (beispielsweise 700 nm) in z-Richtung, also Tiefenrichtung,
auseinanderliegen. Die Tiefenposition von Markierungsmolekilen, die zwischen diesen beiden
Ebenen liegen, ergibt sich nun durch Analyse der zwei Teilbilder desselben
Markierungsmolekuls (z. B. hinsichtlich der Breite des Punktverwaschungsbildes, was durch
eine Art Subtraktion erfolgen kann) oder durch entsprechendes Fitten einer dreidimensionalen
Punktbildverwaschungsfunktion. Das Verfahren erfordert zwei hochaufgeloste Teilbilder und
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eine prazise Justage der Strahlengénge und Kalibriermessungen, um eine sub-pixelgenaue
Uberlagerung der beiden Teilbilder zu erreichen. Weiter sind die beiden Teilbilder eines
Markierungsmolekduls in der Regel von unterschiedlicher Form, da sich die laterale Ausdehnung
der Punktbildverwaschungsfunktion eines abbildenden Systems in Abhangigkeit von der Lage
der betrachteten Objektebene andert.

Die DE 102009060490 A1, welche im Ubrigen weitere Literaturnachweise zur 3D-
Hochauflésung auffihrt, verfolgt ebenfalls den gattungsgeméaBen Ansatz geman Toprak et al.,
das Abbild der Probe in zwei Teilbilder aufzuspalten.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein solches Verfahren dahingehend zu verbessern,
dass der Aufbau vereinfacht und Justieranforderungen einfach zu erfillen sind.

Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur hochaufldsenden 3D-Fluoreszenzmikroskopie,
wobei in einer Probe wiederholt Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung
angeregt und von der Probe mit einem Mikroskop, das einen Abbildungsstrahlengang mit einer
optischen Aufldsung und eine Fokalebene aufweist, Einzelbilder erzeugt werden, wobei die
Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden, dass
zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild derart isoliert ist, so dass
die Bilder dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der optischen Aufldsung in den Einzelbildern
trennbar sind, in den erzeugten Einzelbildern aus den Bildern der isolierten Fluoreszenzemitter
die Lagen dieser Fluoreszenzemitter mit einer Gber eine optische Aufldsung hinaus gehenden
Ortsgenauigkeit lokalisiert werden und daraus ein hochaufgeléstes Gesamtbild erzeugt wird,
jedes Einzelbild mittels eines Teilerelements in ein erstes und ein zweites Teilbild aufgeteilt
wird, wobei das erste Teilbild eine erste Fokalebene in der Probe und das zweite Teilbild eine
zweite Fokalebene in der Probe abbildet, beide Teilbilder auf mindestens eine Kamera
abgebildet werden, bei dem als Teilerelement ein adaptiver Spiegel verwendet und im
wesentlichen in einer Pupille des Abbildungsstrahlengangs angeordnet wird, der adaptive
Spiegel so eingestellt wird, dass er die zwei Teilbilder zeitlich oder 6rtlich getrennt abbildet, und
der adaptive Spiegel so eingestellt wird, dass er zwei unterschiedliche Fokuslangen fir die
beiden Teilbilder realisiert.

Die Aufgabe wird ebenfalls gelést durch ein Fluoreszenzmikroskop zum dreidimensionalen
Abbilden einer Probe mit einer Uber eine optische Aufldsung gesteigerten Ortsaufldsung, das
aufweist: eine Beleuchtungseinrichtung, die dazu ausgebildet ist, in der Probe wiederholt
Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung anzuregen eine einen
Abbildungsstrahlengang mit der optischen Aufldsung umfassende Abbildungseinrichtung, die
dazu ausgebildet ist, von der Probe mit der optischen Aufldsung Einzelbilder zu erzeugen, eine
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Steuereinrichtung, die dazu ausgebildet ist, die Beleuchtungseinrichtung und die
Abbildungseinrichtung so anzusteuern, dass von der Probe mehrere Einzelbilder erzeugt
werden, wobei die Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt
sind, dass zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild derart isoliert
ist, dass die Bilder dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der optischen Aufldsung in den
Einzelbildern trennbar sind, wobei die Steuereinrichtung dazu ausgebildet ist, in den erzeugten
Einzelbildern die Lagen der isoliert fluoreszierenden Fluoreszenzemitter mit einer Uber eine
optische Aufldsung hinaus gehenden Ortsgenauigkeit zu lokalisieren und daraus ein
hochaufgeldstes Gesamtbild zu erzeugen, der Abbildungsstrahlengang ein Teilerelement
aufweist, das jedes Einzelbild in ein erstes und ein zweites Teilbild aufteilt, wobei das erste
Teilbild eine erste Fokalebene in der Probe und das zweite Teilbild eine zweite Fokalebene in
der Probe abbildet, die Abbildungseinrichtung mindestens eine Kamera umfasst, auf die beide
Teilbilder abgebildet sind, bei dem das Teilerelement als adaptiver Spiegel ausgebildet ist, der
im wesentlichen in einer Pupille des Abbildungsstrahlengangs angeordnet ist, die
Steuereinrichtung dazu ausgebildet ist, den adaptiven Spiegel so einzustellen, dass er die zwei
Teilbilder zeitlich oder &rtlich getrennt abbildet, und die Steuereinrichtung dazu ausgebildet ist,
den adaptiven Spiegel so einzustellen, dass er zwei unterschiedliche Fokuslangen fir die
beiden Teilbilder realisiert.

