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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
zur räumlich hochauflösenden Lumineszenzmikros-
kopie einer Probe, die mit Markierungsmolekülen 
markiert ist, welche mit einem Umschaltsignal akti-
vierbar sind, so daß sie erst dann zur Abgabe von be-
stimmter Lumineszenzstrahlung anregbar sind, wo-
bei das Verfahren folgende Schritte aufweist: 

a) Einbringen des Umschaltsignals auf die Probe 
derart, daß nur eine Teilmenge der in der Probe 
vorhandenen Markierungsmoleküle aktiviert wer-
den, wobei in der Probe Teilbereiche bestehen, in 
denen aktivierte Moleküle zu den ihnen nächst be-
nachbarten aktivierten Markierungsmolekülen ei-
nen Abstand haben, der größer oder gleich einer 
optischen Auflösung einer Detektion von Lumi-
neszenzstrahlung ist,
b) Anregen der aktivierten Moleküle zur Abgabe 
von Lumineszenzstrahlung,
c) Detektion der Lumineszenzstrahlung mit der 
begrenzten Auflösung und
d) Erzeugen von Bilddaten aus der in Schritt c) 
aufgenommenen Lumineszenzstrahlung,

 wobei die die geometrischen Orte der Lumineszenz-
strahlung abgebenden Markierungsmoleküle mit ei-
ner über die Auflösungsgrenze gesteigerten Ortsauf-
lösung angeben.

[0002] Die Erfindung bezieht sich weiter auf eine 
Vorrichtung zur räumlich hochauflösenden Fluores-
zenzmikroskopie einer Probe, die mit Markierungs-
molekülen markiert ist, welche mit einem Umschaltsi-
gnal aktivierbar sind, so daß sie erst dann zur Abga-
be von bestimmter Lumineszenzstrahlung anregbar 
sind, wobei die Vorrichtung aufweist: Mittel zum Ein-
bringen des Umschaltsignals auf die Probe derart, 
daß nur eine Teilmenge der in der Probe vorhande-
nen Markierungsmoleküle aktiviert werden, wobei in 
der Probe Teilbereiche bestehen, in denen aktivierte 
Moleküle zu den ihnen nächst benachbarten aktivier-
ten Markierungsmolekülen einen Abstand haben, der 
größer oder gleich einer optischen Auflösung einer 
Detektion von Lumineszenzstrahlung ist, Mittel zum 
Anregen der aktivierten Moleküle zur Abgabe von Lu-
mineszenzstrahlung, eine Detektoreinrichtung, die 
Lumineszenzstrahlung mit der begrenzten Auflösung 
aufnimmt und ein ortsaufgelöstes Detektionssignal 
abgibt, eine Bilddatenerzeugungseinrichtung, die aus 
dem Detektionssignal Bilddaten erzeugt, welche die 
geometrischen Orte der Lumineszenzstrahlung ab-
gebenden Markierungsmoleküle mit einer über die 
Auflösungsgrenze gesteigerten Ortsauflösung ange-
ben

[0003] Ein klassisches Anwendungsgebiet der 
Lichtmikroskopie zur Untersuchung von biologischen 
Präparaten ist die Lumineszenzmikroskopie. Hierbei 
werden bestimmte Farbstoffe (sogenannte Phospho-

re oder Fluorophore) zur spezifischen Markierung 
von Proben, z. B. von Zellteilen, verwendet. Die Pro-
be wird, wie erwähnt, mit Anregungsstrahlung be-
leuchtet und das dadurch angeregte Lumineszenz-
licht mit geeigneten Detektoren erfaßt. Üblicherweise 
ist dazu im Lichtmikroskop ein dichroitischer 
Strahlteiler in Kombination mit Blockfiltern vorgese-
hen, die die Fluoreszenzstrahlung von der Anre-
gungsstrahlung abspalten und eine getrennte Beob-
achtung ermöglichen. Durch dieses Vorgehen ist die 
Darstellung einzelner, verschieden gefärbter Zellteile 
im Lichtmikroskop möglich. Natürlich können auch 
mehrere Teile eines Präparates gleichzeitig mit ver-
schiedenen, sich spezifisch an unterschiedliche 
Strukturen des Präparates anlagernden Farbstoffen 
eingefärbt werden. Dieses Verfahren bezeichnet man 
als Mehrfachlumineszenz. Auch kann man Proben 
vermessen, die per se, also ohne Farbstoffzugabe lu-
mineszieren.

[0004] Lumineszenz wird hier, wie allgemein üblich, 
als Oberbegriff für Phosphoreszenz und Fluoreszenz 
verstanden, erfaßt also beide Prozesse.

[0005] Weiter ist es zur Probenuntersuchung be-
kannt, Laser-Scanning-Mikroskope (auch LSM abge-
kürzt) zu verwenden, die aus einem dreidimensional 
ausgeleuchteten Bild mittels einer konfokalen Detek-
tionsanordnung (dann spricht man von einem konfo-
kalen LSM) oder einer nichtlinearen Probenwechsel-
wirkung (sogenannte Multiphotonenmikroskopie) nur 
diejenige Ebene wiedergeben, die sich in der Foku-
sebene des Objektives befindet. Es wird ein optischer 
Schnitt gewonnen, und die Aufzeichnung mehrerer 
optischer Schnitte in verschiedenen Tiefen der Probe 
erlaubt es anschließend, mit Hilfe eines geeigneten 
Datenverarbeitungsgerätes ein dreidimensionales 
Bild der Probe zu generieren, das aus den verschie-
denen optischen Schnitten zusammengesetzt ist. Die 
Laser-Scanning-Mikroskopie ist somit zur Untersu-
chung von dicken Präparaten geeignet.

[0006] Natürlich wird auch eine Kombination von 
Lumineszenzmikroskopie und Laser-Scanning-Mi-
kroskopie verwendet, bei der eine lumineszierende 
Probe in verschiedenen Tiefenebenen mit Hilfe eines 
LSM abgebildet wird.

[0007] Prinzipiell ist die optische Auflösung eines 
Lichtmikroskopes, auch eines LSM, durch die physi-
kalischen Gesetze beugungsbegrenzt. Zur optimalen 
Auflösung innerhalb dieser Grenzen sind spezielle 
Beleuchtungskonfigurationen bekannt, wie beispiels-
weise 4Pi-Anordnung oder Anordnungen mit Steh-
wellenfeldern. Damit kann die Auflösung, insbeson-
dere in axialer Richtung gegenüber einem klassi-
schen LSM deutlich verbessert werden. Mit Hilfe 
nicht-linearer Entvölkerungsprozesse kann weiter die 
Auflösung auf einen Faktor von bis zu 10 gegenüber 
einem beugungsbegrenzten konfokalen LSM ange-
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hoben werden. Ein solches Verfahren ist beispiels-
weise in der US 5866911 beschrieben. Für die Ent-
völkerungsprozesse sind verschiedene Ansätze be-
kannt, beispielsweise wie in der DE 4416558 C2, US 
6633432 oder DE 10325460 A1 beschrieben.

[0008] Ein weiteres Verfahren zur Auflösungsstei-
gerung wird in der EP 1157297 B1 angesprochen. 
Dort sollen mittels strukturierter Beleuchtung nichtli-
neare Prozesse ausgenützt werden. Als Nichtlineari-
tät erwähnt die Druckschrift dabei die Sättigung der 
Fluoreszenz. Das geschilderte Verfahren nimmt in 
Anspruch, durch eine strukturierte Beleuchtung eine 
Verschiebung des Objektraumspektrums relativ zur 
Übertragungsfunktion des optischen Systems zu rea-
lisieren. Konkret bedeutet die Verschiebung des 
Spektrums, daß Objektraumfrequenzen V0 bei einer 
Raumfrequenz V0–Vm, wobei Vm die Frequenz der 
strukturierten Beleuchtung ist, übertragen werden. 
Bei gegebener durch das System maximal übertrag-
barer Raumfrequenz ermöglicht dies den Transfer 
von um die Verschiebefrequenz Vm über der maxi-
malen Frequenz der Übertragungsfunktion liegender 
Raumfrequenzen des Objektes. Dieser Ansatz erfor-
dert einen Rekonstruktionsalgorithmus zur Bilderzeu-
gung und die Verwertung mehrerer Aufnahmen für 
ein Bild. Auch ist bei diesem Verfahren als nachteilig 
anzusehen, daß die Probe in Bereichen außerhalb 
des detektierten Fokus unnötig mit Strahlung belastet 
wird, da die notwendige strukturierte Beleuchtung 
das gesamte Probenvolumen durchsetzt. Im übrigen 
kann dieses Verfahren derzeit bei dicken Proben 
nicht verwendet werden, da außerfokal angeregte 
Fluoreszenz als Untergrundsignal mit auf den Detek-
tor gelangt und somit den Dynamikbereich der nach-
gewiesenen Strahlung drastisch reduziert.

