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Minimierung der Uberdeckung hintereinander oder nahe nebeneinander liegender Punktlichtquellen in jedem von der Kamera aufge-
nommenen Bild gering gehalten, und wobei im Strahlengang der Detektionsoptik ein Mittel zur Unterteilung der Detektionsapertur in
einzelne Teilaperturen vorgesehen ist, so dass die Bilder, die von den einzelnen Teilaperturen auf dem Kamerasensor erzeugt werden,
ein Objektvolumen aus unterschiedlichen Raumrichtungen abbilden.
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Mikroskop und Verfahren zum Lokalisieren fluoreszenter Molekiile in drei
Raumdimensionen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroskop und ein Verfahren zum Lokalisieren
fluoreszenter Molekiile in drei Raumdimensionen.

Fur Lokalisationstechniken mit Weitfeld / EPI-Fluoreszenzanregung ist eine diinne Probe
erforderlich und es kdnnen nur die Fluorophore im Bereich einer diinnen Schicht um die
Fokusebenen des Detektionsobjektivs lokalisiert werden. Dieser Bereich ist typischerweise
sehr schmal, da die Scharfentiefe der zur Lokalisation verwendeten Objektive sehr klein ist.

Um die Fluoreszenz-Anregung auf einen diinnen Bereich zu beschrianken, wird auch TIR-
Beleuchtung (TIR steht fur Total Internal Reflection) genutzt.

Eine Lokalisation mit Lichtblatt-Beleuchtung verbessert das Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis
und ermoéglicht die Lokalisation auch in dicken Proben. Ohne weitere Hilfsmittel kann jedoch
innerhalb der beleuchteten Schicht nicht prazise entlang der Detektionsachse (z-Achse)
lokalisiert werden.

Die Nutzung von Zylinderlinsen oder anderen optischen Elementen die eine z-Abhadngigkeit
der Form oder Orientierung der Punktbildfunktion (PSF) im Detektionsstrahlengang
bewirken, erlauben es nicht die z-Position gleichzeitig mit hoher Prazision und iiber einen
grofSen Bereich zu detektieren. Aufgrund der Verwendung solcher, die PSF verformender
Elemente kann ferner zusatzlich zur Lokalisation keine aberrationsfreie herkémmliche
Abbildung erzeugt werden. Diese kann jedoch wiinschenswert sein, um einen Kontext fur die
Lokalisation in Form einer Abbildung der Umgebung herzustellen.

Die Lichtfeld-Technologie erhht die Scharfentiefe des Detektionsobjektivs signifikant unter
Beibehaltung der Lichteffizienz des optischen Systems (im Gegensatz zu einer Reduktion der
numerischen Apertur), weshalb mittels Objektiven mit hoher numerischer Apertur Molekiile
aus einem gréReren Bereich entlang der optischen Achse detektiert und mit vergleichsweise
héherer Prazision lokalisiert werden kénnen.

Die Lichtfeld-Technologie erlaubt auBerdem die Lokalisation von entlang der Detektions-
Achse (also der z-Achse) direkt hintereinander liegenden Molekiilen. Andere Technologien,
wie etwa solche unter Verwendung von Zylinderlinsen und dhnlichen optischen Elementen
erlauben keine Lokalisation von direkt hintereinander liegenden Molekiilen, und wenn sich
die Bilder von zwei Molekiilen iiberlagern, kénnen diese haufig nicht prazise und robust
lokalisiert werden. Daher ist es unabdingbar, die Anzahl gleichzeitig emittierender
Fluoreszenzmolekiile gering zu halten. Dies hat zur Folge, dass in jedem Bild nur wenige
Molekiile lokalisiert werden kénnen. Zur hinreichend genauen Bestimmung der Struktur
muss jedoch eine ausreichende hohe Anzahl von Molekiilen lokalisiert werden. Daher muss
eine entsprechend hohe Anzahl von Einzelbildern (mehrere 1000 sind tblich) erfasst werden
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und die Aufnahme der Daten, die ein moglichst vollstandiges Bild der Struktur ergeben
dauert sehr lange. Dieses Problem tritt fiir dicke, dreidimensionale Proben aufgrund der
erh6hten Anzahl potentiell emittierender Molekiile in verstarktem Male auf, wobei
gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit zunimmt, dass sich die Bilder von zwei Molekiilen
Uberlagern, die deshalb nicht sauber lokalisiert werden kénnen.

Es ist bekannt, dass in der Lokalisationsmikroskopie versucht wird, die Fluorophore auch
entlang der Detektionsachse zu lokalisieren indem eine Optik in den Detektionsstrahlengang
gebracht wird, deren Ziel es ist die PSF der Abbildung derart zu verdndern, dass ein
messbares Merkmal entlang der z-Achse variiert. Zum Beispiel kann eine Zylinderlinse
eingebracht werden, die zu einer astigmatischen PSF fiihrt, wobei das Verhaltnis der
Halbachsen der PSF nun Aufschluss {iber den z-Defokus gibt. Alternativ sind auch spiral- und
doppel-spiralférmige PSFs verwendet worden um eine Lokalisation entlang der optischen
Achse zu erzielen.

