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FIG. 4

(57) Abstract: The invention relates to a device and me-
thod for microscopic image acquisition of a sample struc-
ture. A lens (30, 38, 54, 56, 58) for imaging the sample
structure (34), a reference structure (50) and a drift cap-
ture unit (42, 52) intended to capture a dritt of the sample
structure (34) relative to the lens (30, 38, 54, 56, 58)
using the imaged reference structure are provided. The
lens (30, 38, 54, 56, 58) comprises a first focal plane (46)
for imaging the sample structure (34) and simultaneously
a second focal plane (60) for imaging the reference struc-
ture (50), the position thereof being changeable relative to
the first focal plane (46).

(57) Zusammenfassung: Beschricben sind eine Einrich-
tung und ein Verfahren zur mikroskopischen Bildauthah-
me einer Probenstruktur. Vorgesehen sind eine Optik (30,
38, 54, 56, 58) zum Abbilden der Probenstruktur (34) und
eine Referenzstruktur (50) sowie eine Drifterfassungsein-
heit. (42, 52) zum FErfassen einer Drift der Probenstruktur
(34) relativ zur Optik (30, 38, 54, 56, 58) anhand der ab-
gebildeten Referenzstruktur. Die Optik (30, 38, 54, 56,
58) weist eine erste Schértenebene (46) zum Abbilden der
Probenstruktur (34) und zugleich eine relativ zur ersten
Schirfenebene (46) lageverdnderbare zweite Schirfenebe-
ne (60) zum Abbilden der Referenzstruktur (50) auf.
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Einrichtung und Verfahren zur mikroskopischen Bildaufnahme einer

Probenstruktur

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Einrichtung zur mikroskopi-
schen Bildaufnahme einer Probenstruktur nach dem Oberbegriff des An-

spruchs 1 bzw. 12.

In jiingerer Vergangenheit wurden lichtmikroskopische Abbildungsverfahren
entwickelt, mit denen sich basierend auf einer sequentiellen, stochastischen
Lokalisierung von einzelnen Markern, insbesondere Fluoreszenzmolekiilen,
Probenstrukturen darstellen lassen, die kleiner sind als die beugungsbedingte
Auflosungsgrenze klassischer Lichtmikroskope. Solche Verfahren sind bei-
spielsweise beschrieben in WO 2006/127692 A2; DE 10 2006 021 317 B3;
WO 2007/128434 A1, US 2009/0134342 A1; DE 10 2008 024 568 Al; ,,Sub-
diffraction-limit imaging by stochastic optical reconstruction microscopy
(STORM)*, Nature Methods 3, 793-796 (2006), M. J. Rust, M. Bates, X.
Zhuang; ,,Resolution of Lambda/10 in fluorescence microscopy using fast sin-
gle molecule photo-switching®, Geisler C. et al, Appl. Phys. A, 88, 223-226
(2007). Dieser neue Zweig der Mikroskopie wird auch als Lokalisierungsmik-
roskopie bezeichnet. Die angewandten Verfahren sind in der Literatur z.B.
unter den Bezeichnungen PALM, FPALM, (F)STORM, PALMIRA oder
GSDIM bekannt.

Den neuen Verfahren ist gemein, dass die abzubildenden Probenstrukturen mit
Markern préipariert werden, die liber zwei unterscheidbare Zustinde verfiigen,
namlich einen ,hellen” Zustand und einen ,,dunklen Zustand. Werden bei-
spielsweise Fluoreszenzfarbstoffe als Marker verwendet, so ist der helle Zu-

stand ein fluoreszenzfihiger Zustand und der dunkle Zustand ein nicht fluo-
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reszenzfihiger Zustand. Zur Abbildung von Probenstrukturen mit einer Auflo-
sung, die kleiner als die klassische Auflssungsgrenze der bildgebenden Optik
ist, wird nun wiederholt eine kleine Teilmenge der Marker in den hellen Zu-
stand prépariert. Diese Teilmenge wird im Folgenden als aktive Teilmenge
bezeichnet. Die aktive Teilmenge ist dabei so zu wihlen, dass der mittlere Ab-
stand benachbarter Marker im hellen und damit lichtmikroskopisch abbildba-
ren Zustand groBer ist als die Auflgsungsgrenze der Optik. Die Luminanzsig-
nale der aktiven Teilmenge werden auf einen rdumlich auflésenden Lichtde-
tektor, z.B. eine CCD-Kamera, abgebildet. Von jedem Marker wird so eine
Lichtverteilung in Form eines Lichtflecks erfasst, dessen Grofie durch die Auf-

losungsgrenze der Optik bestimmt ist.

Auf diese Weise wird eine Vielzahl von Rohdaten-Einzelbildern aufgenom-
men, in denen jeweils eine andere aktive Teilmenge abgebildet ist. In einem
Bildanalyse-Prozess werden dann in jedem Rohdaten-Einzelbild die Schwer-
punktpositionen der Lichtverteilungen bestimmt, die die im hellen Zustand
befindlichen Marker darstellen. Die aus den Rohdaten-Einzelbildern ermittel-
ten Schwerpunktpositionen der Lichtverteilungen werden dann in einer Ge-
samtdarstellung in Form eines Gesamtbild-Datensatzes zusammengetragen.
Das durch diese Gesamtdarstellung entstehende hochaufgeloste Gesamtbild
spiegelt die Verteilung der Marker wider. Unter ,,Rohdaten* werden im Fol-
genden also Daten verstanden, die noch nicht dem Bildanalyse-Prozess zur

Bestimmung der Schwerpunktpositionen unterzogen worden sind.