[0009] Ein Verfahren, das unabhängig von der La-
serscanningmikroskopie eine Auflösung jenseits der 
Beugungsgrenze erreicht ist schließlich auch aus der 
WO 2006127692 und der DE 102006021317 be-
kannt. Dieses mit PALM abgekürzte Verfahren (Photo 
Activated Light Microscopy) verwendet eine Markie-
rungssubstanz, welche mittels eines optischen Akti-
vierungssignals aktiviert werden kann, so daß sie nur 
im aktivierten Zustand mit Anregungsstrahlung zur 
Abgabe von bestimmter Fluoreszenzstrahlung ange-
regt werden kann. Nicht aktivierte Moleküle der Mar-
kierungssubstanz senden auch nach Einstrahlung 
von Anregungsstrahlung keine oder zumindest keine 
merkliche Fluoreszenzstrahlung ab. Im PALM-Ver-
fahren wird nun das Aktivierungssignal so aufge-
bracht, daß die dadurch aktivierten Markierungsmo-
leküle von benachbarten aktivierten Molekülen so be-
abstandet sind, daß sie gemessen an der optischen 
Auflösung der Mikroskopie getrennt oder nachträg-
lich trennbar sind. Die aktivierten Moleküle werden 
also zumindest weitgehend isoliert. Für diese isolier-
ten Moleküle wird dann das Zentrum deren auflö-
sungsbegrenzt bedingten Strahlungsverteilung ermit-

telt und daraus rechnerisch die Lage der Moleküle mit 
höherer Genauigkeit bestimmt, als es die optische 
Abbildung eigentlich zuläßt. Diese gesteigerte Auflö-
sung durch rechnerische Schwerpunktbestimmung 
der Beugungsverteilung wird in der englischen Fach-
literatur auch als „superresolution” bezeichnet. Sie 
erfordert, daß in der Probe zumindest einige der akti-
vierten Markierungsmoleküle mit der optischen Auflö-
sung mit der die Lumineszenzstrahlung detektiert 
wird, unterscheidbar, also isoliert sind. Dann kann für 
solche Moleküle die Ortsangabe mit gesteigerter Auf-
lösung erreicht werden.

[0010] Zum Isolieren einzelner Markierungsmolekü-
le nutzt das PALM-Verfahren die Tatsache, daß die 
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Markierungsmolekül 
nach Empfang eines Photons der Aktivierungsstrah-
lung aktiviert wird, für alle Moleküle gleich ist. Über 
die Intensität der Umschaltstrahlung und damit die 
Zahl der Photonen, die auf eine Flächeneinheit der 
Probe fällt, kann also dafür gesorgt werden, daß die 
Wahrscheinlichkeit, in einem Flächenbereich der 
Probe vorhandene Markierungsmoleküle zu aktivie-
ren, so gering ist, daß es ausreichend Bereiche gibt, 
in denen innerhalb der optischen Auflösung nur un-
terscheidbare Markierungsmoleküle Fluoreszenz-
strahlung emittieren. Durch passende Wahl der In-
tensität, d. h. der Photonendichte der Umschaltstrah-
lung, wird erreicht, daß möglichst nur die bezogen auf 
die optische Auflösung isoliert liegende Markierungs-
moleküle aktiviert werden und nachfolgend Fluores-
zenzstrahlung aussenden. Für diese isolierten Mole-
küle wird dann rechnerisch der Schwerpunkt der beu-
gungsbedingten Intensitätsverteilung und damit die 
Lage des Markierungsmoleküls mit gesteigerter Auf-
lösung ermittelt. Zur Abbildung der gesamten Probe 
wird die Isolierung der Markierungsmoleküle der Teil-
menge durch Einbringen der Aktivierungsstrahlung, 
nachfolgende Anregung und Fluoreszenzstrahlungs-
abbildung so lange wiederholt, bis möglichst alle Mar-
kierungsmoleküle einmal in einer Teilmenge enthal-
ten und innerhalb des Auflösung der Abbildung iso-
liert waren.

[0011] Das PALM-Verfahren hat dabei den Vorteil, 
daß weder für die Aktivierung, noch die für Anregung 
eine hohe Ortsauflösung benötigt wird. Statt dessen 
kann sowohl die Aktivierung als auch die Anregung in 
Weitfeldbeleuchtung erfolgen.

[0012] Im Ergebnis werden die Markierungsmolekü-
le durch geeignete Wahl der Intensität der Aktivie-
rungsstrahlung statistisch in Teilmengen aktiviert. 
Deshalb muß für die Generierung eines Gesamtbil-
des einer Probe, in dem die Positionen aller Markie-
rungsmoleküle rechnerisch mit z. B. jenseits der Beu-
gungsgrenze liegender Auflösung bestimmt werden 
können, eine Vielzahl von Einzelbildern ausgewertet 
werden. Es können bis zu 10.000 Einzelbilder sein. 
Dies hat zur Folge, daß große Datenmengen verar-
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beitet werden, und die Messung entsprechend lange 
dauert. Schon die Aufnahme eines Gesamtbildes er-
fordert mehrere Minuten, was im wesentlichen durch 
die Ausleserate der verwendeten Kamera festgelegt 
ist. Die Positionsbestimmung der Moleküle in den 
Einzelbildern erfolgt durch aufwendige rechnerische 
Prozeduren, wie sie beispielsweise in Egner et al., Bi-
ophysical Journal, S. 3285–3290, Band 93, Novem-
ber 2007, beschrieben ist. Die Bearbeitung aller Ein-
zelbilder und das Zusammensetzen zu einem hoch-
aufgelösten Gesamtbild, also ein Bild, in dem die 
Orte der Markierungsmoleküle mit einer jenseits der 
Beugungsgrenze liegenden Auflösung angegeben 
sind, dauert typischerweise vier Stunden.

[0013] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bzw. eine Vorrichtung zur PAL-Mikros-
kopie so weiterzubilden, daß eine schnellere Bildge-
winnung erreicht ist.

[0014] Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren der 
eingangs genannten Art gelöst, bei dem die Detekti-
on der Lumineszenzstrahlung in Schritt c) oder die 
Erzeugung der Bilddaten in Schritt d) eine nichtlinea-
re, höhere Amplituden überproportional berücksichti-
gende Verstärkung aufgenommener Lumineszenz-
strahlung umfaßt, um die Ortsauflösung über die op-
tische Auflösung zu schärfen.

[0015] Die Aufgabe wird weiter gelöst durch eine 
Vorrichtung der genannten Art, bei der ein nichtlinea-
rer Verstärker vorgesehen ist, der aufgenommene 
Lumineszenzstrahlung oder das Detektionssignal 
nichtlinear, höhere Amplituden überproportional be-
rücksichtigend verstärkt, um die Ortsauflösung über 
die optische Auflösung zu schärfen.

[0016] Unter Schärfung der Auflösung ist dabei zu 
verstehen, daß die Orte der lumineszierenden Mar-
kierungsmolekül mit einer geringen Unschärfe be-
kannt sind, als es die optische Auflösung ermöglicht. 
Die Punktverwaschungsfunktion hat also eine gerin-
gere Halbwertsbreite.