Erfindungsgeman wird als strahlteilendes Element ein adaptiver Spiegel verwendet. Er hat eine
Doppelfunktion, da er sowohl die Teilbilder rdumlich trennt, als sie auch unterschiedlichen
Fokalebenen zuordnet. Dies reduziert den Justieraufwand, der im Stand der Technik

kennzeichnend fir das von der Erfindung verwendete Prinzip war.

Dieses liegt darin, fur jedes Einzelbild mindestens zwei Teilbilder zu erzeugen, welche
unterschiedlichen Fokusebenen in der Probe zugeordnet sind. In den Teilbildern erscheinen
dann die Punkt-Bilder der isolierten Fluorophore mit einer GréBe, welche von der Tiefenlage
des Fluorophors abhangt. Befindet sich das Fluorophor beispielsweise in der Fokusebene eines
Teilbildes, ist das Punki-Bild des Fluoreszenzemitters so klein, wie es die Beugungsbegrenzung
zuldsst. Mit zunehmendem Abstand zur Fokusebene wéchst das Punki-Bild bei ansonsten
gleicher Geometrie. Die GrdBe des Punki-Bildes eines Fluoreszenzemitters kodiert den
Abstand zur Fokusebene. Unbekannt ist es jedoch, ob der Fluoreszenzemitter sich Gber oder
unter der Fokusebene befindet. Deshalb werden in dem von der Erfindung verfolgten Prinzip
mindestens zwei Teilbilder fir zwei unterschiedliche Fokusebenen in der Probe erzeugt, um
nicht nur den Abstand von der Fokusebene, sondern auch die absolute Lage zur Fokusebene
bestimmen zu kdnnen. Die zwei Teilbilder kdnnen gleichzeitig auf zwei Bildaufnahmebereiche

oder nacheinander auf eine Kamera abgebildet werden.
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Der adaptive Spiegel hat gegeniiber den im Stand der Technik verwendeten Konzepten weiter
den Vorteil einer hohen Lichteffizienz. Verluste, wie sie an Strahlteilern etc. im Stand der
Technik auftreten, kennt die erfindungsgemaBe Losung nicht. Dariber hinaus kann der Abstand
der Fokusebenen der beiden Teilbilder Gber einen weiten Bereich verstellt werden, ohne dass
eine aufwendige mechanische Betatigung von strahlwegumlenkenden Elementen etc. von
Noten ware. Auch erlaubt es der Spiegel, die Teilbilder in rascher Folge auf eine Kamera

abzubilden, da ein schneller Brennweitenwechsel realisiert werden kann.

Zur gleichzeitigen Erzeugung der beiden Teilbilder werden beispielsweise Teile der
Spiegelflache des adaptiven Spiegels mit einer leicht anderen Brennweite und einer gegeniber
den restlichen Elementen verkippten Winkel eingestellt. Letzteres flhrt zur gewinschten
lateralen Versetzung und der nebeneinanderliegenden Abbildung der beiden Teilbilder auf der

Kamera.

Zusatzlich lasst sich durch Auswahl der Spiegelflaichenanteile einstellen, mit welchem
Intensitatsverhalinis die beiden Teilbilder erzeugt werden.

Da die rdumliche Separation der beiden (gleichzeitig erzeugten) Teilbilder, d. h. die Divergenz
ihrer optischen Achsen, wie auch die unterschiedlichen Fokuslangen lediglich durch geeignete
Ansteuerung des adaptiven Spiegels bewirkt wird, ist es einfach, die gegenseitige Justierlage
der beiden Teilbilder festzustellen bzw. vorzugeben. Wie bereits erwahnt, missen die beiden
Teilbilder sub-pixelgenau zueinander justiert sein, damit die gewinschte Hochauflbsung mit
Tiefenangabe erreicht werden kann.