Die Lichtfeld-Technologie wurde in Verbindung mit PIV (Particle Imaging Velocimetry)
genutzt um Partikelstréme zu lokalisieren. Dabei hat sich die herausragende Eignung der
Light-Field Technologie fiir die Lokalisation von Partikeln gezeigt. Bei PIV werden Partikel in
einige Zentimeter groBen Probenvolumina abgebildet, deren GréRe deutlich Giber 1um bzw.
der Auflésungsgrenze eines Mikroskops liegen. Dabei Gibertrifft die Prazision der Lokalisation
nicht die Beugungsgrenze. Die Lokalisation erfolgt iiber gestreutes Licht und es wird keine
Selektion der Partikel vorgenommen, d.h. es wird von allen Partikeln im beleuchteten
Volumen gestreutes Licht detektiert. Da keine einzelnen Molekiile lokalisiert werden kommt
die Nutzung von 'Dunkelzustdnden (z. B. Triplett-Zustande) oder dhnlichen metastabilen
angeregten Zustanden von Fluoreszenzmolekiilen nicht in Frage. Wie schon erwahnt werden
bei PIV keine einzelnen Molekiile abgebildet, sondern mikroskopische Partikel.

Folgende Druckschriften sind zum vorstehend angefiihrten Stand der Technik zu nennen:

e EP2244484A1

e US725,567 A

e DE 102008009 216 Al

e Cella Zanacchi, F. et al. Live-cell 3D super-resolution imaging in thick biological
samples. Nat. Methods 8, 1047-1049 (2011).

e Menzel et al 2014, Using a novel light field measurement system to simultaneously
measure 3D-3C velocity fields and 3d surface profiles, Fachtagung “Lasermethoden in
der Stromungsmesstechnik”, 9. — 11. September 2014

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, ein Mikroskop und ein
Verfahren zu schaffen, das die Lokalisation von einzelnen Molekiilen oder allgemein
Punktlichtquellen in drei Raumdimensionen gewahrleistet.

Gelost wird diese Aufgabe hinsichtlich des Mikroskops durch die Merkmale des Anspruchs 1
und hinsichtlich des Verfahrens durch die Merkmale des Anspruchs 15. Vorteilhafte
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Weiterbildungen des Mikroskops und des Verfahrens sind in den jeweiligen
Unteranspriichen angegeben.

Demnach schafft die Erfindung ein Mikroskop, aufweisend eine Beleuchtungsoptik zur
Fluoreszenzanregung von Punktlichtquellen einer Probe, eine Detektionsoptik und eine
Kamera mit einem ortsauflésenden Sensor, wobei die Dichte der emittierenden
Punktlichtquellen zur Minimierung der Uberdeckung hintereinander oder nahe
nebeneinander liegender Punktlichtquellen in jedem von der Kamera aufgenommenen Bild
gering gehalten, und wobei im Strahlengang der Detektionsoptik ein Mittel zur Unterteilung
der Detektionsapertur in einzelne Teilaperturen vorgesehen ist, so dass die Bilder, die von
den einzelnen Teilaperturen auf dem Kamerasensor erzeugt werden, ein Objektvolumen aus
unterschiedlichen Raumrichtungen abbilden.

Mit anderen Worten schafft die Erfindung ein Mikroskop zur idealerweise iberaufgeldsten
Lokalisation von einzelnen Molekiilen oder allgemein Punktlichtquellen in drei
Raumdimensionen.

Gemal einer besonders vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung umfasst die
Beleuchtungsoptik mindestens ein Lichtblatt, mit dem die Probe aus mindestens einer
Richtung beleuchtet wird und das Mittel zur Unterteilung der Detektionsapertur weist ein
Mikrolinsenarray auf. Die dadurch fir das erfindungsgemafe Mikroskop bereitgestellte
Kombination aus Lichtfeldkamera und Lichtblattbeleuchtung resultiert in einer Lichtfeld-
Lokalisationstechnik, die im Folgenden naher erlautert ist.

Um eine Punktlichtquelle in 3D zu lokalisieren sind mindestens zwei Bilder der
Punktlichtquelle nétig, die durch verschiedene Mikrolinsen auf den Sensor abgebildet
werden. Typischerweise wird jedoch jede Punktlichtquelle durch mehrere Mikrolinsen
abgebildet, was eine Uberlappung von Bildbereichen verschiedener Punktlichtquellen zur
Folge hat. Auf dem Sensor nimmt also jede Punktlichtquelle eine Flache ein, die dem
Vielfachen der Flache einer auflésungsbegrenzten Abbildung der Punktlichtquelle auf einem
Sensor entspricht. Dariiber hinaus werden auch noch Punktlichtquellen aus anderen Ebenen
senkrecht zur optischen Achse auf eine 2D-Flache projiziert. Die Bilder einzelner
Punktlichtquellen, kénnen sich also Gberdecken. Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung
besteht also darin, die Dichte der Punktlichtquellen in jedem einzelnen aufgenommenen Bild
einzuschranken. Die Lokalisation von Punktlichtquellen in einem dreidimensionalen Volumen
wird demnach dadurch gewahrleistet, dass deren Zahl gering gehalten wird, um die
Uberlappung von Bilderreichen verschiedener Punktlichtquellen minimal zu halten.

Eine méglichst geringe Uberlappung von Bildbereichen verschiedener Punktlichtquellen kann
durch folgende MaRnahmen erreicht werden:

- durch vereinzelte Markierung, sog. ,Sparse Labeling”, demnach die , Dichte” der
Fluorophore in der Probe ist ausreichend gering gehalten wird, etwa bei Ca?*-Bildgebung



WO 2017/191121 PCT/EP2017/060390

einzelner mit gCamP markierter Neuronen mit genetisch codierten Ca?*-Sonden oder bei der
Bildgebung des Blutflusses der Einfarbung einer Teilgruppe der Blutzellen.