[0017] Die Erfindung setzt also im PALM-Prinzip an-
stelle einer aufwendigen rechnerischen Schwer-
punktsbestimmung der isolierten aktivierten Markie-
rungsmoleküle eine geeignete nichtlineare Verstär-
kung ein, wobei, wie noch erläutert werden wird, die 
nichtlineare Verstärkung an verschiedenen Stellen 
der Gesamtbildgewinnung eingesetzt werden kann. 
Die nichtlineare Verstärkung bevorzugt höhere Inten-
sitäten in der aufgenommenen Lumineszenzstrah-
lung überproportional. Diese Bevorzugung kann zum 
einen dadurch erreicht werden, daß höhere Intensitä-
ten überproportional gegenüber niedrigeren Intensi-
täten verstärkt werden, der Verstärkungsfaktor also 
mit ansteigender Intensität zunimmt. Zum anderen 
kann die Bevorzugung auch dadurch erreicht wer-
den, daß geringere Intensitäten überproportional ge-

dämpft werden. Unter dem Begriff der nichtlinearen 
Verstärkung wird deshalb im Sinne dieser Erfindung 
sowohl eine Verstärkung, welche mit steigender Am-
plitude des zu verstärkenden Signals zunimmt, als 
auch eine nichtlineare Dämpfung verstanden, welche 
mit steigender Amplitude des zu verstärkenden Sig-
nals abnimmt.

[0018] Die erfindungsgemäße Vereinfachung bringt 
allerdings eine gesteigerte Anforderung hinsichtlich 
der Trennung der aktivierten Markierungsmoleküle 
mit sich. Während das bisher verfolgte PALM-Prinzip 
durch eine rechnerische Analyse der Intensitätsver-
teilung auch noch lumineszierende Markierungsmo-
leküle trennen konnte, die optisch nicht getrennt wur-
den (indem z. B. eine Abweichung der örtlichen Ver-
teilung der Lumineszenzintensität von einer 
gauß'schen Verteilung dazu verwendet wurde, meh-
rere lumineszierende Markierungsmoleküle in der 
Verteilung zu erkennen und zu lokalisieren), benötigt 
der erfindungsgemäße Ansatz eine, wenn auch 
schwache, Trennung der lumineszierenden Markie-
rungsmoleküle, damit die nichtlineare Verstärkung 
eine Auflösungsschärfung bewirken kann. Dies 
drückt auch der Begriff „schärfen” aus, da man schon 
logisch nur eine vorhandene Auflösung also Unter-
scheidung zweier lumineszierender Moleküle schär-
fen kann, die zuvor schon vorhanden ist. Für dieses 
Schärfen bedarf die Erfindung zumindest eines Sat-
tels, d. h. lokalen Minimums, in der örtlichen Vertei-
lung der Lumineszenzintensität benachbarter Mar-
kierungsmoleküle. Der Erfindung liegt die neue Er-
kenntnis zugrunde, daß sich dieses Erfordernis ver-
gleichsweise leicht durch ein geeignetes Umschaltsi-
gnal erfüllen läßt und daß sich dadurch eine beacht-
liche Vereinfachung und Beschleunigung der Bilder-
zeugung einstellt.

[0019] Es erfolgt also erfindungsgemäß keine auf-
wendige Positionsbestimmung der aktivierten, iso-
lierten und durch ihre Fluoreszenzstrahlung detek-
tierten Moleküle. Hierdurch können die Einzelbilder 
besonders schnell zu einem hochaufgelösten Bild 
prozessiert werden. Außerdem ist es möglich, schon 
während der Aufnahme die Einzelbilder entspre-
chend zu bearbeiten und zu überlagern, so daß sich 
das hochaufgelöste Gesamtbild mit jedem zusätzli-
chen Einzelbild vervollständigt.

[0020] In einer besonders vorteilhaften Ausgestal-
tung wird das hochaufgelöste Bild direkt auf dem De-
tektor selbst erzeugt, so daß beispielsweise nur noch 
ein Gesamtbild aus der Kamera ausgelesen werden 
muß. Hierdurch reduziert sich die zu übertragende 
Datenmenge und damit die Anforderung an die Gerä-
tetechnik drastisch.

[0021] Das allmähliche Vervollständigen des Ge-
samtbildes mit jedem zusätzlichen Einzelbild erlaubt 
es darüber hinaus, daß ein Benutzer während der Bil-
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derzeugung in den Meßablauf eingreifen kann, bei-
spielsweise wenn die Probe sich während der Iterati-
onen bewegen sollte.

[0022] Die Bevorzugung höherer Intensitäten durch 
nichtlineare Verstärkung kann, wie bereits erwähnt, 
an verschiedenen Stellen erfolgen. So ist beispiels-
weise eine nichtlineare Verstärkung vor dem Detek-
tor auf optischem oder optisch/elektronischem Wege 
möglich. Beispielsweise kann ein sogenannter Inten-
sifier verwendet werden, der optische Strahlung in 
elektrische Signale umwandelt, diese dann nichtline-
ar verstärkt und wieder in optische Strahlung wan-
delt. Alternativ kann die nichtlineare Verstärkung 
auch auf dem Detektor selbst erfolgen, so daß der 
Detektor Strahlung ortsauflösend aufnimmt und da-
bei nichtlinear verstärkt. Schließlich kann die nichtli-
neare Verstärkung auch nach Abschluß der Detekti-
on an den Detektionssignalen vorgenommen wer-
den. Im Falle einer Überlagerung mehrerer Einzelbil-
der zu einem Gesamtbild wird also jedes Einzelbild 
nichtlinear verstärkt.

[0023] Die höhere Intensitäten bevorzugende, 
nichtlineare Verstärkung schärft die Ortsauflösung 
über die optische Auflösung hinaus. Um den Grad 
der Auflösungsschärfung einzustellen, ist es vorteil-
haft, eine Verstärkungs- oder Dämpfungskennlinie 
einstellbar zu gestalten.

[0024] Wie bereits erwähnt, kann die nichtlineare 
Verstärkung auch eine nichtlineare Dämpfung sein 
bzw. umfassen. Eine Dämpfung ist im Sinne der Er-
findung eine Verstärkung mit Verstärkungsfaktor klei-
ner 1. Der Dämpfungsgrad kann stetig mit der Ampli-
tude des Signals abfallen. Für Dämpfung wie Verstär-
kung sind aber natürlich auch unstetige Verläufe 
möglich, z. B. so daß insgesamt eine Unterdrückung 
von unter einem Schwellwert liegenden Intensitäten 
erfolgt.

[0025] Für die Erfindung ist es gemäß dem 
PALM-Prinzip nötig, daß die aktivierten Markierungs-
moleküle durch geeignetes Aufbringen der Umschalt-
strahlung bezogen auf die optische Auflösung der Lu-
mineszenzstrahlungsdetektion isoliert sind. Darunter 
ist zu verstehen, daß die optische Auflösung eine 
Trennung der aktivierten und lumineszierenden Mar-
kierungsmoleküle erlaubt. Dies ist dann der Fall, 
wenn die Moleküle so beabstandet sind, daß die Sig-
nalintensität zwischen den Molekülen auf einen Wert 
unter dem Spitzenwert, welcher am tatsächlichen Ort 
der Moleküle vorliegt, abfällt. In einer Schnittdarstel-
lung muß der Signalverlauf also den bereits erwähn-
ten Sattel zeigen.

[0026] Besonders bevorzugt ist es, wie bereits er-
wähnt, eine Vielzahl von Einzelbildern zu erzeugen, 
welche jeweils unterschiedliche Teilmengen der Mar-
kierungsmoleküle im Fluoreszenzzustand mit über 

das optisch Mögliche gesteigerter Auflösung enthal-
ten. Die Schritte a) bis e) des erfindungsgemäßen 
Verfahrens werden also vorzugsweise mehrfach 
durchlaufen, um ein Gesamtbild der Probe zu erzeu-
gen. Die in jedem Durchlauf nach Schritt e) erhalte-
nen Bilddaten stellen ein Einzelbild dar und werden 
jeweils mit den Einzelbildern vorheriger Durchläufe 
zum Gesamtbild überlagert. Nach dem letzten Durch-
lauf ist dann das Gesamtbild fertiggestellt.