Fiir eine reprisentative Wiedergabe der abzubildenden Probenstruktur miissen
ausreichend viele Markersignale detektiert werden. Da jedoch die Anzahl an
Markern in der jeweils aktiven Teilmenge durch den minimalen mittleren Ab-
stand, den zwei Marker im hellen Zustand voneinander haben miissen, limi-

tiert ist, miissen sehr viele Rohdaten-Einzelbilder aufgenommen werden, um
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die Probenstruktur vollstindig abzubilden. Typischerweise liegt die Anzahl an

Rohdaten-Einzelbildern in einem Bereich von 10.000 bis 100.000.

Die fiir die Aufnahme eines Rohdaten-Einzelbildes benétigte Zeit ist nach un-
ten hin durch die maximale Bildaufnahmerate des Lichtdetektors limitiert.
Dies fiihrt zu vergleichsweise langen Gesamtaufnahmezeiten fiir eine fiir die
Gesamtdarstellung benétigte Sequenz von Rohdaten-Finzelbildern. So kann

die Gesamtaufnahmezeit bis zu einigen Stunden betragen.

Uber diese lange Gesamtaufnahmezeit kann es nun zu einer Bewegung der
abzubildenden Probe relativ zur bildgebenden Optik kommen. Da fuir die Er-
stellung eines hochaufgelosten Gesamtbildes alle Rohdaten-Einzelbilder nach
der Schwerpunktbestimmung zusammengefithrt werden, verschlechtert jede
Relativbewegung zwischen Probe und dptik, die wiahrend der Aufnahme
zweier aufeinanderfolgender Rohdaten-Einzelbilder aufiritt, die Ortsauflosung
des Gesamtbildes. In vielen Fillen riihrt diese Relativbewegung von einer sys-
tematischen mechanischen Bewegung des Systems her, auch als mechanische
Drift bezeichnet, die beispielsweise durch thermische Ausdehnung oder
Schrumpfung, durch mechanische Verspannungen oder durch die Verénde-
rung der Konsistenz von Schmiermitteln, die in den mechanischen Kompo-

nenten verwendet werden, verursacht wird.

Die vorstehend beschriebene Problematik soll im Folgenden an Hand der Fi-

guren 1 bis 3 veranschaulicht werden.

In Figur 1a ist schematisch eine Probenstruktur 2 dargestellt, die aus drei kon-
zentrischen Kreisringen besteht. Im Folgenden sei angenommen, dass die ab-
zubildenden strukturellen Merkmale dieser Probenstruktur 2, insbesondere die

Abstinde der konzentrischen Kreisringe voneinander, so klein sind, dass sie
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die beugungsbegrenzte Auflosungsgrenze der lichtmikroskopischen Abbil-

dung unterschreiten.

Wird nun die in Figur 1a gezeigte Probenstruktur 2 mit Markern versehen und
werden diese Marker in den helien und damit lichtmikroskopisch abbildbaren
Zustand gebracht, so ergibt sich auf Grund des beugungsbegrenzten Auflo-
sungsvermogens der lichtmikroskopischen Abbildung ein Mikroskopbild der
in Figur 1b gezeigten Art, in dem die einzelnen mit Markern versehenen
Kreisringe der Probenstruktur 2 nicht mehr unterscheidbar sind. In Figur 1b
(und auch in den Figuren 2 und 3) ist die in Figur 1a gezeigte Probenstruktur 2
zur Verdeutlichung des Sachverhalts durch gestrichelte Kreislinien angedeu-
tet. Wie in Figur 1b gezeigt, ergibt sich hierbei eine durch die Schraffur ange-

deutete verwaschene und damit rdumlich nicht aufgeloste Lichtverteilung 4.

In Figur 2a ist eine Sequenz von Rohdaten-Einzelbildern gezeigt, in denen
jeweils eine aktive Teilmenge an Markern abgebildet ist. Die aktiven Marker
erscheinen in den Rohdaten-Einzelbildern als ausgedehnte Lichtflecke 6, de-
ren GrofBle durch die Auflosungsgrenze der abbildenden Optik bestimmt ist.
Wie Figur 2a gezeigt ist, haben die Lichtflecke 6 jeweils einen mittleren Ab-
stand voneinander, der groBer als diese die Grofie der Lichtflecke 6 bestim-

mende Auflésungsgrenze ist.

In Figur 2b ist veranschaulicht, wie in dem oben erwihnten Bildanalyse-
Prozess aus den Rohdaten-Einzelbildern Schwerpunktpositionen 8 der Licht-
flecke 6 ermittelt werden. Die aus den Rohdaten-Einzelbildern bestimmten
Schwerpunktpositionen 8 werden dann 1n einer in Figur 2¢ gezeigten Gesamt-
darstellung zusammengefasst. Die Gesamtdarstellung nach 2c¢ liefert so ein

hochaufgelostes Gesamtbild der in Figur la gezeigten Probenstruktur 2.