- durch schaltbare Fluorophore im Falle einer relativ hohen Dichte der Fluorophore in der
Probe, wobei fiir jedes Bild eine ausreichend kleine Untergruppe in einen zur
Fluoreszenzemission anregbaren molekularen Zustand gebracht (,,angeschaltet”) wird, z. B.
durch Photoaktivierung, transiente Bindung o. 3., bzw. eine ausreichend groRe Untergruppe
in einen zur Fluoreszenzemission nicht anregbaren Zustand gebracht (,,ausgeschaltet”) wird;

- durch selektive Beleuchtung: die Dichte der Fluorophore selbst in der Probe ist zwar zu hoch,
wobei jedoch fir jedes Bild eine ausreichend kleine Untergruppe von Punktlichtquellen zur
Fluoreszenzlicht-Abgabe angeregt wird, wie etwa durch eine strukturierte Beleuchtung.

Der im Rahmen der Erfindung aufgestellten Forderung nach einer geringen Dichte der
Punktlichtquellen kann in unterschiedlicher Weise entsprochen werden. Zu diesem Zweck
kann es beispielsweise vorgesehen sein, dass die Punktlichtquellen schaltbare Fluorophore,
wie etwa Farbstoff-Molekiile oder fluoreszente Proteine, oder Quantenpunkte sind kénnen.
Die Aktivierung der Fluorophore kann z.B. (iber das schwache und/oder kurzzeitige
Einstrahlen von Licht durch Erzielung eines Konformitatsunterschieds bewirkt werden
(PALM, STORM). Die Aktivierung kann z.B. auch durch eine chemische
Konformationsanderung bewirkt werden, die dazu fiihrt, dass die Punktlichtquelle in einen
bei der vorgesehenen Anregungswellenldange zur Fluoreszenzemission anregbaren Zustand
versetzt wird. Die zur Schaltung verwendete Wellenlange unterscheidet sich blicherweise
von der zur Anregung der Fluoreszenzemission nutzbaren Wellenlange. Alternativ kénnen
abzubildende Molekiile auch durch eine chemische Bindung in den An-Zustand ibergehen
(PAINT). Bei GSD-Mikroskopie wird der Grundzustand der Fluoreszenzanregung entvolkert
indem die Molekdle in einen metastabilen Dunkel-Zustand tiberfiihrt werden aus dem
heraus sie nicht mehr anregbar sind. Allgemein kann ein Verfahren der RESOLFT-
Mikroskopie verwendet werden, bei dem eine lichtinduzierte Schaltung der
Punktlichtquellen wird, um Sicherzustellen dass nur eine Teilmenge der im
Detektionsvolumen bzw. in der Probe vorhandenen Punktlichtquellen gleichzeitig
Fluoreszenz emittieren. Grundsatzlich ist auch eine nichtoptische MaRnahme einsetzbar,
namlich dass man chemisch bei der Farbung der Probe schon auf eine geringe Dichte achtet.
Eine Alternative besteht im Einsatz sogenannter ,,Brainbow“-Organismen, die mit einem
besonderen fluoreszenten Protein gefarbt sind, wobei die einzelnen Molekile in jeweils
einem von mehreren Spektralbanden emittieren. Auf diese Weise kdnnen mit einem Satz
geeigneter spektraler Filter je ein Teil der Molekiile ausgeblendet werden.

Es soll an dieser Stelle zu bemerken, dass das Ziel der 3D-Lokalisation von Punktlichtquellen
nicht notwendigerweise mit optischer Uberaufldsung erreicht werden muss, also nicht
unterhalb von ca. 0.6A/NA.

Die Beleuchtung, Schaltung in den An-, Aus- oder einen Dunkelzustand, Fluoreszenzanregung
der Punktlichtquellen kénnen liber das Detektionsobjektiv erfolgen (Epifluoreszenz), tiber
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einen dem Detektionsobjektiv gegeniiber gestellten Kondensor oder auch in besonders
vorteilhafter Weise von der Seite mit dem Lichtblatt (SPIM). Dabei wird die Dicke des
Lichtblatts idealerweise so eingestellt, dass der gesamte Bereich aus dem lokalisiert werden
soll, auch fiir jede Aufnahme eines Kamerabildes beleuchtet wird. Der Bereich aus dem
lokalisiert werden soll ist typischerweise der Bereich innerhalb der Scharfentiefe der
Detektionsoptik wobei Scharfentiefe im Rahmen dieser Abbildung z.B. den Bereich entlang
der optischen Achse bezeichnet innerhalb dessen der Durchmesser des Abbildes einer
Punktlichtquelle nicht oberhalb eines vielfachen, z.B. des doppelten, des Durchmessers im
Fokus liegt. Gleichzeitig soll die Beleuchtung entlang der optischen Achse der
Detektionsoptik so weit wie méglich auf diesen Bereich eingeschrankt werden. Zum Zweck
dieser Einschrankung, insbesondere entlang der Detektionsachse, ist die Beleuchtung einer
Schicht in der Probe von der Seite (SPIM) besonders vorteilhaft.

Gemal einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, die
Beleuchtungsoptik zur Aktivierung der Punktlichtquellen eine kohdrente oder inkoharente
strukturierte Beleuchtung bereitstellt.