[0027] Je nach verwendeten Markierungsmolekülen 
ist eine Deaktivierung möglich bzw. erforderlich, da-
mit im nächsten Schritt a) eine statistisch ausgewähl-
te Teilmenge aller Markierungsmoleküle aktiviert wer-
den und möglichst viele Teilbereiche in der Probe vor-
liegen, in denen innerhalb des beugungsbegrenzt 
auflösbaren Volumens eine Detektion der Fluores-
zenzstrahlung erfolgen kann. Es ist deshalb bevor-
zugt, daß die Markierungsmoleküle deaktiviert wer-
den können, insbesondere solche Markierungsmole-
küle verwendet werden, um nicht mehr zur Abgabe 
von Fluoreszenzstrahlung anregbar zu sein, so daß 
vor jedem weiteren Durchlauf sämtliche Markie-
rungsmoleküle deaktiviert werden. Für den nächsten 
Durchlauf stehen dann alle Markierungsmoleküle für 
eine erneute Aktivierung zur Verfügung. Die Deakti-
vierung kann durch Einstrahlung geeigneter Deakti-
vierungsstrahlung erreicht werden. Es sind aber auch 
Markierungsmoleküle bekannt, die durch Zeitablauf 
deaktivieren. Die Deaktivierung umfaßt dann eine 
entsprechende Zeitspanne zwischen aufeinanderfol-
genden Durchläufen abzuwarten, so daß alle oder 
eine hinreichende Anzahl an Markierungsmolekülen 
deaktiviert werden.

[0028] Beim obenerwähnten iterativen Vorgehen 
mit mehreren Durchläufen entsteht das Gesamtbild 
aus einer Vielzahl von Einzelbildern. Es ist bevorzugt, 
daß das Gesamtbild während der Durchläufe als Zwi-
schenbild angezeigt wird, insbesondere um einem 
Benutzer einen Eingriff zu ermöglichen. Tritt ein sol-
cher Eingriff auf, ist es zweckmäßig, ein entsprechen-
des Signal zu erzeugen, z. B. ein von einem Benutzer 
eingegebenes Abbruchsignal, das Zwischenbild ab-
zuspeichern und die Durchläufe von vorne neu zu be-
ginnen, um ein neues Gesamtbild zu erzeugen.

[0029] Vorteilhafterweise erfolgt deshalb zusätzlich 
eine Anpassung der Aktivierungsleistung und/oder 
der Anregungsleistung bzw. Deaktivierungsleistung 
anhand während der Durchläufe erkannter Struktu-
ren. Optimierungskriterium kann dabei das Verhältnis 
der ungetrennten Moleküle zu den getrennten Mole-
külen oder der Anteil der getrennten oder ungetrenn-
ten Moleküle im Gesamtbild sein. Im PALM-Konzept 
wird die bereits beschriebene Isolierung der Markie-
rungsmoleküle über die Intensität der Aktivierungs-
strahlung eingestellt. Alternativ oder zusätzlich kann 
das auch über die Intensität der Anregungsstrahlung 
bzw. ggf. einer Deaktivierungsstrahlung geschehen. 
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Die Entstehung eines Gesamtbildes in mehreren 
Durchläufen, die jeweils Einzelbilder liefern, kann 
nun dazu verwendet werden, um die einzustellende 
Intensität anzupassen bzw. zu optimieren.

[0030] Das erfindungsgemäße Verfahren ist natür-
lich besonders geeignet, um dicke Proben abzubil-
den, so daß Bilderstapel aufgenommen werden, die 
senkrecht zur Einfallsrichtung der Strahlung, d. h. in 
z-Richtung übereinanderliegende Bilder aufweisen. 
Das erfindungsgemäße Verfahren bietet hierfür be-
sondere Vorteile, da zum einen das PALM-Prinzip 
eine geringe Belastung der Proben mit Aktivierungs-
strahlung mit sich bringt, Bleicheffekte also kein Pro-
blem darstellen. Zum anderen benötigt die Abbildung 
einer dicken Probe durch Bilderstapel eine beson-
ders hohe Anzahl an Bildern. Die erfindungsgemäß 
erreichte Steigerung der Abbildungsgeschwindigkeit 
ist für diese Anwendung wichtig wenn nicht sogar 
ausschlaggebend. Man kann sich leicht vorstellen, 
daß bei vier Stunden pro Gesamtbild die Aufnahme 
eines Bilderstapels aus Gesamtbildern eine enorme 
Zeit benötigt.

[0031] Soweit in der vorstehenden oder nachfolgen-
den Beschreibung Verfahrensmerkmale genannt 
sind, weist die beschriebene Vorrichtung eine ent-
sprechende Steuereinrichtung auf, welche im Betrieb 
der Vorrichtung die entsprechenden Verfahrensmerk-
male realisiert, d. h. also geeignet ausgebildet ist. So-
weit für die Vorrichtung bestimmte Betriebsmerkmale 
bzw. -eigenschaften beschrieben werden, führt die 
Vorrichtung, gegebenenfalls unter Steuerung der 
Steuereinrichtung, analog entsprechende Schritte ei-
nes Verfahrens aus.

[0032] Es versteht sich, daß die vorstehend ge-
nannten und die nachstehend noch zu erläuternden 
Merkmale nicht nur in den angegebenen Kombinatio-
nen, sondern auch in anderen Kombinationen oder in 
Alleinstellung einsetzbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen.

[0033] Nachfolgend wird die Erfindung beispielswei-
se anhand der beigefügten Zeichnungen, die auch 
erfindungswesentliche Merkmale offenbaren, noch 
näher erläutert. Es zeigen:

[0034] Fig. 1 eine Schemadarstellung eines akti-
vierten Markierungsmoleküls im auflösungsbegrenz-
ten Volumen;

[0035] Fig. 2 eine Schemadarstellung der Abbil-
dung verschiedener aktivierter und nicht-aktivierter 
Markierungsmoleküle auf einen ortsauflösenden De-
tektor,

[0036] Fig. 3 ein Ablaufdiagramm für die Bilderzeu-
gung im PALM-Verfahren,

[0037] Fig. 4 zum Ablaufdiagramm der Fig. 3 gehö-
rende Erläuterungen mit der Abbildung von Markie-
rungsmolekülen auf den Detektor der Fig. 2,

[0038] Fig. 5 eine Schnittdarstellung durch eine auf-
grund der Auflösungsbegrenzung bei der Detektion 
eines fluoreszierenden Markierungsmoleküls entste-
henden Intensitätsverteilung bei unterschiedlichen 
nichtlinearen Verstärkungen,

[0039] Fig. 6 die Funktion der Halbwertsbreite einer 
auflösungsbegrenzungsbedingt entstandenen Inten-
sitätsverteilung als Funktion der nichtlinearen Ver-
stärkung,

[0040] Fig. 7 einen lateralen Schnitt durch zwei auf-
lösungsbegrenztbedingt entstandene Beugungs-
scheibchen zweier benachbarter, gleichzeitig fluores-
zierender Markierungsmoleküle bei linearer und un-
terschiedlichen nichtlinearen Verstärkungen,

[0041] Fig. 8 eine Schemadarstellung einer Varian-
te mit nichtlinearer Verstärkung am Detektor,

[0042] Fig. 9 eine Variante mit nichtlinearer Verstär-
kung nach der Detektion,

[0043] Fig. 10 ein Mikroskop zur PAL-Mikroskopie 
mit nichtlinearer Verstärkung gemäß der Variante der 
Fig. 8 oder Fig. 9,

[0044] Fig. 11 eine Schemadarstellung eines Inten-
sifiers zur nichtlinearen optisch/elektronischen Ver-
stärkung, und

[0045] Fig. 12 ein Mikroskop ähnlich dem der 
Fig. 10, jedoch unter Verwendung des Intensifiers 
der Fig. 11.

[0046] Fig. 1 zeigt schematisch ein Markierungs-
molekül 1, das zur Fluoreszenz angeregt wurde. Na-
türlich erfordert die Fluoreszenzdetektion eine Viel-
zahl von Anregungen, da jede Anregung genau ein 
Fluoreszenzphoton liefert und die Strahlungsdetekti-
on eine Integration vieler Photonen benötigt. Die vom 
Markierungsmolekül 1 abgegebene Fluoreszenz-
strahlung kann in einem Mikroskop aufgrund physi-
kalischer Prinzipien lediglich mit einer begrenzten op-
tischen Auflösung detektiert werden. Selbst wenn 
das Mikroskop die Beugungsgrenze der optischen 
Auflösung erreicht, werden die Photonen des fluores-
zierenden Markierungsmolekül 1 immer noch beu-
gungsbedingt gestreut und somit in einen Beugungs-
scheibchen 2 detektiert. Das Mikroskop gibt also prin-
zipiell statt der geometrischen Ausdehnung des Mar-
kierungsmoleküls 1, die in Fig. 1 schematisch als 
schwarzer Kreis gezeichnet ist, ein größeres Objekt 
wieder, das in Fig. 1 durch das Beugungsscheibchen 
2 veranschaulicht ist. Die Größe des Beugungs-
scheibchens 2 hängt von der Güte der verwendeten 
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Mikroskopieeinrichtung ab und ist durch die Halb-
wertsbreite der Punktverwaschungsfunktion der opti-
schen Abbildung definiert. Tatsächlich handelt es 
sich natürlich nicht um ein zweidimensionales Objekt, 
sondern um ein Beugungsvolumen in das die Fluo-
reszenzphotonen gelangen. In der zweidimensiona-
len Darstellung der Fig. 1 erscheint dieses aber als 
Scheibchen. Der Begriff Beugungsscheibchen wird 
hier deshalb ganz allgemein für ein maximales Auflö-
sungsvolumen genommen, welches die verwendete 
Optik erzielen kann. Die verwendete Optik muß aber 
nicht zwingend an der Beugungsgrenze arbeiten, 
auch wenn dies zu bevorzugen ist.