WO 2012/013586 =5 - PCT/EP2011/062605

In den Figuren 3a und 3b ist veranschaulicht, wie es wihrend der Aufnahme
zweier aufeinanderfolgender Rohdaten-Einzelbilder in Folge einer Relativbe-
wegung zwischen der abzubildenden Probenstruktur 2 und der abbildenden
Optik zu einer Verschlechterung der Ortsauflosung des Gesamtbildes kommen
kann. Dabei sollen in diesem lediglich der Veranschaulichung dienenden Bei-
spiel die aus einem ersten Rohdaten-Einzelbild bestimmten Schwerpunktposi-
tionen durch Kreise 10 und die aus einem unmittelbar darauf folgenden zwei-
ten Rohdaten-Einzelbild bestimmten Schwerpunktpositionen mit Quadraten

12 bezeichnet sein.

In Figur 3a ist der Idealzustand ohne mechanische Drift gezeigt. Die aus den
beiden Rohdaten-Einzelbildern ermittelten Schwerpunktpositionen 10 und 12
geben die in Figur 1a gezeigte Probenstruktur 2 prizise wider. In Figur 3b ist
der Fall dargestellt, dass die mechanische Drift eine Verschiebung des zweiten
Rohdaten-Einzelbildes gegeniiber dem ersten Rohdaten-Einzelbild verursacht.
Dementsprechend sind die aus dem zweiten Rohdaten-Einzelbild abgeleiteten
Schwerpunktpositionen 12 gegeniiber den aus dem ersten Rohdaten-Einzelbild
abgeleiteten Schwerpunktpositionen 10 versetzt. Dies filhrt im Ergebnis zu

einer Verschlechterung der Ortsauflosung des Gesamtbildes.

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, um die Drift der Probenstruktur rela-
tiv zur abbildenden Optik zu erfassen und zu kompensieren. Beispielsweise
wird vorgeschlagen, die Probenstruktur mit Referenzmarkern, z.B. Goldkiigel-
chen oder fluoreszierende Nanopartikel, zu markieren und deren Position
gleichzeitig mit der eigentlichen Bildaufnahme der Probenstruktur optisch zu
erfassen. Dabei wird iiblicherweise die Probenstruktur in einem ersten Wellen-
ldingenbereich (ndmlich im Falle eines Fluoreszenzmikroskops im Wellenlédn-
genbereich des Fluoreszenzlichtes) und die Referenzstruktur in einem davon

verschiedenen zweiten Wellenldngenbereich (bei Verwendung von reflektie-
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renden Goldkiigelchen beispielsweise im Wellenlidngenbereich des Beleuch-
tungslichtes) optisch erfasst. Hierzu k(‘mﬁen zwei separate Lichtdetektoren
oder ein einziger Lichtdetektor, der mit zwei Farbkanélen arbeitet, verwendet
werden. Aus den driftbedingten Positionsverschiebungen der aufgenommenen

Bilder der Referenzstruktur kann dann die Drift bestimmt werden.

Bei dem vorstehend genannten Verfahren werden die Referenzmarker in ver-
gleichsweise hoher Konzentration in die Probe eingebracht. Nur so ist sicher-
gestellt, dass sich Referenzmarker in ausreichender Menge in der Schérfen-
ebene der abbildenden Optik befinden, in die die Probenstruktur gebracht
wird, um durch die Optik scharf auf den Lichtdetektor abgebildet zu werden.
Insbesondere bei der lichtmikroskopischen Abbildung lebender Zellstrukturen
wirken sich die in hoher Konzentration vorhandenen, Fremdkorper bildenden
Referenzmarker nachteilig aus. Im Ubrigen ist die zur Einbringung der Refe-

renzmarker vorzunehmende Probenpriparation vergleichsweise aufwendig.

Es ist auch méglich, die mechanische Drift durch geeignete Sensoren, z.B.
kapazitive Abstandsmesser, zu erfassen. Solche Sensoren werden iiblicher-
weise an den Probenhalter angebracht, an dem die Probe befestigt ist. Nachtei-
lig hieran ist, dass die iiber den Sensor bestimmte Drift des Probenhalters nicht
unbedingt der tatsdchlichen Drift der Probenstruktur entspricht, sofern nicht
jegliche Relativbewegung zwischen Probenhalter und Probe ausgeschlossen
werden kann. AuBerdem ist die Verwendung solcher Sensoren technisch ver-

gleichsweise aufwendig.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Einrichtung und ein Verfahren zur mikro-
skopischen Bildaufnahme einer Probenstruktur anzugeben, die eine zuverlis-
sige und technisch aufwandsarme Erfassung einer Drift der Probenstruktur

relativ zur abbildenden Optik ermdglichen.
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Die Erfindung 16st diese Aufgabe durch den kennzeichnenden Teil des An-

spruchs 1 bzw. 12.

Die Erfindung sieht fiir die abbildende dptik zwei rdumlich voneinander ge-
trennte, gegeneinander verstellbare Schirfen- oder Fokalebenen vor, von de-
nen die erste zur Abbildung der Probenstruktur und die zweite zur Abbildung
der Referenzstruktur dient. Selbstverstidndlich ist hierbei unter dem Begriff
,Ebene® nicht eine Ebene im streng mathematischen Sinne, d.h. ein streng
zweidimensionaler geometrischer Raum zu verstehen, sondern vielmehr der-
jenige Bereich innerhalb des Objektraums der Optik, innerhalb dessen das Ob-
jekt, in diesem Fall die Probenstruktur bzw. die Referenzstruktur, scharf auf
die Bildebene abgebildet wird und der iiblicherweise durch die Schirfentiefe

der Optik charakterisiert ist.