Sind die Punktlichtquellen nicht schaltbar, dann kann mit Hilfe der strukturierten
Beleuchtung eine Untermenge dazu gebracht werden, Licht abzugeben, das vom
Kamerasensor detektiert wird. Durch eine Strukturierung der Beleuchtung soll eine
Untergruppe/Teilmenge der sich im Bereich der Tiefenscharfe der Detektionsoptik
befindlichen Punktlichtquellen beleuchtet und ggf. angeregt werden. Diese Strukturierung
kann durch Interferenz mehrerer von z.B. zwei oder drei Strahlen erreicht werden, die unter
einem Winkel zueinander durch das Probenvolumen propagieren. Alternativ kann die Probe
auch mit einem fokussierten Strahl abgerastert werden. Die Ausbreitungsrichtung der
Strahlen kann vorteilhaft in der Ebene des Lichtblatts liegen, die wiederum mit der
Fokusebene der Detektionsoptik Gbereinstimmt, bzw. innerhalb der Scharfentiefe der
Detektionsoptik bzw. innerhalb des Bereichs entlang deren optischer Achse, in dem eine
Lokalisation moglich ist, liegt. Liegen die Ausbreitungsrichtungen der Strahlen in einer Ebene,
so schlieBen diese z.B. 180° bei zwei Strahlen und 120° bei drei Strahlen ein. Bevorzugt kann
die Phase mindestens eines Teilstrahls so variiert werden, dass sich das Beleuchtungsmuster
um einen Bruchteil der Periode verschiebt. Allerdings kann durch die (gegenseitige)
Verkippung einzelner Strahlen gegen die Lichtblattebene auch entlang der Detektionsachse
eine Strukturierung der Beleuchtung erreicht werden. Insgesamt ist das Ziel der
strukturierten Beleuchtung die Erleichterung der Lokalisation dadurch, dass es zu weniger
Uberschneidungen und Uberdeckungen der Bilder von unterschiedlichen Punktquellen auf
dem Sensor kommt. Gleichzeitig soll die Zahl der fiir ein vollstandiges Bild einer Ebene
notwendigen Rohbilder minimiert werden, z.B. auf 9.

Handelt es sich bei den Punktlichtquellen um schaltbare, fluoreszente Farbstoffe / Molekdle,
kann die Anregung und An- bzw.- Aus-Schaltung dieser Punktlichtquellen mittels PALM,
STORM, PAINT, GSD oder dhnliche Methoden erfolgen und diese Methoden kénnen mit der
vorstehend erlduterten strukturierten Beleuchtung kombiniert werden.
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Vorteilhafterweise sind die Mikrolinsen des Mikrolinsenarrays groBer als der Abstand der
Pixel auf dem Kamerasensor. Die Grofse der Mikrolinsen des Mikrolinsenarrays ist
vorteilhafterweise auf die bildseitige Apertur der Detektionsoptik derart abgestimmt ist,
dass die Bilder der Mikrolinsen den Kamerasensor im Wesentlichen vollstandig ausleuchten.
Die Bilder der Mikrolinsen auf dem Kamerasensor bedecken dabei maximal einen Bereich,
der der GroéRe der Mikrolinse entspricht und es kommt idealerweise zu keinerlei
Uberschneidungen der einzelnen Bilder der Mikrolinsen untereinander.

Vorteilhafterweise umfasst das Mikrolinsenarray Gruppen von Mikrolinsen gleicher oder
unterschiedlicher Brennweiten und die Zentren der Mikrolinsen des Mikrolinsen-Arrays sind
vorzugsweise auf einem zweidimensionalen Bravais-Gitter angeordnet. Die Rekonstruktion
von Bildern erfolgt dabei liber einen iterativen Algorithmus wie beispielsweise in der EP 2
244 484 A1l beschrieben, der es erlaubt, etwa 200 Ebenen innerhalb der Scharfentiefe
aufzuldsen, wobei jedes der Bilder eine Pixelanzahl aufweist, die etwa die bis zu einem
Viertel der Pixelzahl des Kamerasensors entspricht. Das Besondere der erfindungsgemafien
Mikroskopie besteht in der Rekonstruktion, die es vorsieht, zwischen den Bildern der
einzelnen Mikrolinsen Ubereinstimmungen zu suchen, was besonders gut fiir isolierte
Partikel darstellbar ist.

Das Mikrolinsenarray kann in oder nahe einer zur Probe konjugierten Ebene oder in oder
nahe einer zur Pupille konjugierten Ebene angeordnet sein. Es kann zusammen mit dem
Kamerasensor als Lichtfeldkamera ausgefiihrt sein und dann in einem gemeinsamen
Gehaduse untergebracht sein. In einer vorteilhaften Anordnung des Mikrolinsenarrays bildet
dieses zusammen mit einer vorgeschalteten Linse, bei der es sich bevorzugt um eine
Tubuslinse handelt, und deren Apertur fiir das Mikrolinsenarray ausreicht, ein Teleskop nach
Galilei oder Kepler bildet.