[0047] Um nun das Markierungsmolekül 1 innerhalb 
des Beugungsscheibchens 2 genauer lokalisieren zu 
können, wird das oben bereits allgemein geschilderte 
PALM-Verfahren eingesetzt. Dieses photoaktiviert 
einzelne Markierungsmoleküle, wobei in dieser Be-
schreibung ganz allgemein unter dem Begriff Aktivie-
rung die Aktivierung bestimmter Lumineszenzeigen-
schaften der Markierungsmoleküle verstanden wird, 
also sowohl ein Einschalten der Lumineszenzanreg-
barkeit als auch eine Änderung des Lumineszenze-
missionsspektrum, was dem Einschalten bestimmter 
Lumineszenzeigenschaften entspricht. Die Aktivie-
rung erfolgt nun so, daß es zumindest einige aktivier-
te Moleküle gibt, deren Schwerpunkt nicht im Beu-
gungsscheibchen anderer aktivierter Moleküle liegt, 
d. h. die innerhalb des optischen Auflösung zumin-
dest gerade noch unterscheiden werden können.

[0048] Fig. 2 zeigt schematisch eine exemplarische 
Situation auf einem Detektor 5, der die Photonen or-
tauflösenden integriert. Wie zu sehen ist, gibt es Be-
reiche 3, in denen die Beugungsscheibchen benach-
barter Markierungsmoleküle überlappen. Hierbei 
sind, wie im linken Bereich 3 der Fig. 2 zu sehen ist, 
jedoch lediglich diejenigen Markierungsmoleküle re-
levant, die zuvor aktiviert wurden. Nicht aktivierte 
Markierungsmoleküle 1' geben die bestimmte Fluo-
reszenzstrahlung, welche auf dem Matrix-Detektor 5
aufgefangen wird, nicht ab, spielen also keine Rolle.

[0049] In den Bereichen 4, z. B. dem in der Mitte des 
Matrix-Detektors 5 gelegenen Bereiches 4, liegen 
Markierungsmoleküle 1 so, daß ihr Beugungsscheib-
chen 2 mit keinem Beugungsscheibchen eines ande-
ren aktivierten Markierungsmolekül 1 überlappt. Der 
rechte Bereich des Matrix-Detektors 5 zeigt, daß Be-
reiche 3, in denen Beugungsscheibchen von aktivier-
ten Markierungsmolekülen überlappen, zu Bereichen 
4, in denen dies nicht der Fall ist, durchaus benach-
bart liegen können. Der rechte Bereich 4 verdeutlicht 
zudem, daß die Nachbarschaft eines aktivierten Mar-
kierungsmoleküls 1 zu einem nicht aktivierten Mar-
kierungsmolekül 1' für die Detektion keine Rolle 
spielt, da ein solches Markierungsmolekül 1' ja die 
vom Matrix-Detektor 5 detektierte Fluoreszenzstrah-
lung nicht abgibt, also nicht fluoresziert.

[0050] Zur Aufnahme eines jenseits der apparativ 
vorgegebenen optischen Auflösung detaillierten Bil-
des, das im Sinne dieser Beschreibung ein hochauf-
gelöstes Bild ist, werden nun die in Fig. 3 schema-
tisch dargestellten Schritte eingesetzt.

[0051] In einem ersten Schritt S1 wird mittels eines 
Umschaltsignals eine Teilmenge der Markierungsmo-
leküle aktiviert; sie werden also von einem ersten Zu-
stand, in dem sie zur Abgabe der bestimmten Fluo-
reszenzstrahlung nicht anregbar sind, in einen zwei-
ten Zustand geschaltet, in dem sie zur Abgabe der 
bestimmten Fluoreszenzstrahlung anregbar sind. 
Natürlich kann das Aktivierungssignal auch eine se-
lektive Deaktivierung bewirken, also in Schritt S1 
auch ein inverses Vorgehen verwendet werden. We-
sentlich ist, daß nach Schritt S1 lediglich eine Teil-
menge der Markierungsmoleküle zur Abgabe der be-
stimmten Fluoreszenzstrahlung angeregt werden 
kann. Die Aktivierung bzw. Deaktivierung (nachfol-
gend wird zur Vereinfachung lediglich der Fall der Ak-
tivierung geschildert) erfolgt abhängig von den ver-
wendeten Markierungsmolekülen. Bei einem Farb-
stoff wie z. B. DRONPA, PA-GFP oder reversibel 
schaltbaren synthetischen Farbstoffen (wie Ale-
xa/Cyan-Konstrukten) erfolgt die Aktivierung durch 
optische Strahlung, ist das Umschaltsignal also Um-
schaltstrahlung.

[0052] Die unter der Fig. 3 dargestellte Fig. 4 zeigt 
im Teilbild a den Zustand nach Schritt S1. Lediglich 
eine Teilmenge der Markierungsmoleküle in ist akti-
viert. Die Markierungsmoleküle dieser Teilmenge 
sind mit einem voll ausgezeichneten schwarzen 
Punkt wiedergegeben. Die restlichen Markierungs-
moleküle sind in diesem Schritt nicht aktiviert worden. 
Sie sind in Teilbild a der Fig. 4 mit l_n-i + 1 bezeich-
net.

[0053] Markierungsmoleküle, die aktiviert wurden, 
können dann in einem zweiten Schritt S2 zur Abgabe 
von Fluoreszenzstrahlung angeregt werden. Als Flu-
oreszenzfarbstoffe werden vorzugsweise aus dem 
Stand der Technik bekannte fluoreszierende Protei-
ne, wie PA-GFP oder auch DRONPA verwendet. Die 
Aktivierung erfolgt bei solchen Molekülen mit Strah-
lung im Bereich von 405 nm, die Anregung zur Fluo-
reszenzstrahlung bei einer Wellenlänge von etwa 
488 nm, und die Fluoreszenzstrahlung liegt in einem 
Bereich oberhalb von 490 nm.

[0054] In einem dritten Schritt S3 wird die abgege-
bene Fluoreszenzstrahlung detektiert, beispielsweise 
durch Integration der aufgenommenen Fluoreszenz-
photonen, so daß sich die im darunter liegenden Teil-
bild b der Fig. 4 dargestellte Situation auf dem Ma-
trix-Detektor 5 ergibt. Wie zu sehen ist, überlappen 
die Beugungsscheibchen der aktivierten Markie-
rungsmoleküle in nicht. Die Größe der Beugungs-
scheibchen wird durch die optische Auflösung der 
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Abbildung auf den Matrix-Detektor 5 festgelegt. Zu-
sätzlich sind in Teilbild b der Fig. 4 (theoretische) 
Beugungsscheibchen von Fluoreszenzmolekülen 
eingezeichnet, die zur nicht-aktivierten Gruppe l_n + 
1 gehören. Da diese nicht-aktivierten Markierungs-
moleküle keine Fluoreszenzstrahlung abgeben, stört 
keine in deren (theoretischen) Beugungsscheibchen 
liegende Fluoreszenzstrahlung die Detektion der Flu-
oreszenzstrahlung der Teilmenge in der aktivierten 
Markierungsmoleküle.

[0055] Damit in der Teilmenge in möglichst wenige 
Beugungsscheibchen so überlappen, daß die Mar-
kierungsmoleküle gar nicht mehr unterscheidbar 
sind, wird die Aktivierungsenergie so eingestellt, daß 
die Teilmenge in nur einen vergleichsweise geringen 
Anteil der Gesamtmenge der Markierungsmoleküle 
ausmacht, so daß statistisch viele Markierungsmole-
küle bezogen auf das mit der optischen Anordnung 
auflösbare Volumen unterscheidbar sind.