Ein besonders einfaches Vorgehen zur Justierung der Teilbilder liegt darin, diese zuerst mit
gleicher Fokuslange zu erzeugen. Es liegen dann auf der Kamera nebeneinander zwei
identische Teilbilder, d. h. das Einzelbild wird zweimal nebeneinander auf die Kamera
abgebildet. In diesem Zustand ist es einfach mdglich, die Referenzkoordinaten fir die beiden
Teilbilder zu gewinnen. Dazu muss lediglich eine Struktur in der Probe mit der erforderlichen
Hochaufldsung in beiden Teilbildern erfasst werden. Die Koordinaten des damit hochaufgelést
ermittelten Fluoreszenzemitters liefern einfach die Relativiagen der beiden Teilbilder auf der
Kamera. Nachdem die Justierung derart durchgefihrt wurde, wird der Spiegel so angesteuert,
dass die unterschiedlichen Fokallangen realisiert werden. Die Justierlage der Teilbilder andert
sich dabei nicht, so dass die zuvor ermittelte Relativangabe der Koordinaten in den beiden
Teilbildern weiterhin Gultigkeit hat.

Alternativ oder zusatzlich ist es zur Justierung auch moéglich, die beiden Teilbilder zuerst
superpositioniert auf die Kamera abzubilden und in diesem Zustand lagezujustieren. Dann wird
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der Spiegel so verstellt, dass die beiden Teilbilder nebeneinander zu liegen kommen. Ggf.
kénnen dabei wiederum Strukturelemente ausgewertet werden.

Unter ,Lagejustierung” wird hier verstanden, dass eine Koordinatenangabe ermittelt wird, die es
erlaubt, einen Punkt im ersten Teilbild auch im zweiten Teilbild aufzufinden. Im einfachsten Fall
kann es sich um eine Relativkoordinate handeln.

Die Verwendung des adaptiven Spiegels erlaubt es einfach, die Differenz der Fokuslangen zu
verandern, wodurch die Tiefenaufldsung bzw. der erfasste Tiefenbereich einfach einstellbar ist.

Um die Intensitatsverhédltnisse der Teilbilder einzustellen, werden einfach die
Spiegelflachenanteile des adaptiven Spiegels, die die Abbildung des ersten Teilbildes bewirken,
verkleinert und um dieses MaB die Spiegelflachenanteile, welche die Abbildung des zweiten
Teilbildes bewirken, vergrdBert.

Der adaptive Spiegel erlaubt es besonders einfach, Abbildungsfehler des
Abbildungsstrahlenganges zu korrigieren. Dazu ist es zweckmaBig, am Spiegel reflektierte
Strahlung (auch) mit einem Wellenfrontsensor zu erfassen.

Als adaptiver Spiegel kommen insbesondere Spiegel mit segmentierter Oberflache oder
kontinuierliche, sogenannte Membranspiegel in Frage, wie sie dem Fachmann bekannt sind,
beispielsweise aus der Verdffentlichung www.bostonmicromachines.com/light-modulator.htm
oder www.imagine-optic.com. Ein Uberblick tber adaptive Spiegel findet sich weiter in
http://en.wikipedia.org/wiki/Deformable_mirror.

Bevorzugt wird der adaptive Spiegel mit einem Wellenfrontsensor kombiniert, der die
Wellenfront der Strahlung, welche am Spiegel reflektiert wurde, erfasst. Damit werden optional
Abbildungsfehler des Mikroskops oder Abbildungsfehler, die durch die Probe bewirkt werden
korrigiert. Darliber hinaus ist eine Verschiebung der Fokusebene innerhalb gewisser Grenzen
unproblematisch mdglich, ohne dass das Mikroskopobjektiv verstellt werden mausste.
Mechanische Stérungen der Probe durch Bewegungen des Mikroskopobjektives kénnen

dadurch vermieden werden.

Unter dem Bild eines Fluoreszenzemitters ist dessen in der Regel beugungsbegrenztes Punkt-
Bild gemeint.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlauternden

Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen
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Kombinationen oder in Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden
Erfindung zu verlassen. Soweit in dieser Beschreibung Verfahrensmerkmale erwahnt sind,
werden sie im Betrieb des Mikroskops durch ein entsprechend ausgebildetes Steuergerat
realisiert. Analog gilt eine Offenbarung von funktionellen Merkmalen des Steuergerates auch als
Beschreibung entsprechender Verfahrensmerkmale, z. B. Schritte.

Nachfolgend wird die Erfindung beispielsweise anhand der beigefigten Zeichnungen, die auch
erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch néher erlautert. Es zeigen:

Fig. 1 eine Schemadarstellung eines Mikroskops zur tiefenaufgeldsten und hochaufgeldsten
Fluoreszenzmikroskopie,

Fig.2und 3 Teilbilder, die beim Betrieb des Mikroskops 1 zur Tiefenaufldsung erzeugt
werden, und

Fig.4 eine Schemadarstellung der Wirkungsweise eines adaptiven Spiegels im
Abbildungsstrahlengang des Mikroskops der Fig. 1.