Das erfindungsgemaRe Mikroskop umfasst eine Post-Processing-Einrichtung zur
Rekonstruktion der Lokalisation einzelner Punktlichtquellen bzw. Molekiile einer Probe in
drei Raumdimensionen durch einen auf Triangulation basierenden iterativen Algorithmus zur
Erzeugung eines 3D-Bilds vorgesehen ist, wobei die Triangulation bevorzugt ein iteratives
Maximum-Likelihood-Verfahren umfasst, das beugungsoptische Eigenschaften der
Detektionsoptik beriicksichtigt. Bei der erfindungsgemafBen Verwendung eines
Mikrolinsenarrays als Mittel zur Unterteilung der Detektionsapertur in einzelne
Teilaperturen ist der iterative Algorithmus bevorzugt dazu ausgelegt ist, Ubereinstimmungen
zwischen den Bildern der einzelnen Mikrolinsen zu ermitteln und daraus auf die Position der
zu den Bildern gehorigen Punktlichtquelle zu schlieRRen.

Der Algorithmus ist derart gestaltet, dass er analog zur Triangulation mit der Parallaxe
arbeitet, die dadurch entsteht, dass verschiedene Mikrolinsen die einzelnen
Punktlichtquellen aus leicht unterschiedlichen Richtungen betrachten. Die Position des
Bildes einer Punktlichtquelle hinter einer Mikrolinse und der Abstand der Mikrolinse zur
optischen Achse geben Auskunft tiber den Grad der Verkippung der zugehdérigen PSF im
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Objekt. Jede Mikrolinse bildet Punktlichtquellen, die ‘innerhalb eines zur jeweiligen
Mikrolinse zugeordneten Subaperturkonus bzw. dessen beugungsbedingten
Detektionsvolumens, also eines Bereichs um eine Achse liegen, auf den der Mikrolinse
zugehdrigen Bereich des Sensors hinter der Mikrolinse ab. Die Position einer
Punktlichtquelle lasst sich also als Schnittpunkt der mindestens zwei Achsen ermitteln.
Typischerweise werden libereinstimmende Strukturen in den Bildern liber verschiedene
Mikrolinsen ermittelt. Bei Punktlichtquellen ist eine Unterscheidung kaum méglich und es
muss entweder auf die Anordnung von mehreren Punklichtquellen oder auf a-priori-
Information zuriickgegriffen werden.

Alternativ ist auch folgender Ansatz méglich: Eine Datenbank enthalt die Sensor-Roh-Bilder
von jeweils einer Punktlichtquelle pro Bild. Die Rohbilder decken dabei Punktlichtquellen an
Positionen ab, die Gber das gesamte Objektvolumen verteilt sind. Die Rekonstruktion der
Position einer Punktlichtquelle findet dann iber einen Vergleich des vom Objekt
aufgenommen Rohbildes mit einer Uberlagerung der Bilder aus der Rohbild-Datenbank (mit
variabler , Helligkeit“) statt und es wird diejenige Uberlagerung der Rohbilder gesucht, die
dem aufgenommenen Bild am besten entspricht.

Das erfindungsgemaRe Verfahren zum Lokalisieren von Punktlichtquellen einer Probe in drei
Raumdimensionen basiert auf dem erfindungsgemaBen Mikroskop.

Vorteilhafterweise werden bei dem erfindungsgemaRen Verfahren eine vor allem schnelle
Aufnahme einer Zeitserie und eine zeitliche und/oder rdumliche Korrelation der zu einzelnen
Subvolumina gehérigen zeitabhangigen Signals vorgenommen.

Ferner kann ein erfassbares 3D-Lokalisationsvolumen durch Verschiebung der Probe entlang
der optischen Achse der Detektionsoptik vergroRert werden. Alternativ oder zusatzlich kann
ein erfassbares 3D-Lokalisations-Volumens durch Verschiebung der Probe entlang der
optischen Achse der Detektionsoptik erweitert wird.

Gemal einer vorteilhaften Weiterbildung des erfindungsgemaRen Verfahrens wird der
Korrelations-Algorithmus dazu eingesetzt, berechnete 3D-Lokalisierungspunkte bei dem der
Korrelations-Algorithmus dazu eingesetzt wird, berechnete 3D-Lokalisierungspunkte
verschiedener Ebenen entlang der optischen Achse der Detektionsoptik derart zu
Uberlagern, dass ein sauber definiertes und/oder in z-Richtung vergroRertes 3D
Lokalisations-Volumen entsteht. Alternativ wird der Korrelations-Algorithmus
vorteilhafterweise dazu eingesetzt, berechnete 3D-Lokalisierungspunkte verschiedener
Ebenen senkrecht zur optischen Achse derart zu {iberlagern, dass ein senkrecht zur
optischen Achse vergréRertes 3D-Lokalisations-Volumen entsteht. AuBerdem kann
vorteilhafterweise ein erfassbares 3D-Lokalisations-Volumens durch Verschiebung der Probe
senkrecht zur optischen Achse der Detektionsoptik vergréBert werden.

Vorteilhafterweise ist ferner eine vor allem schnelle Aufnahme einer Zeitserie und zeitliche
und/oder rdumliche Korrelation der zu einzelnen Subvolumina gehorigen zeitabhangigen
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Signale vorgesehen, wie z.B. bei Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), Image
Correlation Spectroscopy (ICS), oder Spatiotemporal Image Correlation Spectroscopy (STICS).
Bei FCS oder ICS bzw. STICS, wird fiir einen oder mehrere Punkte im Objekt das
Fluoreszenzsignal mit hoher zeitlicher Dynamik gemessen. Dieses Signal wird dann mit sich
selbst zeitlich korreliert (Autokorreliert) oder mit den Signalen von anderen Objektpunkten
(ICS, STICS) oder Fluorophoren (FCCS) zeitlich kreuzkorreliert.