Geht man von einer festen ersten Schirfenebene der Optik aus, in welche die
abzubildende Probenstruktur beispielsweise mittels eines an einem Probenhal-
ter angebrachten Fokussierantriebs gebracht wird, so ermoglicht es die erfin-
dungsgemaéfie Optik, die zweite Schirfenebene nach Belieben auf eine geeig-
nete Referenzstruktur einzustellen. Insbesondere muss sich die Referenzstruk-
tur nicht in unmittelbarer rdumlicher Ndhe zur ersten Schirfenebene, in der die
Probenstruktur angeordnet ist, befinden. Dadurch ist es moglich, jede beliebi-
ge Struktur, die eine feste riumliche Beziehung zur abbildenden Probenstruk-
tur aufweist, zur Drifterfassung als Referenzstruktur zu nutzen. In Betracht
kommen beispielsweise lichtmikroskopisch abbildbare Strukturen, die schon
in der Probe oder auch an dem Probenhalter vorhanden sind. Insbesondere
kann die Referenzstruktur an einem Deckglas ausgebildet sein, das tiblicher-

weise verwendet wird, die Probe auf einem Tréger des Probenhalters festzu-
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setzen. Alternativ kann die Referenzstruktur auf dem Tréger selbst ausgebil-

det, z.B. eingeprégt sein.

Ebenso konnen autofluoreszierende Strukturen in der Probe zur Drifterfassung
genutzt werden. Auch die in der Lokalisierungsmikroskopie verwendeten
Marker, die, wie eingangs beschrieben, iiber einen hellen und einen dunklen
Zustand verfiigen, konnen die Referenzstruktur bilden. So ist es beispielsweise
moglich, die Referenzstruktur dadurch zu erzeugen, dass simtliche Marker aus
dem dunklen in den hellen Zustand gebracht werden. Anhand der so erzeugten
Struktur, die infolge des begrenzten Auflsungsvermogens der Optik zur Ab-
bildung der Probenstruktur nicht geeignet ist, ldsst sich dann die Drift bestim-

men.

Indem sich bei der erfindungsgeméifen Einrichtung die zweite Schirfenebene
der Optik relativ zur ersten Schérfenebene beliebig einstellen lésst, ist es ein-
fach, stets eine geeignete Referenzstruktur aufzufinden und diese zur Erfas-
sung der Drift zu nutzen. Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn
Fremdkérper bildenden Referenzmarker wie z.B. Goldkiigelchen in die Probe
eingebracht werden. Durch Verschieben der zweiten Schirfenebene der Optik
ldsst sich leicht ein Probenbereich finden, in dem gentigend Referenzmarker
vorhanden sind. Dadurch kann die Konzentration an Referenzmarkern, die in
die Probe einzubringen sind, verringert werden, was insbesondere bei der Ab-
bildung lebender Zellstrukturen von Vorteil ist. Dies erleichtert zudem die

Probenpriparation.

Die erfindungsgemifie optische Erfassung der Drift durch die abbildende Op-
tik selbst ist mit einem geringeren technischen Aufwand verbunden als dies
bei der aus dem Stand der Technik bekannten Verwendung von externen Sen-

soren der Fall ist. Werden in der Probe selbst vorhandene Strukturen als Refe-
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renzstrukturen genutzt, so kann die Drift der Probenstruktur zuverldssiger und
priziser erfasst werden als dies mit den vorstehend genannten externen Senso-
ren moglich ist. So ist bei letzteren nicht immer sichergestellt, dass die am
Sensor gemessene Drift tatséchlich der Drift der Probenstruktur entspricht.
Dies gilt insbesondere dann, wenn an dem Probenhalter, an dem die Sensoren

{iblicherweise angebracht sind, thermische Ausdehnungen auftreten.

Vorzugsweise weist die Optik ein Objektiv zur Abbildung der Probenstruktur
und eine Teiloptik auf, die zur Abbildung der Referenzstruktur mit dem Ob-
jektiv zusammenwirkt und zur Lageveraﬁderung der zweiten Schirfenebene
einstellbar ist. In dieser Ausgestaltung trigt also das Objektiv sowohl zur Ab-
bildung der Probenstruktur als auch zur Abbildung der Referenzstruktur bei,
wihrend die Teiloptik allein zur Abbildung der Referenzstruktur genutzt wird
und dazu dient, die zweite Schirfenebene relativ zur ersten Schirfenebene

einzustellen.

Die Teiloptik umfasst in einer bevorzugten Weiterbildung mindestens zwei

relativ zueinander bewegbare Linsen. Indem diese Linsen gegeneinander ver-
stellt werden, ldsst sich die Brennweite des aus der Teiloptik und dem Objek-
tiv gebildeten optischen Systems und damit die zweite Schirfenebene einfach

einstellen.

Alternativ ist es auch moglich, die Teiloptik als ortsfeste, d.h. nicht verstellba-
re Optik vorzusehen und den Lichtdetektor, auf den die Referenzstruktur
durch die Teiloptik abgebildet wird, entlang der optischen Achse beweglich
auszufithren. In diesem Fall wird durch Verschieben des Lichtdetektors und
damit der Abbildungsebene auch der Schérfenbereich der Teiloptik, d.h. die

zweite Schirfenebene, verstellt.
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Vorzugsweise ist die Teiloptik in einem Nebenstrahlengang angeordnet, der
von einem zur Abbildung der Probenstruktur bestimmten Hauptstrahlengang
abgezweigt ist. Die Anordnung der Teilc;ptik in einem Nebenstrahlengang er-
moglicht eine einfache und zuverlissige Einstellung der zweiten Schérfenebe-

ne, ohne dass hierdurch die Abbildung der Probenstruktur beeinflusst wird.