Die Figur 1 zeigt schematisch ein Fluoreszenzmikroskop 1, dessen Betrieb von einem
Steuergerat C gesteuert wird. Es ist Gber nicht gezeigte Verbindungen mit den Elementen bzw.
Bauteilen des Mikroskops 1 verbunden. Das Mikroskop 1 ist dazu eingerichtet,
Fluoreszenzmikroskopie nach dem PALM-Prinzip etc. auszufihren. Es umfasst einen
Beleuchtungsstrahlengang 3, sowie einen Abbildungsstrahlengang 4, die dber ein
gemeinsames Objektiv 5 eine Probe 2 beleuchten und die fluoreszierende Probe abbilden. Der
Beleuchtungsstrahlengang 3 ist mit dem Abbildungsstrahlengang 4 Uber einen in der Regel
dichroitisch ausgestalteten Strahlteiler 6 zusammengefasst, so dass sowohl der
Beleuchtungsstrahlung aus dem Beleuchtungsstrahlengang 3 durch das Objektiv 5 zur Probe
fallt, als auch die Abbildung der Probe durch das Objektiv 5 erfolgt. Der
Beleuchtungsstrahlengang 3 kann mehrere Spekiralkandle aufweisen, in der Darstellung der
Figur 1 ist exemplarisch nur eine Laserquelle L1 dargestellt. Der Beleuchtungsstrahlengang
beleuchtet die Probe so, dass Fluoreszenzstrahlung in der Probe 2 angeregt wird. Je nach
Ausgestaltung des PALM-Prinzips kann zusétzlich noch eine Anregungsstrahlenquelle in den
Beleuchtungsstrahlengang 3 eingekoppelt werden.

Die Probe 2 gibt Fluoreszenzstrahlung ab, und im Abbildungsstrahlengang 4 wird das Bild der
fluoreszierenden Probe 2 auf eine hochauflosende Kamera K geleitet. Die Auflosung von
Objektiv 5, Abbildungsstrahlengang 4 und Kamera K ist so gewahlt, dass ein
beugungsbegrenztes Punkt-Bild eines einzelnen Fluoreszenzemitters auf mehrere Pixel fallt.
Dies ermdglicht das fir das eingangs geschilderte PALM-Prinzip erforderliche Lokalisieren
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eines Fluoreszenzemitters mit einer lateralen Ortsgenauigkeit, welche Gber die optische
Aufldsung von Mikroskop 5 und Abbildungsstrahlengang 4 hinausgeht.

Natdrlich kann das Mikroskop 1 auch mit mehreren Farbkanalen ausgestaltet werden. Dann
sind im Abbildungssirahlengang 4 mehrere Kameras vorgesehen, die Uber geeignete
Strahlteiler in den Strahlengang gekoppelt sind.

Der Abbildungsstrahlengang 4 umfasst neben nicht ndher bezeichneten optischen Elementen,
die fir das Mikroskop 1 nicht weiter charakteristisch und im Gbrigen fachiblich sind, einen
adaptiven Spiegel 7, dessen Spiegelfliche gekrimmt ist, und der Teil des
Abbildungsstrahlenganges 4 ist. Er biindelt die Strahlung von der fluoreszierenden Probe 2 in
Richtung auf die Kamera K. Seine Funktion wird noch erlautert werden.

Der adaptive Spiegel wird durch das Steuergerat C angesteuert, das die Geometrie der
Spiegelflache einstellt. Ein (iber einen Strahlteiler in den Abbildungsstrahlengang 4 geschalteter
Wellenfrontsensor 9 dient dem Steuergerat C dabei dazu, die aktuelle Spiegelwirkung mdglichst
genau erfassen zu konnen. Er steigert damit die Genauigkeit, ist aber nicht zwingend
erforderlich.

Das Steuergerét C steuert das Mikroskop 1 so an, dass das PALM-Prinzip ausgefihrt wird. Die
Probe 2 wird also vom Beleuchtungsstrahlengang 2 so beleuchtet, dass Fluoreszenzemitter in
der Probe 2 isoliert sind, d. h. innerhalb der optischen Aufldsung getrennt werden kdnnen. Es
wird eine Vielzahl an Einzelbildern aufgenommen, die jeweils unterschiedliche Teilmengen der
Fluoreszenzemitter in der Probe 2 isoliert beinhalten. In den Einzelbildern wird dann mittels
bekannter mathematischer Algorithmen vom Steuergerdt C fir jeden isolierten
Fluoreszenzemitter dessen Lage hochgenau bestimmt, so dass eine Uber die optische
Aufldsung der Abbildung hinausgehende Ortsgenauigkeit erreicht wird. Dies wird in der Literatur
als sogenannte Hochaufldsung oder super resolution bezeichnet.