Gemal einer weiteren vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist es vorgesehen, die
Bilder der einzelnen Teilaperturen durch eine geeignete Methode zur Inversion der
Abbildungseigenschaften (sog. Multiview-Deconvolution) miteinander zu verrechnen.

Neben der Moglichkeit der erfindungsgemald , (iberauflosenden” Lokalisations-Mikroskopie
bietet sich insbesondere die Verwendung des erfindungsgemalen Lokalisationsverfahrens
fur die 3D-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) und fur das Einzelmolekiil-Tracking
an.

Es gibt nun verschiedene Méglichkeiten, die Lehre der vorliegenden Erfindung in
vorteilhafter Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem
Patentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspriiche und andererseits auf die nachfolgende
Erlauterung der bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung zu
verweisen. In Verbindung mit der Erlauterung der bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele der
Erfindung anhand der Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen
und Weiterbildungen der Lehre erldutert. In der Zeichnung zeigen

Fig. 1 eine erste Ausfihrungsform des erfindungsgemaBen Mikroskops zur 3D-Lokalisation
mittels EPI-Fluoreszenzanregung,

Fig. 2 eine zweite Ausfihrungsform des erfindungsgemaBen Lichtfeldmikroskops zur 3D-
Lokalisation mittels Lichtblattbeleuchtung, und

Fig. 3 eine Abbildung von Punktlichtquellen durch mehrere Mikrolinsen des
Mikrolinsenarrays des Mikroskops von Fig. 1 und 2.

Die in Fig. 1 gezeigte erste Ausfliihrungsform eines Mikroskops weist eine nicht gezeigte
Beleuchtungsoptik zur Fluoreszenzanregung von Punktlichtquellen einer Probe. Die
Beleuchtungsoptik ist zur EPI-Fluoreszenzanregung ausgelegt.

Ferner umfasst das Mikroskop von Fig. 1 eine Detektionsoptik mit einem Detektionsobjektiv
10. Im Strahlengang folgt auf das Detektionsobjektiv ein dichroitischer Spiegel 11, eine
Tubuslinse 12 und eine Kamera, die einen Sensor 13 umfasst. Zwischen der Tubuslinse 12
und dem Kamerasensor 13 ist im ein Mittel zur Unterteilung der Detektionsapertur in Gestalt
eines Mikrolinsenarrays 14 vorgesehen ist.

Die Mikrolinsen des Mikrolinsenarrays 14 sind groRer als der Abstand der Pixel auf dem
Kamerasensor 13 und die GréBe der Mikrolinsen des Mikrolinsenarrays 14 ist auf die
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bildseitige Apertur der Detektionsoptik derart abgestimmt, dass die Bilder der durch die
Mikrolinsen abgebildeten Objektivpupille den Kamerasensor 13 im Wesentlichen vollstandig
ausleuchten.

Das Mikrolinsenarray 14 umfasst Mikrolinsen derselben Brennweite. Alternativ kann ein
Mikrolinsenarray 14a zum Einsatz kommen, das Gruppen unterschiedlicher Brennweiten
umfasst. Ferner sind die Zentren der Mikrolinsen des Mikrolinsen-Arrays 14, 14a
vorzugsweise auf einem zweidimensionalen Bravais-Gitter angeordnet. AulRerdem kann
bevorzugt vorgesehen sein, das Mikrolinsenarray 14, 14a in oder nahe einer zur Probe
konjugierten Ebene oder in oder nahe einer zur Pupille konjugierten Ebene anzuordnen.

Bei dem in Fig. 1 gezeigten Mikroskop sind die Beleuchtungsquelle und/oder ein Fluorophor
in der Probe dazu ausgelegt, lediglich eine Teilmenge der Punktlichtquellen zu aktivieren.
Mit dem im Strahlengang der Detektionsoptik angeordneten Mittel zur Unterteilung der
Detektionsapertur in einzelne Teilaperturen in Gestalt des Mikrolinsenarrays 14, 14a wird
erreicht, dass die Bilder, die von den einzelnen Teilaperturen auf dem Kamerasensor 13
rdaumlich separiert abgebildet werden, ein Objektvolumen aus unterschiedlichen
Raumrichtungen abbilden.

Die Beleuchtung erfolgt nach dem Prinzip der Epifluoreszenzanregung. Die Anregungs-,
Schalt- und sonstige Strahlen zur Anregung und Beeinflussung der Fluoreszenzemission der
Punktlichtquellen (20) wird Giber einen dichroitischen Spiegel eingekoppelt, der zwischen
Objektiv 10 und Tubuslinse 12 angebracht wird. Moglich ist auch eine Durchlichtbeleuchtung
durch einen dem Objekt 10 gegeniibergestellten Kondensor.

Die in Fig. 2 gezeigte zweite Ausfiihrungsform des Lichtfeldmikroskops unterscheidet sich
von der ersten Ausfiihrungsform des in Fig. 1 gezeigten Lichtfeldmikroskops dadurch, dass
die 3D-Lokalisation auf Grundlage einer Lichtblattbeleuchtung (30) zur Fluoreszenzanregung
von Punktlichtquellen einer Probe erfolgt, und dass das Mikroskop von Fig. 2 nicht den
dichroitischen Spiegel 13 des Mikroskops von Fig. 1 bendtigt. Sowohl im Mikroskop nach Fig.
1 als auch Fig. 2 werden aber typsicherweise Bandpassfilter (nicht dargestellt) verwendet
damit nur das Fluoreszenzlicht der zu lokalisierenden Molekiile bis zum Sensor vordringt.
Bestandteile des Mikroskops von Fig. 2, die denjenigen des Mikroskops von Fig. 1
entsprechen sind mit denselben Bezugszeichen bezeichnet.