Eine weitere bevorzugte Ausgestaltung sieht einen in dem Hauptstrahlengang
angeordneten ersten Lichtdetektor, auf den die Probenstruktur abbildbar ist,
und einen in dem Nebenstrahlengang angeordnetem zweiten Lichtdetektor
vor, auf den die Referenzstruktur abbildbar ist. Die beiden Lichtdetektoren
koénnen beispielsweise dazu genutzt werden, die Probenstruktur mit Licht in
einem ersten Wellenldngenbereich und die Referenzstruktur mit Licht in ei-
nem davon verschiedenen zweiten Wellenldngenbereich abzubilden. Wird die
erfindungsgeméBe Einrichtung in der Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt, so
empfingt der erste Lichtdetektor das von der Probenstruktur abgegebene Fluo-
reszenzlicht, wihrend der zweite Lichtdetektor beispielsweise das an der Refe-
renzstruktur reflektierte Anregungslicht empféngt, durch das die Probenstruk-

tur zur Abgabe des Fluoreszenzlichtes angeregt wird.

Es ist jedoch ebenso moglich, nur einen einzigen Lichtdetektor vorzusehen,
der auf die separate Erfassung von Licht in unterschiedlichen Wellenldngenbe-
reichen ausgelegt ist. Dies hat den Vorteil, dass die Probenstruktur und die
Referenzstruktur in ein- und demselben Lichtweg abgebildet werden, wodurch
Drifteffekte, die zwischen verschiedenen Lichtwegen auftreten konnen, ver-

mieden werden.

Sind ein Hauptstrahlengang und ein Nebenstrahlengang vorgesehen, so weist
die Einrichtung vorzugsweise ein lichtseparierendes optisches Element auf,

durch das der Nebenstrahlengang von dem Hauptstrahlengang abgezweigt und
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auf den zweiten Lichtdetektor gerichtet ist. Dieses lichtseparierende optische
Element ist beispielsweise ein dichroitischer Spiegel, wenn die Probenstruktur
in einem ersten Wellenldngenbereich und die Referenzstruktur in einem davon
verschiedenen zweiten Wellenldngenbereich abgebildet wird. Werden die bei-
den Strukturen in ein und demselben Wellenldngenbereich abgebildet, so ist
das lichtseparierende optische Element Beispielsweise ein halbdurchldssiger

Spiegel.

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung ist eine Autofokusvorrichtung
zur Einstellung der zweiten Schirfenebene auf die Referenzstruktur vorgese-
hen. Durch eine solche Autofokusvorrichtung wird sichergestellt, dass die Op-
tik auf die Referenzstruktur fokussiert bleibt, wenn beispielsweise die Probe
mittels eines an dem Probenhalter angreifenden Fokussierantriebs in Richtung
der Probentiefe verstellt wird, um eine anvisierte Probenstruktur in die erste
Schirfenebene zu bringen. Eine solche Autofokusvorrichtung bewirkt also,
dass die zweite Schirfenebene, die beispielsweise auf eine an dem Deckglas
des Probenhalters ausgebildete Referenzstruktur eingestellt ist, bei Verschie-
ben der Probe automatisch nachgefithrt wird. Als Autofokusvorrichtung kann
sowohl eine passive Vorrichtung, die beispielsweise mit dem an der Referenz-
struktur reflektierten Beleuchtungslicht arbeitet, als auch eine aktive Vorrich-
tung zum Einsatz kommen, die eine eigene Lichtquelle zur Beleuchtung der

Referenzstruktur aufweist.

Die anhand der Referenzstruktur erfasste Drift der Probenstruktur relativ zur
Optik kann dazu genutzt werden, die aufgenommenen Finzelbilder nachtrig-
lich anhand der ermittelten Drift zu korrigieren. Es ist jedoch ebenso moglich,
die Drift schon wihrend der Abbildung der Probenstruktur zu kompensieren.
Hierzu kann beispielsweise ein Stellglied vorgesehen sein, das tiber ein von

der Drifterfassungseinheit erzeugtes Driftsignal ansteuerbar ist, zumindest ei-
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nen Teil der Optik und/oder eines Probenhalters zur Driftkompensation zu
bewegen. Diese Ausgestaltung kann nach Art eines Regelkreises ausgefiihrt
sein, bei dem ein kontinuierlicher Soll-Ist-Vergleich angestellt und basierend
auf diesem Vergleich der genannte Teil der Optik bzw. des Probenhalters an-

hand des Driftsignals angetrieben wird.

Fine besonders prizise Driftkompensation erhédlt man, wenn zu jedem Einzel-
bild der Probenstruktur auch ein Einzelbild der Referenzstruktur aufgenom-
men und die Drift fiir jedes Einzelbild erfasst wird. Es ist jedoch auch mog-
lich, nur in lingeren, vorbestimmten Zeitabstinden ein Bild der Referenzstruk-
tur aufzunehmen und die Drift zu bestimmen. Dies gilt sowohl fiir den Fall,
dass die Bildkompensation nachtriglich an den aufgenommenen Finzelbildern
vorgenommen wird, als auch fur den Fall, dass die Driftkompensation wih-
rend der Messung, d.h. wihrend der Abbildung der Probenstruktur, iiber ein
Stellglied erfolgt. Werden im erstgenannten Fall die Einzelbilder nachtriglich
driftkorrigiert und wird die Drift nicht fur jedes Einzelbild, sondern jeweils
nur fiir jedes n-te Einzelbild (n nattirliche Zahl groBer als 1) erfasst, so kann
fiir die dazwischen liegenden Einzelbilder die Drift durch Interpolation be-

stimmt werden.