Das PALM-Prinzip erlaubt eine hochgenaue laterale Lokalisierung von Fluoreszenzemittern,
d. h. die Erfassung der Lage senkrecht zur optischen Achse. Inwieweit ein Fluoreszenzemitter
sich in einer Fokalebene, vor oder hinter einer Fokalebene befindet, also die Tiefenlage des
Fluoreszenzemitters, wird durch das PALM-Prinzip nicht mit héherer Genauigkeit angegeben,
als bei anderen Weitfeldmikroskopen auch.

Um in dieser Hinsicht eine bessere Auflosung zu erreichen, also eine Tiefenangabe flr die
lateral lokalisierten Fluoreszenzemitter zu schaffen, wird das Mikroskop 1 unter Steuerung
durch das Steuergerat C so betrieben, dass jedes Einzelbild, in dem die laterale Lokalisierung
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erfolgt, in zwei Teilbilder aufgeteilt wird, die unterschiedlichen Fokusebenen in der Probe 2
zugeordnet sind. Die Figuren 2 und 3 zeigen diese Teilbilder 12 und 13. Dabei ist das Teilbild
12 ein Einzelbild, das eine Fokusebene abbildet, die bezogen auf die Lichteinfallsrichtung, d. h.
die optische Achse, héher liegt, als das Teilbild 13.

Die Figuren 2 und 3 zeigen verschiedene Zustande a, b, c fur die Teilbilder 12 und 13, und
enthalten exemplarisch lediglich einen einzigen Fluoreszenzemitter. Die Teilbilder 12a und 13a
zeigen dabei einen Zustand, in dem ein Fluoreszenzemitter so liegt, dass er in der Fokusebene
ist, die dem Teilbild 13 zugeordnet ist. Folglich ist das Bild 11a des Fluoreszenzemitters im
Teilbild 13a ein beugungsbegrenzter Spot, dessen GrdBe durch die Beugungsgrenze
vorgegeben ist. Denselben Spot findet man auch in Teilbild 12a, jedoch ist das Bild 11a hier
groBer ausgedehnt, da der abgebildete Fluoreszenzemitter sich nicht in der Fokusebene des
Teilbildes 12 befindet. Dies fihrt zu einer Defokussierung, die das Bild 11a vergroBert. Der
Vergleich der Bilder 11a im Teilbild 12a und 13a zeigt deutlich die Tiefenlage des
Fluoreszenzemitters, namlich in der Fokusebene des Teilbildes 13.

Das Steuergerat C kann deshalb aus der Gr6Be der Punkt-Bilder der Fluoreszenzemitter und
dem Vergleich der Teilbilder eine entsprechende Tiefenangabe fir die Fluoreszenzemitter
ableiten. Die laterale Lokalisierung wird wie bekannt aus dem Punkt-Bild 11a gewonnen.

Die Teilbilder 12b und 13b zeigen einen Zustand, in dem sich ein Fluoreszenzemitter zwischen
den Fokusebenen der Teilbilder befindet. Dies ist daran zu erkennen, dass das Punkt-Bild 11b
dieses Fluoreszenzemitters eine GrdBe aufweist, die (ber dem beugungsbegrenzten
MindestmalB liegt, jedoch auch unter dem MaB, das sich ergabe, wenn der Fluoreszenzemitter
in der Fokusebene des Teilbildes 13 angeordnet ware.

Die Teilbilder 12c und 13c zeigen schlieBlich einen Zustand, der zu dem Zustand a invertiert ist.

Das Konzept, durch Teilbilder aus unterschiedlichen Fokusebenen nicht nur eine Relativiage
der Fluoreszenzemitter zur Fokusebene eines Bildes zu gewinnen, sondern auch die Richtung
der Verschiebung gegeniiber der Fokusebene, ist im Stand der Technik, wie eingangs
geschildert wurde, bekannt.

Das Fluoreszenzmikroskop 1 erreicht die Teilbilder 12 und 13 durch Einsatz des adaptiven
Spiegels 7. Dieser bewirkt sowohl die Aufteilung der Abbildung der Probe 2 in die zwei
Teilbilder 12, 13, als auch die Zuordnung =zu unterschiedlichen Fokuslagen durch
unterschiedliche Brennweiten fir die Teilbilder 12, 13. Dies ist schematisch in Figur 4
dargestellt. Sie zeigt den adaptiven Spiegel 7, auf den die Strahlung von der Probe 2 langs



10

15

20

25

30

35

WO 2013/110408 PCT/EP2012/075465

12

einer optischen Achse OA einfallt. Die reflektierende Flache des Spiegels 7 ist in Segmente 15
und 16 aufgeteilt bzw. wird durch die Ansteuerung durch das Steuergerat 10 in solche
Segmente unterteilt. Der adaptive Spiegel wirkt als Strahlteiler, der das beugungsbehaftete
Einzelbild der Probe 2 im Abbildungsstrahlengang 4 in die zwei Teilbilder 12 und 13 aufteilt.
Weitere abbildende Elemente wie Linsen etc. kdnnen dabei verwendet werden, sind in der
Darstellung der Figur 4 der besseren Ubersichtlichkeit halber jedoch nicht eingetragen.