Auch bei dem Mikroskop von Fig. 2 ist die Beleuchtungsquelle und/oder ein Fluorophor in
der Probe dazu ausgelegt, lediglich eine Teilmenge der Punktlichtquellen zu aktivieren. Mit
dem im Strahlengang der Detektionsoptik angeordneten Mittel zur Unterteilung der
Detektionsapertur in einzelne Teilaperturen in Gestalt des Mikrolinsenarrays 14, 14a wird
erreicht, dass die Bilder, die von den einzelnen Teilaperturen auf dem Kamerasensor 13
raumlich separiert abgebildet werden, ein (gemeinsames) Objektvolumen aus
unterschiedlichen Raumrichtungen abbilden.
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In Fig. 3 ist beispielhaft dargestellt, wie jede Punktlichtquelle durch mehrere Mikrolinsen des
Mikrolinsenarrays 14, 14a abgebildet wird, was eine Uberlappung von Bildbereichen
verschiedener Punktlichtquellen 42, 44 zur Folge hat. Auf dem Sensor nimmt also jede
Punktlichtquelle eine Flache ein, die dem Vielfachen der auflésungsbegrenzten Abbildung
der Punktlichtquelle entspricht. Dariiber hinaus werden auch noch Punktlichtquellen aus
anderen Ebenen senkrecht zur optischen Achse der Detektionsoptik auf eine 2D-Flache
projiziert. Die Bilder 46, 48 — vorzugsweise einzelner — verschiedener Punktlichtquellen,
koénnen sich also teilweise liberdecken. Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung besteht nun
darin, die Dichte der Punktlichtquellen in jedem einzelnen aufgenommenen Bild
einzuschranken. Die Lokalisation von Punktlichtquellen in einem dreidimensionalen Volumen
wird demnach dadurch gewahrleistet, dass deren Zahl gering gehalten wird, um die
Uberlappung von Bildbereichen verschiedener Punktlichtquellen minimal zu halten.

Aus Fig. 3 geht hervor, dass zur Minimierung der mindestens von einer Punktlichtquelle zwei
eindeutig zuordenbare Bilder benétigt werden, die durch verschiedene Mikrolinsen
aufgenommen wurden. Die optimale Dichte lasst sich weiter einschranken. Ist die Dichte der
Punktlichtquellen zu hoch, ist eine eindeutige Zuordnung nicht moglich. Ist sie zu gering,
wird unter Umstanden Information verschenkt bzw. es miissen fiir das finale Bild mehr
Einzelbilder aufgenommen werden. Fiir jede Position in der Probe gibt es also eine
eindeutige Verteilung von Bildern dieser Probe hinter den Mikrolinsen. Eine hdhere Zahl als
zwei Bilder hilft dabei, die gemessenen Muster auf Plausibilitat zu untersuchen. Zum Beispiel
wird ein Ring von Linsen Bilder einer Probe erzeugen. In einzelnen Bildern kann es zur
Uberlagerung mit den Bildern anderer Punktlichtquellen kommen. Kommt es niemals oder
nur bei einigen wenigen Bildern zu Uberlappungen, dann kann die Zahl der Punktlichtquellen
erhoht werden, falls dies erwiinscht ist. Mit dem Bezugszeichen 50 sind die Bildfelder der
Mikrolinsen auf dem Sensor gekennzeichnet.

AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewiesen, dass die voranstehend erorterten
Ausfuhrungsbeispiele lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, diese
jedoch nicht auf die Ausfiihrungsbeispiele einschranken. Insbesondere sind samtliche, in
dieser Beschreibung enthaltenen Merkmale und/oder deren Funktionen, Wirkungen und
Eigenschaften fir sich gesehen und/oder in Kombination miteinander als hierin offenbart
anzusehen, die ein auf dem vorliegenden Gebiet tatiger Fachmann ggf. unter Hinzuziehung
seines Fachwissens einzeln oder in Kombination zur Losung der objektiven Aufgabe oder
damit zusammenhadngenden Problemstellungen vorsehen wiirde.
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PATENTANSPRUCHE

1. Mikroskop, aufweisend eine Beleuchtungsoptik zur Fluoreszenzanregung von
Punktlichtquellen einer Probe, eine Detektionsoptik und eine Kamera mit einem
Sensor,

- wobei die Dichte der Punktlichtquellen zur Minimierung der Uberdeckung
hintereinander oder nahe nebeneinander liegender Punktlichtquellen in jedem von
der Kamera aufgenommenen Bild gering gehalten, und

- wobei im Strahlengang der Detektionsoptik ein Mittel zur Unterteilung der
Detektionsapertur in einzelne Teilaperturen vorgesehen ist, so dass die Bilder, die
von den einzelnen Teilaperturen auf dem Kamerasensor erzeugt werden, ein
Objektvolumen aus unterschiedlichen Raumrichtungen abbilden.

2. Mikroskop nach Anspruch 1, wobei die Beleuchtungsoptik mindestens ein Lichtblatt
umfasst, mit dem die Probe aus mindestens einer Richtung beleuchtet wird.