Vorzugsweise ist eine Lichtquelle vorgesehen, welche die Probenstruktur und
zugleich die Referenzstruktur und durch das Objektiv beleuchtet. In dieser
Ausfithrung werden die Probenstruktur und die Referenzstruktur nach Art der
Auflichtmikroskopie beleuchtet. In einer alternativen Ausgestaltung wird nur
die Probenstruktur im Auflichtverfahren, die Referenzstruktur jedoch im
Durchlichtverfahren beleuchtet. In diesem Fall ist zur Beleuchtung der Refe-
renzstruktur eine eigene Lichtquelle vorgesehen. Die Wellenldnge des von
dieser Lichtquelle ausgesendeten Beleuchtungslichts kann in Abhéngigkeit der

verwendeten Referenzstruktur geeignet gewdhlt werden.
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Die erfindungsgemaife Einrichtung ist bei allen Geréten, die eine vergroBerte

Darstellung einer Probenstruktur ermoglichen und bei denen eine Drifterfas-

sung und —kompensation zur Erhohung der Abbildungsgenauigkeit erwiinscht

ist, gewinnbringend einsetzbar. Besonders bevorzugt ist die Verwendung als

Fluoreszenzmikroskop, das nach einem der eingangs unter der Bezeichnung

Lokalisierungsmikroskopie zusammengefassten Verfahren arbeitet.

Die Erfindung wird im Folgenden anhand der Figuren néher erldutert. Darin

zeigen:

Figur la

Figur 1b

Figur 2a

Figur 2b

Figur 2¢

eine schematische Darstellung einer beispielhaften Probenstruk-
tur, deren lichtmikroskopisch abzubildenden strukturellen
Merkmale kleiner als die Auflosungsgrenze der lichtmikroskopi-

schen Abbildung sind;

eine schematische Darstellung, die eine auflosungsbegrenzte
lichtmikroskopische Abbildung der mit Markern préparierten

Probenstruktur nach Fig. 1a zeigt;

eine Sequenz von Rohdaten-Einzelbildern, in denen jeweils eine

aktive Teilmenge an Markern abgebildet ist;

eine der Bildsequenz nach Fig. 2a entsprechende Sequenz mit
den aus den Rohdaten-Finzelbildern ermittelten Schwerpunktpo-

sitionen;

ein hochaufgelostes Gesamtbild, in dem die in Fig. 2b gezeigten

Schwerpunktpositionen zusammengefasst sind;
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Figur 3a

Figur 3b

Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur 7
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ein driftfreies Gesamtbild der Probenstruktur nach Fig. 1a, in
dem zur Veranschaulichung Schwerpunktpositionen aus zwei
aufeinanderfolgenden Rohdaten-Einzelbildern zusammengefasst

sind;

ein driftbehaftetes Gesamtbild der Probenstruktur nach Fig. 1a,
in dem entsprechend Fig. 3a Schwerpunktpositionen zweier auf-
einanderfolgender Rohdaten-Finzelbilder zusammengefasst

sind;

den schematischen Aufbau eines erfindungsgema ausgebildeten

Fluoreszenzmikroskops als erstes Ausfithrungsbeispiel;
einen Ausschnitt der Fig. 4, der eine Probenstruktur in einer ers-
ten Schirfenebene und einer Referenzstruktur in einer zweiten

Schirfenebene der Optik zeigt;

den schematischen Aufbau eines erfindungsgemaf ausgebildeten

" Fluoreszenzmikroskops als zweites Ausfithrungsbeispiel; und

einen Ausschnitt der Fig. 6, der die Probenstruktur in der ersten
Schirfenebene und die Referenzstruktur in der zweiten Schir-

fenebene der Optik zeigt. .

In Figur 4 ist ein Fluoreszenzmikroskop 20 dargestellt, das ein erstes Ausfiih-

rungsbeispiel der erfindungsgemifien Einrichtung bildet. Das Fluoreszenzmik-

roskop 20 hat eine Lichtquelle 22, die Anregungslicht auf ein aus zwei Linsen

24 und 26 gebildetes Linsensystem aussendet. Dieses Linsensystem dient da-
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zu, das von der Lichtquelle 22 ausgesendete Anregungslicht in der gewiinsch-
ten Weise zu kollimieren. Das kollimierte Anregungslicht fallt dann auf eine
Sammellinse 28, die das Anregungslicht in die Apertur eines Objektivs 30 fo-
kussiert. Dabeli tritt das Anregungslicht zunichst durch einen ersten dichroiti-
schen Spiegel 32, der fiir das Anregungslicht durchlissig ist. Indem das von
der Lichtquelle 22 ausgesendete Anregungslicht in die Apertur des Objektivs
30 fokussiert wird, tritt es als kollimiertes Strahlenbiindel aus dem Objektiv 30
aus und ergibt so eine vergleichsweise groBflachige, homogene Beleuchtung
einer Probenstruktur, die in Fig. 1 durch das mit 34 bezeichnete Symbol ange-

deutet ist.