[0056] In einem vierten Schritt S4 wird die aufge-
nommene Fluoreszenzstrahlung nichtlinear ver-
stärkt, wodurch die Auflösung, mit der die Lage der 
aktivierten Markierungsmoleküle angebbar ist, über 
die Auflösung der optischen Anordnung hinaus ge-
schärft wird, wie das Teilbild c der Fig. 4 zeigt.

[0057] Die nichtlineare Verstärkung kann beispiels-
weise gemäß der Funktion S = A·FN (Gleichung 1) 
oder S = A·expF/w (mit w = 10–N (Gleichung 2)) be-
schrieben werden, wobei F die Amplitude des Fluo-
reszenzsignals, A ein Normierungsfaktor und N eine 
ganze Zahl größer 1 ist. Natürlich können auch ande-
re Funktionen verwendet werden.

[0058] Durch die nichtlineare Verstärkung reduziert 
sich die Halbwertsbreite der Beugungsscheibchen in 
allen drei Dimensionen, so daß sich die in Teilbild c 
der Fig. 4 schematisch dargestellten verkleinerten 
Beugungsscheibchen ergeben. Besonders vorteilhaft 
ist jedoch eine starke nichtlineare Abhängigkeit des 
Parameters S von F, also z. B. hohe Werte für N in 
den Gleichungen 1 oder 2.

[0059] Die Nichtlinearität ist vorzugsweise so ge-
wählt, daß die Halbwertsbreite der Beugungsscheibe 
einer angestrebten räumlichen Auflösung für die 
Ortsangabe der Markierungsmoleküle entspricht.

[0060] Neben einer nichtlinearen Verstärkung kann, 
wie bereits erwähnt, auch eine nichtlineare Dämp-
fung verwendet werden. Hierbei werden Fluores-
zenzsignale geringer Amplitude oder Intensität ge-
dämpft, wohingegen starke Signale zumindest weit-
gehend ungedämpft bleiben. Natürlich kann auch 
eine Kombination von nichtlinearer Verstärkung und 
Dämpfung verwendet werden. In einem optionalen 
fünften Schritt S5 erfolgt eine Normierung oder ein 
Abschneiden der verstärkten Fluoreszenzsignale, 

soweit deren Intensität bzw. der Pegel unter einem 
Schwellwert liegt.

[0061] In einem sechsten Schritt wird das derart er-
haltene Teilbild in ein Gesamtbild eingestellt. An-
schließend wird zu Schritt S1 zurückgesprungen, so 
daß mit jedem Durchlauf ein Teilbild erhalten wird, 
das zu einem Gesamtbild aufsummiert wird. Im 
nächsten Durchlauf wird, gegebenenfalls nach geeig-
neter Deaktivierung der Markierungsmoleküle, eine 
andere Teilmenge der Markierungsmoleküle aktiviert, 
z. B. die in Fig. 4 dargestellt Teilmenge l_n + 1.

[0062] Durch den mehrfachen Durchlauf durch die 
Schritte S1 bis S6 wird das Gesamtbild aus Einzelbil-
dern der einzelnen Durchlaufe aufgebaut, welche die 
Orte der Markierungsmoleküle mit einer Ortsauflö-
sung angeben, die gegenüber der Auflösung der op-
tischen Abbildung geschärft ist. Durch eine entspre-
chende Anzahl von Iterationen baut sich somit ein 
hochaufgelöstes Gesamtbild sukzessive auf. Die Re-
duktion des Beugungsscheibchens erfolgt dabei bei 
dem Verfahren in allen drei Raumdimensionen, wenn 
mehrere Bildstapel, welche in z-Richtung beabstan-
det sind, aufgenommen werden. Insgesamt enthält 
das Gesamtbild dann in allen drei Raumrichtungen 
hochaufgelöst die Ortsangabe der Markierungsmole-
küle.

[0063] Fig. 5 zeigt einen radialen Schnitt durch ein 
Beugungsscheibchen 2 für verschiedene nichtlineare 
Verstärkungen V2, V5 und V10. Die Zahl nach dem 
Buchstaben V entspricht dabei dem Wert für N in 
Gleichung 1. Jeweils gezeichnet ist dabei das ver-
stärkte Fluoreszenzsignal in Abhängigkeit vom Ab-
stand der tatsächlichen Lage des Markierungsmole-
küls, das bei r = 0 liegt. Man erkennt, daß mit zuneh-
mender Nichtlinearität, also N = 2, 5 oder 10, die Brei-
te der Verteilung abnimmt. Dadurch wird das Schär-
fen der Ortsangabe über die optische Auflösung hin-
aus erreicht.

[0064] Fig. 6 zeigt den Quotienten aus Halbwerts-
breite bei nichtlinearer Verstärkung und linearer Ver-
stärkung als Funktion des Verstärkungsfaktors N. Auf 
der y-Achse der Fig. 6 ist also die relative Halbwerts-
breite (Rel.FHWN) aufgetragen. Man sieht, daß mit 
steigendem Wert von N in Gleichung 1 (analoges er-
hält man für die Gleichung 2) die Halbwertsbreite des 
nichtlinear verstärkten Signals die Halbwertsbreite 
relativ schnell auf unter 20% der Halbwertsbreite des 
linear verstärkten Signals abfällt. Ein Bild mit 10-fach 
verbesserter Auflösung erhält man bei einer nicht li-
nearen Verstärkung mit einem Wert von N ≥ 100 in 
Gleichung 1.

[0065] Fig. 7 zeigt einen lateralen Schnitt durch 
zwei benachbarte Beugungsscheibchen, welche von 
zwei benachbart liegenden, aktivierten Aktivierungs-
molekülen stammen. Die tatsächlichen Orte der Mar-
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kierungsmoleküle sind bei einem r-Wert von –0,5 
bzw. +0,5 in Fig. 7 eingetragen. Auf der y-Achse ist 
die Amplitude des Fluoreszenzsignals aufgetragen 
und zwar für eine nichtlineare Verstärkung (V1) sowie 
Verstärkungen mit N = 5 bzw. N = 100 (V5 bzw. 
V100). Ohne nichtlineare Verstärkung, d. h. bei V1, 
sind die einzelnen Moleküle nur schwach oder gera-
de noch trennbar, da die Gesamt-Amplitude bei r = 0 
noch einen schwachen Sattel hat. Die Moleküle sind 
mit der gegebenen optischen Auflösung deshalb ge-
rade noch unterscheidbar, weil die Schwerpunkte der 
Punktverwaschungsfunktionen noch etwas mehr be-
abstandet sind, als die Halbwertsbreite dieser Funk-
tionen ist. Wesentlich für die Unterscheidbarkeit ist 
hier, daß zwischen den beiden Amplitudenspitzen ein 
lokales Minimum liegt.

[0066] Durch die nichtlineare Verstärkung wird das 
Minimum vertieft, so daß beide Moleküle im Gesamt-
bild nun klar getrennt erscheinen, was die Steigerung 
der Auflösung über die optisch gegebene Grenze 
deutlich macht. Eine gleichzeitige Aktivierung der bei 
r = –0,5 und r = +0,5 liegenden Fluoreszenzmoleküle 
erlaubt in Kombination mit der nichtlinearen Verstär-
kung also eine Separation dieser Moleküle, die weit-
aus besser ist als optisch möglich.

[0067] Fig. 8 zeigt eine erste Variante zur nichtline-
aren Verstärkung. Hierbei wird eine spezielle Detek-
toreinrichtung 6 verwendet, die beispielsweise als 
Frame Transfer Matrix Detektor (CCD) realisiert wer-
den kann, der einen Matrix-Detektor 5 aufweist. Die 
Pixelgröße des Matrix-Detektors 5 entspricht vor-
zugsweise der halben angestrebten Auflösung des 
Mikroskops. Im Matrix-Detektor 5 werden detektierte 
Einzelphotonen der Fluoreszenzstrahlung aufinte-
griert. Dies entspricht Schritt S3. Am Ende der Inte-
grationszeit für einen Integrationsschritt wird der so 
erhaltene Frame über eine Verstärkereinheit 7 in eine 
Speicherregion 8 geschoben. Die Verstärkereinheit 7
verfügt über eine, vorzugsweise einstellbare, nichtli-
neare Verstärkungskennlinie und bewirkt damit die 
nichtlineare Verstärkung gemäß Schritt S4. Die Amp-
litude wie der Maximalwert der Kennlinie sind vor-
zugsweise einstellbar. In der Speicherregion 8 wer-
den die von der Verstärkereinheit 7 für jedes Pixel 
des Matrix-Detektors 5 erzeugten Ladungen aufsum-
miert. Dies entspricht Schritt S6 der Abb. 3.