3.  Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Mittel zur Unterteilung der
Detektionsapertur ein Mikrolinsenarray aufweist.

4. Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei dann, wenn Punktlichtquellen
schaltbare, Fluorophore, wie etwa Farbstoff-Molekiile oder fluoreszente Proteine
sind, deren Schaltung auf optischem Wege erfolgt.

5. Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Beleuchtungsoptik zur
Aktivierung der Punktlichtquellen eine koharente oder inkoharente strukturierte
Beleuchtung bereitstellt.

6. Mikroskop nach Anspruch 5, wobei zur Strukturierung der Beleuchtung eine
Interferenz mehrerer, bevorzugt von zwei oder drei Strahlen erfolgt, die sich unter
einem Winkel zueinander durch das Probenvolumen ausbreiten.

7. Mikroskop nach Anspruch 3, wobei die Mikrolinsen des Mikrolinsenarrays gréRer
sind als der Abstand der Pixel auf dem Kamerasensor.

8. Mikroskop nach Anspruch 3 oder 7, wobei die GréRe der Mikrolinsen des
Mikrolinsenarrays auf die bildseitige Apertur der Detektionsoptik derart abgestimmt
ist, dass die Bilder der Mikrolinsen den Kamerasensor im Wesentlichen vollstandig
ausleuchten.

9. Mikroskop nach Anspruch 3, 7 oder 8, wobei das Mikrolinsenarray Gruppen von
Mikrolinsen gleicher oder unterschiedlicher Brennweiten umfasst, und wobei die
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Zentren der Mikrolinsen des Mikrolinsen-Arrays vorzugsweise auf einem
zweidimensionalen Bravais-Gitter angeordnet sind.

10. Mikroskop nach einem der Anspriiche 3 oder 7 bis 9, wobei das Mikrolinsenarray in
oder nahe einer zur Probe konjugierten Ebene oder in oder nahe einer zur Pupille
konjugierten Ebene angeordnet ist.

11. Mikroskop nach einem der Anspriiche 3 oder 7 bis 9, wobei das Mikrolinsenarray
zusammen mit einer vorgeschalteten Linse, bei der es sich bevorzugt um eine
Tubuslinse handelt, und deren Apertur fir das Mikrolinsenarray ausreicht, ein
Teleskop nach Galilei oder Kepler bildet.

12. Mikroskop nach einem der Anspriiche 3 oder 7 bis 11, wobei das Mikrolinsenarray
und der Kamerasensor als Lichtfeldkamera ausgefiihrt und vorzugsweise in einem
eigenen Gehduse untergebracht sind.

13. Mikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei eine Post-Processing-
Einrichtung zur Rekonstruktion der Lokalisation einzelner Punktlichtquellen bzw.
Molekiile einer Probe in drei Raumdimensionen durch einen auf Triangulation
basierenden iterativen Algorithmus zur Erzeugung eines 3D-Bilds vorgesehen ist,
wobei die Triangulation bevorzugt ein iteratives Maximume-Likelihood-Verfahren
umfasst, das beugungsoptische Eigenschaften der Detektionsoptik beriicksichtigt.

14. Mikroskop nach Anspruch 13, wobei der iterative Algorithmus dazu ausgelegt ist,
Ubereinstimmungen zwischen den Bildern der einzelnen Mikrolinsen zu ermitteln
und daraus auf die Position der zu den Bildern gehdrigen Punktlichtquelle zu
schlieBen.

15. Verfahren zum Lokalisieren von Punktlichtquellen in einer Probe in drei
Raumdimensionen mittels des Mikroskops nach einem der Anspriiche 1 bis 14.

16. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem eine vor allem schnelle Aufnahme einer
Zeitserie und eine zeitliche und/oder raumliche Korrelation der zu einzelnen
Subvolumina gehérigen zeitabhangigen Signale vorgenommen werden.

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, bei dem ein erfassbares 3D-
Lokalisationsvolumen durch Verschiebung der Probe entlang der optischen Achse der
Detektionsoptik erweitert wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 17, bei dem der Korrelations-
Algorithmus dazu eingesetzt wird, berechnete 3D-Lokalisierungspunkte
verschiedener Ebenen entlang der optischen Achse der Detektionsoptik derart zu
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19.

20.

21.

22.

Uberlagern, dass ein sauber definiertes und/oder in z-Richtung vergroRertes 3D
Lokalisations-Volumen entsteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, bei dem der Korrelations-
Algorithmus dazu eingesetzt wird, berechnete 3D-Lokalisierungspunkte
verschiedener Ebenen senkrecht zur optischen Achse derart zu iberlagern, dass ein
senkrecht zur optischen Achse vergréRertes 3D-Lokalisations-Volumen entsteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 19, bei dem ein erfassbares 3D-
Lokalisations-Volumens durch Verschiebung der Probe senkrecht zur optischen Achse
der Detektionsoptik vergréRert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 20, bei dem eine vor allem schnelle
Aufnahme einer Zeitserie und zeitliche und/oder rdumliche Korrelation der zu
einzelnen Subvolumina gehorigen zeitabhangigen Signals (z.B. wie bei FCS, ICS,
STICS, ...) vorgesehen ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 21, bei dem die Bilder der einzelnen

Teilaperturen zur Inversion der Abbildungseigenschaften miteinander verrechnet
werden.
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