Der adaptive Spiegel 7 wird so eingestellt, dass er Spiegelflachensegmente 15 aufweist, welche
die optische Achse OA in eine erste Richtung ablenken. Dazu verschachtelt liegende
Spiegelflachensegmente 16 lenken die optische Achse OA in eine zweite Richtung. Dabei ist
die erste Richtung eine optische Achse OA1, die dem Kamerabildbereich Ka zugeordnet ist,
und die zweite Richtung entspricht einer optischen Achse OA2, welche dem Kamerabildbereich
Kb zugeordnet ist. Die entsprechenden Randstrahlen fir die Abbildung durch die ersten
Spiegelflachensegmente 15 ist dabei wie die optische Achse OA1 gepunktet in Figur 4
eingetragen, die Randstrahlen und die optische Achse OA2, welche durch die
Spiegelflachensegmente 16 auf den Kamerabildbereich Kb geleitet werden, sind strichpunktiert
gezeichnet.

Weiter bewirken die Spiegelflaichensegmente 15 einen Brennweitenunterschied im erzeugten
Teilbild 12. Der adaptive Spiegel 7 ist somit so eingestellt, dass er nicht nur eine Bildteilung
erzeugt, sondern auch beide Teilbilder 12 und 13 unterschiedlichen Fokusebenen in der Probe
2 zuordnet. Dies ist dadurch zu erkennen, dass die Randstrahlen fir das Teilbild 12 sich auf der
optischen Achse OA im Kamerabildbereich Ka treffen, wohingegen die strichpunktierten
Randstrahlen flr das Teilbild 13 am Kamerabildbereich Kb noch aufgeweitet sind.

Die Kamerabildbereiche Ka und Kb sind bevorzugt aber nicht zwingend Bildbereiche ein und
derselben Kamera K. Dies hat den Vorteil, dass eine sub-pixelgenaue Justierung der Teilbilder
12 und 13 einfach maglich ist. Hierzu bieten sich u. a. folgende Optionen:

1. In einem dem eigentlichen Messverfahren vorgelagerten Justierschritt wird der adaptive
Spiegel 7 so eingestellt, dass die Teilbilder 12 und 13 entlang divergierender optischer Achsen
OA1 und OA2 erzeugt werden, jedoch mit derselben Brennweite des Spiegels 7. Die Teilbilder
12 und 13 entstammen dann wahrend des Justierschrittes derselben Fokusebene. Die
hochaufldsende laterale Lokalisierung einer oder mehrerer Strukturen in den Teilbildern 12 und
13 erlaubt es dann einfach, eine Referenzangabe zu gewinnen, mit der im spateren
Messbetrieb Strukturen im Teilbild 12 auf das Koordinatensystem des Teilbildes 13

umgerechnet werden und umgekehrt.
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2. Sind die Kamerabildbereiche Ka und Kb Bildbereiche ein und derselben Kamera, kdnnen
die Teilbilder 12 und 13 zuerst superpositioniert, d. h. in Uberlagerung dargestellt werden. Der
Spiegel 7 wird dazu so eingestellt, dass die optischen Achsen OA1 und OA2 zusammenfallen,
der Winkelunterschied zwischen den Spiegelsegmenten 15 und 16 also nicht mehr gegeben ist.
In dieser Uberlagerung kann einfach sichergestellt werden, dass trotz unterschiedlicher
Brennweiten der Segmente 15 und 16 die Bilder Ubereinander liegen. Auch kann eine
Referenzierung der Bilder zueinander einfach durchgefihrt werden. Dann wird im Justierschritt
der Spiegel so umgestellt, dass die Winkelunterschiede zwischen den Spiegelsegmenten 15
und den Spiegelsegmenten 16 vorliegen. Mit anderen Worten, die Winkeldivergenz zwischen
den optischen Achsen OA1 und OA2 tritt auf, und die Teilbilder 12 und 13 liegen
nebeneinander. Der dadurch bewirkte Unterschied in den Koordinaten zwischen den Teilbildern
12 und 13 ist aus den Spiegelparametern einfach abzuleiten, so dass durch die vorher erreichte
Justierung im superpositionierten Zustand eine hochprazise Relativreferenzierung zwischen

den Teilbildern 12 und 13 gewabhrleistet ist.