[0068] Am Ende der Iterationen wird aus der Spei-
cherregion 8 das hochaufgelöste Gesamtbild ausge-
lesen. Das Auslesen kann auch vor Abschluß aller 
Iterationen erfolgen, um ein Zwischenbild zu erhal-
ten. Anhand dieser Zwischenbilder kann der Benut-
zer beobachten, wie sich das hochauflösende Ge-
samtbild aufbaut und gegebenenfalls in den Meßab-
lauf eingreifen. Vorteilhafterweise erfolgt eine Anpas-
sung der Intensität der Aktivierungsstrahlung, um ei-
nen möglichst hohen Anteil an isolierten, aktivierten 
Markierungsmolekülen zu erzielen. Auch können in 

dieser Variante mehr Markierungsmoleküle pro 
Durchlauf aktiviert werden, so daß die Zahl der nöti-
gen Durchläufe reduziert ist.

[0069] Werden Zwischenbilder aus der Speicherre-
gion 8 ausgelesen, wird das Gesamtbild dann durch 
Summation der einzelnen Zwischenbilder, beispiels-
weise an einem Computer, berechnet und angezeigt.

[0070] Fig. 9 zeigt eine zweite Variante, bei der der 
Matrix-Detektor 5 pro Iterationsschritt die Photonen 
der aufgenommenen Fluoreszenzstrahlung integriert 
und jeweils als Bild an einen Computer 9 liefert. Der 
Computer 9 weist eine Anzeige 10, z. B. einen Moni-
tor, sowie eine Eingabeeinrichtung 11, z. B. eine Tas-
tatur o. a., auf.

[0071] Die Verfahrensschritte S2 bis S6 erfolgen so-
mit in dieser Variante im Computer 9. Für diese Vari-
ante ist die Bildrate des Matrix-Detektors ausschlag-
gebend für die Gesamtmeßzeit, so daß ein Ma-
trix-Detektor 5 mit möglichst hoher Bildrate vorteilhaft 
ist, um die Meßzeit zu reduzieren.

[0072] Vorteilhaft bei dieser Variante ist, daß die 
Einzelbilder sofort nach ihrer Entstehung zur Verfü-
gung stehen, so daß bereits in den Einzelbildern eine 
Bildauswertung erfolgen kann.

[0073] Weiter können die Einzelbilder jedes Durch-
laufs Fokusebenen abhängig aufgezeichnet und zu 
einem 3D-Gesamtbild aus nicht linear verstärkten 
Einzelbildern zusammengesetzt werden, wobei zu-
sätzlich noch eine Normierung möglich ist. Die Auflö-
sungserhöhung ist damit in allen drei Raumrichtun-
gen gegeben.

[0074] Fig. 10 zeigt schematisch ein Mikroskop 12
zur hochauflösenden Abbildung einer Probe P. Die 
Probe ist beispielsweise mit dem Farbstoff DRONPA 
(vergleiche WO 2007009812 A1) markiert. Zur Akti-
vierung sowie zur Fluoreszenzanregung weist das 
Mikroskop 12 eine Strahlungsquelle 13 auf, die über 
einzelne Laser 14 und 15 verfügt, deren Strahlen 
über einen Strahlvereiniger 16 zusammengeführt 
wird. Die Laser 14 und 15 können beispielsweise bei 
405 nm (Aktivierungsstrahlung) und 488 nm (Fluo-
reszenzanregung und Deaktivierung) Strahlung ab-
geben. Es sind auch Farbstoffe bekannt (z. B. der 
Farbstoff namens DENDRA (vgl. Gurskaya et al., Na-
ture Biotech., Band 24, S. 461–465, 2006)), bei de-
nen die Aktivierung und Fluoreszenzanregung bei 
ein- und derselben Wellenlänge erfolgen kann. Dann 
genügt ein Laser.

[0075] Ein akustisch optischer Filter dient zur Wel-
lenlängenselektion und zum schnellen Schalten oder 
Abschwächen einzelner Laserwellenlängen. Eine 
Optik 18 fokussiert die Strahlung über einen dichroi-
tischen Strahteiler 19 in eine Pupille eines Objektivs 
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20, so daß auf der Probe P die Strahlung der Strah-
lungsquelle 13 als Weitfeldbeleuchtung einfällt.

[0076] In der Probe P entstehende Fluoreszenz-
strahlung wird über das Objektiv 20 eingesammelt. 
Der dichroitische Strahlteiler 19 ist so ausgelegt, daß 
er die Fluoreszenzstrahlung passieren läßt, so daß 
sie durch ein Filter 21 zu einer Tubuslinse 22 gelangt, 
so daß insgesamt die fluoreszierende Probe P auf 
den Detektor 5 abgebildet wird. Je nach Ausbildung 
des Detektors 5 führt die Bauweise der Fig. 10 also 
die Variante gemäß Fig. 8 oder Fig. 9 aus.

[0077] Fig. 11 zeigt eine weitere Variante zur nicht-
linearen Verstärkung. Hier werden die Schritte S3 
und S4 in einem sogenannten Intensifier 23 ausge-
führt. Dieser weist ein Eingangsfenster 24 auf, an 
dem Photonen 25 der einfallenden Strahlung aufge-
nommen werden. Die Photonen sind durch ein p im 
Kreis symbolisiert. Am Eingangsfenster 24 werden 
die Photonen in Elektronen 26 (symbolisiert durch ein 
e im Kreis) umgewandelt. Die Elektronen werden 
dann mit einer multi channel plate (MCP) 26 nichtline-
ar verstärkt und gelangen als entsprechend nichtline-
ar verstärkter Elektronenstrahl 28 auf einen Phos-
phoreszenz-Schirm 29, der ein Ausgangsfenster 30
aufweist und die Elektronen in Photonen 31 wandelt. 
Die nichtlineare Verstärkung wird am Intensifier 23
insbesondere über eine MCP-Spannung Vmcp ein-
gestellt. Eine Katodenspannung Vk sowie eine 
Schirmspannung Vs sorgen dafür, daß die Elektro-
nen zur MCP 27 gelangen bzw. von dort zum Schirm 
29.

[0078] Der Intensifier 23 ist bezogen auf die Rich-
tung der einfallenden Strahlung, d. h. die Einfallsrich-
tung der Photonen 25 ein vergleichsweise schmales 
Bauteil und behält vor allem die Strahlausbreitungs-
richtung bei. Er bewirkt weiter eine nichtlineare Ver-
stärkung der einfallenden Strahlung, d. h. hohe Dich-
ten der Photonen 25 werden gegenüber niedrigen 
Photonendichten überproportional verstärkt und so-
mit bevorzugt.

[0079] Fig. 12 zeigt ein Mikroskop 12, bei dem die 
nichtlineare Verstärkung mittels des intensifiers 23
erfolgt, der hier in einer Zwischenbildebene der Abbil-
dung der fluoreszierenden Probe P auf dem Ma-
trix-Detektor 5 liegt. Es ist deshalb eine weitere Optik 
32 vorgesehen, welche die am Ausgangsfenster 30
austretende Strahlung auf den Matrix-Detektor 5 ab-
bildet. Ansonsten entspricht die Bauweise des Mikro-
skops der Fig. 12 dem der Fig. 10.

[0080] Die Mikroskope der Fig. 10 und Fig. 12 er-
lauben ein Gesamtbild, das eine um Faktor 10 ge-
genüber der optischen Auflösung des Mikroskops ge-
steigerte Ortsauflösung hat. Die optische Auflösung 
des Mikroskops kann beispielsweise 250 nm lateral 
und 500 nm axial betragen. Bei Verwendung des In-

tensifiers sind nichtlineare Verstärkungen möglich, 
die sogar eine Auflösung der Ortsangabe im Gesamt-
bild von etwa 10 nm erlauben.