In dem vorliegenden Ausfithrungsbeispiel wird die Probenstruktur 34, wie
eingangs erldutert, mit Markern, z.B. Fluoreszenzmolekiilen, pripariert. Dabei
konnen die eingangs genannten Verfahren angewandt werden, um jeweils ei-
nen Teil dieser Marker in den hellen Zustand zu iiberfithren und dadurch eine

aktive Teilmenge zu erzeugen, die in einem Einzelbild abgebildet wird.

Das von der Probenstruktur 34 ausgesendete Fluoreszenzlicht tritt durch das
Objektiv 30 und fillt auf den dichroitischen Spiegel 32. Der dichroitische
Spiegel 32 ist so ausgebildet, dass er das von der Probenstruktur 34 ausgesen-
dete Licht reflektiert und so auf einen zweiten dichroitischen Spiegel 36 rich-
tet. Dieser wiederum ist so ausgebildet, dass er das Fluoreszenzlicht durch-
lasst, sodass das Fluoreszenzlicht auf eine Linse 38 fillt, die das Fluoreszenz-
licht auf einen ersten Lichtdetektor 40, z.B. eine CCD-Kamera, biindelt. Auf
dem Lichtdetektor 40 wird so ein Finzelbild der Probenstruktur 34 erzeugt.
Dabei setzt der erste Lichtdetektor 40 das empfangene Fluoreszenzlicht in
elektrische Signale um und gibt diese an eine Rechen-/Steuereinheit 42 aus, in

der die Signale weiterverarbeitet werden.
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Die Probenstruktur 34 ist Teil einer in den Figuren 4 und 5 nicht niher darge-
stellten Probe, die auf einem Probenhalter 44 angebracht ist. Wie in Fig. 5 ge-
zeigt, befindet sich die Probenstruktur 34 wihrend der lichtmikroskopischen
Abbildung in einer Schirfenebene 46 des Objektivs 30, im Folgenden als erste
Schérfenebene bezeichnet. Um die Probenstruktur 34 in die erste Schirfen-
ebene 46 bringen zu kdnnen, ist der Probenhalter 44 vertikal verfahrbar, wie in
Fig. 4 durch den Doppelpfeil angedeutet ist. Hierzu ist ein mit dem Probenhal-
ter 44 gekoppelter Fokussierantrieb 48 vorgesehen, der durch die Rechen-

/Steuereinheit 42 angesteuert wird.

Wie der Fig. 5 zu entnehmen ist, enthalt die Probe neben der Probenstruktur
34 Referenzmarker 49, die es ermdoglichen, eine Drift zwischen der abbilden-
den Optik, insbesondere dem Objektiv 30, und der Probenstruktur 34, die
wihrend der Aufnahme einer Sequenz von Einzelbildern auftritt, optisch zu
erfassen. Ein Teil dieser Referenzmarker 49 wird als Referenzstruktur 50 ge-
nutzt. Hierzu weist das Fluoreszenzmikroskop 20 zusétzlich zu den vorstehend
genannten optischen Komponenten (insbesondere zusitzlich zu dem Objektiv

30) eine im Folgenden niher beschriebene Teiloptik auf.

Diese Teiloptik befindet sich in einem Nebenstrahlengang, der durch den dich-
roitischen Spiegel 36 von einem Hauptstrahlengang abgezweigt ist, der durch
den von der Probenstruktur 34 zu dem ersten Lichtdetektor 40 fithrenden
Lichtweg des von der Probenstruktur 34 ausgesendeten Fluoreszenzlichtes
festgelegt ist. Der Nebenstrahlengang ist auf einen zweiten Lichtdetektor 52,
z.B. eine CCD-Kamera, gerichtet. Zwischen dem zweiten dichroitischen Spie-
gel 36 und dem zweiten Lichtdetektor 52 befindet sich die genannte Teiloptik,
die aus einer ortsfesten Linse 54 und zwei relativ zueinander verschiebbaren
Linsen 56 und 58 zusammengesetzt ist und fiir sich ein Linsensystem veriin-

derlicher Brennweite bildet.
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In dem vorliegenden Ausfithrungsbeispiel werden als Referenzmarker 49 au-
tofluoreszente Partikel oder Strukturen verwendet, die in die Probe einge-
bracht werden oder ohnehin in dieser vorhanden sind. Wesentlich ist, dass sich
diese Referenzmarker 49 nicht in der ersten Schérfenebene 46 befinden miis-
sen, in der die Probenstruktur 34 abgebildet wird. Vielmehr ist durch die aus
den Linsen 54 bis 58 gebildete Teiloptik im Zusammenwirken mit dem Objek-
tiv 30 eine zweite Schirfenebene 60 gegeben, die sich durch Verstellen der
Linsen 56 und 58 beliebig (in Fig. 5 nach oben und unten) verstellen lésst.
Dadurch ist es moglich, die zweite Schirfenebene 60 innerhalb der Probe in
einen Bereich zu verschieben, in dem geniigend Referenzmarker 49 vorhanden
sind, die als lichtmikroskopische abbildﬁare Referenzstruktur 50 genutzt wer-

den konnen.