Natdrlich kénnen die oben erwédhnten Verfahrensschritte 1 und 2, die vor dem eigentlichen
Messprinzip zur Justierung ausgefihrt werden, auch in beliebiger Reihenfolge bzw. kombiniert
angewendet werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur hochaufldsenden 3D-Fluoreszenzmikroskopie, wobei

- in einer Probe (2) wiederholt Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung
angeregt und von der Probe (2) mit einem Mikroskop (1), das einen Abbildungsstrahlengang (4)
mit einer optischen Auflésung und eine Fokalebene aufweist, Einzelbilder (10) erzeugt werden,
wobei die Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden,
dass zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in jedem Einzelbild (10) derart isoliert
ist, so dass die Bilder (11) dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der optischen Aufldsung in
den Einzelbildern (10) trennbar sind,

- in den erzeugten Einzelbildern (10) aus den Bildern der isolierten Fluoreszenzemitter die
Lagen dieser Fluoreszenzemitter mit einer Uber eine optische Aufldsung hinaus gehenden
Ortsgenauigkeit lokalisiert werden und daraus ein hochaufgeléstes Gesamtbild erzeugt wird,

- jedes Einzelbild mittels eines Teilerelements (7) in ein erstes und ein zweites Teilbild (12,
13) aufgeteilt wird, wobei das erste Teilbild (12) eine erste Fokalebene in der Probe (2) und das
zweite Teilbild (13) eine zweite Fokalebene in der Probe (2) abbildet,

- beide Teilbilder (12, 13) getrennt abgebildet werden,

dadurch gekennzeichnet, dass

- als Teilerelement ein adaptiver Spiegel (7) verwendet und im wesentlichen in einer
Pupille des Abbildungsstrahlengangs (4) angeordnet wird,

- der adaptive Spiegel (7) so eingestellt wird, dass er die zwei Teilbilder (12, 13) zeitlich
oder ortlich getrennt abbildet, und

- der adaptive Spiegel (7) so eingestellt wird, dass er zwei unterschiedliche Fokuslangen
fur die beiden Teilbilder (12, 13) realisiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der adaptive Spiegel (7) die
zwei Teilbilder (12, 13) entlang divergierender optischer Achsen (OA1, OA2) auf
nebeneinanderliegende Bildaufnahmebereiche (Ka, Kb) abbildet.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/110408 PCT/EP2012/075465

15

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass ein Intensitatsverhaltnis der
Teilbilder (12, 13) verstellt wird, indem Spiegelflachenanteile (15) des adaptiven Spiegels (7),
die die Abbildung des ersten Teilbildes (12) bewirken, verkleinert und um dieses MafB
Spiegelflachenanteile (16) des adaptiven Spiegels (7), die die Abbildung des zweiten Teilbildes
(13) bewirken, vergréBert werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass zum Einstellen
einer Tiefenauflbsung oder eines erfassten Tiefenbereiches durch Verstellung des adaptiven
Spiegels (7) eine Differenz der Fokuslangen verandert wird.

5. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass am Spiegel
(7) reflektierte Strahlung mit einem Wellenfrontsensor (9) erfasst wird und der Spiegel (7) zur
Korrektur von Abbildungsfehlern des Abbildungsstrahlenganges (4) verstellt wird.

6. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass flur eine
Tiefenlagenverstellung die beiden Fokuslangen synchron verstellt werden.

7. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass vor der
tiefenaufldsenden Mikroskopie in einem Justierschritt der Teilbilder (12, 13) diese zuerst mit
gleicher Fokuslange erzeugt und in diesem Zustand lagejustiert werden.

8. Verfahren nach einem der obigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden
Bildaufnahmebereiche (Ka, Kb) auf einer Kamera (K) liegen und vor der tiefenauflésenden
Mikroskopie in einem Justierschritt die beiden Teilbilder (12, 13) zuerst superpositioniert auf die
Kamera (K) abgebildet und in diesem Zustand lagejustiert werden und dann der Spiegel (7) so
verstellt wird, dass die Teilbilder (12, 13) nebeneinander auf den Bildaufnahmebereichen (Ka,

Kb) zu liegen kommen.

9. Fluoreszenzmikroskop zum dreidimensionalen Abbilden einer Probe (2) mit einer Gber
eine optische Aufldsung gesteigerten Ortsaufldsung, das aufweist:

- eine Beleuchtungseinrichtung (L1, 3, 5), die dazu ausgebildet ist, in der Probe (2)
wiederholt Fluoreszenzemitter zur Abgabe von Fluoreszenzstrahlung anzuregen

- eine einen Abbildungsstrahlengang (4) mit der optischen Auflosung umfassende
Abbildungseinrichtung (5, 4, K), die dazu ausgebildet ist, von der Probe (2) mit der optischen
Aufldsung Einzelbilder zu erzeugen,