[0081] Die hier beispielhaft erläuterten Varianten zur 
nichtlinearen Verstärkung, insbesondere hinsichtlich 
des Intensifiers 23 oder des Matrix-Detektors der 
Fig. 8 können erfindungsgemäß auch durch weitere 
optisch nicht lineare Medien ergänzt oder ersetzt 
werden, wie beispielsweise Second Harmonic Gene-
ration-Kristalle, Farbstoffe, sättigbare Absorber etc. 
Wichtig ist dabei, daß gemäß den Verfahrensschrit-
ten S3 und S4 die Fluoreszenzstrahlung der aktivier-
ten Markierungsmoleküle zuerst aufintegriert und 
dann nichtlinear verstärkt werden. Detektion und 
nichtlineare Verstärkung erfolgen in den beschriebe-
nen Varianten also getrennt, wobei, soweit keine 
nichtlineare optische Verstärkung, wie z. B. durch 
den Intensifier 23, vorgenommen wird, die nichtlinea-
re Verstärkung vorzugsweise nach der Aufnahme der 
Fluoreszenzstrahlung, z. B. nach geeigneter Integra-
tion, erfolgt.
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Patentansprüche

1.  Verfahren zur räumlich hochauflösenden Lu-
mineszenzmikroskopie einer Probe, die mit Markie-
rungsmolekülen markiert ist, welche mit einem Um-
schaltsignal aktivierbar sind, so daß sie erst dann zur 
Abgabe bestimmter Lumineszenzstrahlung anregbar 
sind, wobei das Verfahren folgende Schritte aufweist:  
a) Einbringen des Umschaltsignals auf die Probe der-
art, daß nur eine Teilmenge der in der Probe vorhan-
denen Markierungsmoleküle aktiviert werden, wobei 
in der Probe Teilbereiche bestehen, in denen aktivier-
te Markierungsmoleküle zu den ihnen nächst be-
nachbarten aktivierten Markierungsmoleküle einen 
Abstand haben, der größer oder gleich einer opti-
schen Auflösung einer Detektion von Lumineszenz-
strahlung ist,  
b) Anregen der aktivierten Moleküle zur Abgabe von 
Lumineszenzstrahlung,  
c) Detektion der Lumineszenzstrahlung mit der opti-
schen Auflösung und  
d) Erzeugen von Bilddaten aus der in Schritt c) aufge-
nommenen Lumineszenzstrahlung, die die geometri-
schen Orte der Lumineszenzstrahlung abgebenden 
Markierungsmoleküle mit einer über die optische Auf-
lösung gesteigerten Ortsauflösung angeben,  
dadurch gekennzeichnet, daß  
e) die Detektion der Lumineszenzstrahlung in Schritt 
c) oder die Erzeugung der Bilddaten in Schritt d) eine 
nichtlineare, höhere Intensitäten bevorzugende Ver-
stärkung aufgenommener Lumineszenzstrahlung 
umfaßt, um die Ortsauflösung über die optische Auf-
lösung zu schärfen.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, daß in Schritt c) die Lumineszenzstrahlung 
ortsaufgelöst integriert wird und in Schritt e) das Inte-
grationsresultat nichtlinear verstärkt wird.

3.  Verfahren nach einem der obigen Ansprüche, 
dadurch gekennzeichnet, daß eine Verstärkungs-
kennlinie der nichtlineare Verstärkung einstellbar ist.

4.  Verfahren nach einem der obigen Ansprüche, 
dadurch gekennzeichnet, daß die nichtlineare Ver-
stärkung eine Unterdrückung von unter einem 
Schwellwert liegenden Intensitäten umfaßt.

5.  Verfahren nach einem der obigen Ansprüche, 
dadurch gekennzeichnet, daß die Schritte a)–e) 
mehrfach durchlaufen werden, um ein Gesamtbild 
der Probe zu erzeugen, wobei nach Schritt e) erhal-
tene Bilddaten jeweils mit Bilddaten aus vorherigen 
Durchläufen zum Gesamtbild überlagert werden, so 
daß nach dem letzten Durchlauf das Gesamtbild fer-
tiggestellt ist.

6.  Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daß die Markierungsmoleküle deaktiviert 
werden können, um nicht mehr zur Abgabe von Lu-

mineszenzstrahlung anregbar zu sein, und daß vor 
jedem weiteren Durchlauf sämtliche Markierungsmo-
leküle deaktiviert werden.

7.  Verfahren nach einem der Ansprüche 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daß während der Durch-
läufe das entstehende Gesamtbild als Zwischenbild 
angezeigt wird.

8.  Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daß das Zwischenbild auf ein während der 
Durchläufe auftretendes Signal hin, z. B. einem von 
einem Benutzer eingegebenes Abbruchsignal, abge-
speichert wird und die Durchläufe von vorne neu be-
gonnen werden, um ein neues Gesamtbild zu erzeu-
gen.

9.  Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daß zwischen den Durchläufen die Intensi-
tät der Einbringung des Umschaltsignals und/oder 
der Anregung der aktivierten Moleküle verändert 
wird, um die Größe der Teilmenge zu maximieren.

10.  Vorrichtung zur räumlich hochauflösenden 
Fluoreszenzmikroskopie einer Probe, die mit Markie-
rungsmolekülen markiert ist, welche mit einem Um-
schaltsignal aktivierbar sind, so daß sie erst dann zur 
Abgabe bestimmter Lumineszenzstrahlung anregbar 
sind, wobei die Vorrichtung aufweist:  
– Mittel zum Einbringen des Umschaltsignals auf die 
Probe derart, daß nur eine Teilmenge der in der Pro-
be vorhandenen Markierungsmoleküle aktiviert wer-
den, wobei in der Probe Teilbereiche bestehen, in de-
nen aktivierte Markierungsmoleküle zu den ihnen 
nächst benachbarten aktivierten Markierungsmole-
küle einen Abstand haben, der größer oder gleich ei-
ner optischen Auflösung einer Detektion von Lumi-
neszenzstrahlung ist,  
– Mittel zum Anregen der aktivierten Moleküle zur Ab-
gabe von Lumineszenzstrahlung,  
– eine Detektoreinrichtung, die Lumineszenzstrah-
lung mit der optischen Auflösung aufnimmt und ein 
ortsaufgelöstes Detektionssignal abgibt,  
– eine Bilddatenerzeugungseinrichtung, die aus dem 
Detektionssignal Bilddaten erzeugt, welche die geo-
metrischen Orte der Lumineszenzstrahlung abge-
benden Markierungsmoleküle mit einer über die opti-
sche Auflösung gesteigerten Ortsauflösung ange-
ben, dadurch gekennzeichnet, daß  
– ein nichtlinearer Verstärker vorgesehen ist, der auf-
genommene Lumineszenzstrahlung oder das Detek-
tiosnsignal nichtlinear, höhere Intensitäten bevorzu-
gend verstärkt, um die Ortsauflösung über die opti-
sche Auflösung zu schärfen.

11.  Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, daß die Detektoreinrichtung Lumines-
zenzstrahlung ortsaufgelöst integriert und der Ver-
stärker das Integrationsresultat nichtlinear verstärkt.
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12.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 10 
oder 11, dadurch gekennzeichnet, daß der nichtline-
are Verstärker eine einstellbare Verstärkungskennli-
nie aufweist.

13.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 10 bis 
12, dadurch gekennzeichnet, daß der nichtlineare 
Verstärker unter einem Schwellwert liegenden Inten-
sitäten unterdrückt.

14.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 10 bis 
13, gekennzeichnet durch ein Steuergerät, das den 
Betrieb der Mittel zum Einbringen des Umschaltsig-
nals, der Mittel zum Anregen der aktivierten Molekü-
le, der Detektoreinrichtung und der Bilddatenerzeu-
gungseinrichtung und es Verstärkers steuert und da-
bei einen Betrieb nach einem der obigen Verfah-
rensansprüche bewirkt.

15.  Vorrichtung nach Anspruch 14 in Verbindung 
mit Anspruch 7, 8 oder 9, gekennzeichnet durch eine 
Anzeigeeinrichtung zur Anzeige des Zwischenbildes.

16.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 10 bis 
14, gekennzeichnet durch einen dem Detektor vorge-
ordneten nichtlinearen optischen oder elektro-opti-
schen Verstärker, insbesondere einen Intensifier.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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