- eine Steuereinrichtung (C), die dazu ausgebildet ist, die Beleuchtungseinrichtung (L1, 3,
5) und die Abbildungseinrichtung (5, 4, K) so anzusteuern, dass von der Probe (2) mehrere

Einzelbilder erzeugt werden, wobei die Fluoreszenzemitter derart zur Abgabe von
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Fluoreszenzstrahlung angeregt sind, dass zumindest eine Teilmenge der Fluoreszenzemitter in
jedem Einzelbild derart isoliert ist, dass die Bilder dieser Fluoreszenzemitter im Rahmen der
optischen Aufldsung in den Einzelbildern trennbar sind, wobei

- die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, in den erzeugten Einzelbildern die Lagen
der isoliert fluoreszierenden Fluoreszenzemitter mit einer ber eine optische Aufldsung hinaus
gehenden Ortsgenauigkeit zu lokalisieren und daraus ein hochaufgelostes Gesamtbild zu
erzeugen,

- der Abbildungsstrahlengang (4) ein Teilerelement (7) aufweist, das jedes Einzelbild in ein
erstes und ein zweites Teilbild (12, 13) aufteilt, wobei das erste Teilbild (12) eine erste
Fokalebene in der Probe (2) und das zweite Teilbild (13) eine zweite Fokalebene in der Probe
(2) abbildet,

- die Abbildungseinrichtung (5, 4, K) mindestens eine Kamera (K) umfasst, auf die beide
Teilbilder (12, 13) nebeneinander abgebildet sind,

dadurch gekennzeichnet, dass

- das Teilerelement als adaptiver Spiegel (7) ausgebildet ist, der im wesentlichen in einer
Pupille des Abbildungsstrahlengangs (4) angeordnet ist,

- die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, den adaptiven Spiegel (7) so einzustellen,
dass er die zwei Teilbilder (12, 13) zeitlich oder ortlich getrennt abbildet, und

- die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, den adaptiven Spiegel (7) so einzustellen,
dass er zwei unterschiedliche Fokuslangen fur die beiden Teilbilder (12, 13) realisiert.

10. Fluoreszenzmikroskop nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, den adaptiven Spiegel (7) so anzusteuern, dass er
die zwei Teilbilder (12, 13) entlang divergierender optischer Achsen (OA1, OA2) auf
nebeneinanderliegende Bildaufnahmebereiche (Ka, Kb) auf der Kamera (K) abbildet.

11.  Fluoreszenzmikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass zur Verstellung
eines Intensitatsverhaltnis der Teilbilder (12, 13) die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist,
den adaptiven Spiegel (7) so einzustellen, dass Spiegelflachenanteile (15) des adaptiven
Spiegels (7), die die Abbildung des ersten Teilbildes (12) bewirken, abnehmen und um dieses
MafB Spiegelflachenanteile (16) des adaptiven Spiegels (7), die die Abbildung des zweiten
Teilbildes (13) bewirken, zunehmen.

12.  Fluoreszenzmikroskop nach Anspruch 9, 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass zum
Einstellen einer Tiefenaufldsung oder eines erfassten Tiefenbereiches die Steuereinrichtung (C)
dazu ausgebildet ist, den adaptiven Spiegel (7) so einzustellen, dass eine Differenz der

Fokuslangen verandert wird.
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13.  Fluoreszenzmikroskop nach einem der Anspriche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Wellenfrontsensor (9) vorgesehen ist, der am Spiegel (7) reflektierte Strahlung erfasst,
um den Spiegel (7) zur Korrektur von Abbildungsfehlern des Abbildungsstrahlenganges (4) zu
verstellen.

14.  Fluoreszenzmikroskop nach einem der Anspriche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, fir eine Tiefenlagenverstellung die beiden

Fokuslangen synchron zu verstellen.

15.  Fluoreszenzmikroskop nach einem der Anspriche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass die Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, zur Justierung vor der tiefenaufldsenden
Abbildung den Spiegel (7) so anzusteuern, dass die Teilbilder (12, 13) zuerst mit gleicher
Fokuslange erzeugt sind, und in diesem Zustand ein Lagejustiersignal erzeugt.

16. Fluoreszenzmikroskop nach einem der Anspriche 9 bis 15, dadurch gekennzeichnet,
dass die Bildaufnahmebereiche (Ka, Kb) von einer Kamera (K) bereitgestellt sind und die
Steuereinrichtung (C) dazu ausgebildet ist, zur Justierung vor der tiefenaufldsenden
Abmessung den Spiegel (7) so anzusteuern, dass die Teilbilder (12, 13) superpositioniert auf
die Kamera (K) abgebildet sind, in diesem Zustand ein Lagejustiersignal erzeugt und dann den
Spiegel so verstellt, dass die Teilbilder (12, 13) nebeneinander auf die Bildaufnahmebereiche
(Ka, Kb) abgebildet sind.
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