Die durch die in der zweiten Schirfenebene 60 angeordneten Referenzmarker
49 gebildete Referenzstruktur 50 wird durch das Objektiv 30 und die Linsen
54 bis 58 auf den zweiten Lichtdetektor 52 abgebildet. Auf dem zweiten
Lichtdetektor 52 wird also ein FEinzelbild der Referenzstruktur 50 erzeugt und
in elektrische Signale umgewandelt. Diese elektrischen Signale werden dann
der Rechen-/Steuereinheit 42 zur Auswertung zugefiihrt. In der Rechen-
/Steuereinheit 42 werden Positionsédnderungen der Referenzstruktur-
Einzelbilder erfasst und daraus Driftkompensationswerte bestimmt, die in dem
vorliegenden Ausfithrungsbeispiel verwendet werden, nach der Messung an
der Sequenz der erzeugten Probenstruktur-Einzelbilder eine Driftkompensati-

on vorzunehmen.

Die Linsen 54 und 56 der Teiloptik, die zur Einstellung der zweiten Schirfen-
ebene 60 gegeneinander bewegt werden, sind in diesem Ausfiihrungsbeispiel

mit einer Autofokusvorrichtung gekoppelt, welche die zweite Schirfenebene
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60 automatisch nachfithrt, wenn der Probenhalter 44 mittels des Fokussieran-
triebs 48 bewegt wird. Die Autofokusvorrichtung ist aus der Rechen-
/Steuereinheit 42 und einem Antrieb 61gebildet, der von der Rechen-
/Steuereinheit 42 angesteuert wird und die Linsen 54 und 56 zum Nachfiihren

der zweiten Schérfenebene 60 bewegt.

In dem vorstehend beschriebenen Ausfithrungsbeispiel wird die aus einem
Teil der Referenzmarker 49 gebildete Referenzstruktur 50 anhand des Auto-
fluoreszenzlichtes erzeugt, das von der autofluoreszenten Referenzstruktur 50
ausgesendet wird. Demnach ist der erste dichroitische Spiegel 32 so ausgebil-
det, dass er zum Einen das von der Laserlichtquelle 22 ausgesendete Anre-
gungslicht durchldsst und zum Anderen das von der Probenstruktur 34 ausge-
sendete Fluoreszenzlicht sowie das von der Referenzstruktur ausgesendete
Autofluoreszenzlicht reflektiert. Der zweite dichroitische Spiegel 36 ist so
ausgebildet, dass er das von der Probenstruktur 34 ausgesendete Fluoreszenz-
licht durchlisst und das von der Referenzstruktur ausgesendete Autofluores-

zenzlicht reflektiert.

Diese Ausgestaltung ist jedoch rein beispielhaft zu verstehen. Beispielsweise
ist es auch moglich, die Referenzstruktur 50 mit dem Anregungslicht selbst
abzubilden. In diesem Fall kénnen als Referenzmarker 50 beispielsweise re-
flektierende Goldkiigelchen, die in die Probe eingebracht sind, verwendet

werden.

Diese Ausfithrung macht sich zum Einen den Umstand zu Nutze, dass die In-
tensitéit des von der Laserlichtquelle 22 abgegebenen Anregungslichtes in der
Regel vergleichsweise hoch ist (jedenfalls im Verhéltnis zur Intensitéit des von
der Probenstruktur 34 abgegebenen Fluoreszenzlichtes). Zum Anderen ist es

in der Praxis kaum moglich, einen Transmissionsgrad des ersten dichroiti-
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schen Spiegels 32 von exakt 100 % zu erzielen. Vielmehr wird stets ein gerin-
ger Teil des an der Probe in das Objektiv 30 riickgestreuten Anregungslichts
an dem ersten dichroitischen Spiegel 32 reflektiert. Ist nun der zweite dichroi-
tische Spiegel 36 so ausgebildet, dass er das Fluoreszenzlicht durchlédsst und
das Anregungslicht reflektiert, so kann der von dem ersten dichroitischen
Spiegel 32 zwangsldufig reflektierte Teil des Anregungslicht zur Abbildung

der Referenzstruktur 50 genutzt werden.

In den Figuren 6 und 7 ist ein zweites Ausfithrungsbeispiel der erfindungsge-

méifen Einrichtung gezeigt.

Wiihrend in dem ersten Ausfiihrungsbeispiel die Referenzstruktur 50 im Auf-
lichtverfahren beleuchtet wird, ist in dem zweiten Ausfithrungsbeispiel nach
den Figuren 6 und 7 eine Durchlichtbeleuchtung vorgesehen. Diejenigen
Komponenten des zweiten Ausfithrungsbeispiels, die mit denen des ersten
Ausfithrungsbeispiels identisch sind, sind in den Figuren 6 und 7 mit den in
dem ersten Ausfithrungsbeispiel verwendeten Bezugszeichen versehen. Sie

werden im Folgenden nicht nochmals beschrieben.

Das Fluoreszenzmikroskop 20° nach zweitem Ausfithrungsbeispiel hat gegen-
iiber dem Fluoreszenzmikroskop 20 nach erstem Ausflihrungsbeispiel zusitz-
lich eine Lichtquelle 62 sowie ein aus zwei Linsen 64 und 66 gebildetes Lin-
sensystem. Dieses Linsensystem kollimiert das von der Lichtquelle 62 abge-
gebene Beleuchtungslicht und richtet es von der dem Objektiv 30 abgewand-
ten Seite her auf die Probe. Die (in diesem Beispiel transparente) Probe wird
so in Fig. 6 von unten durchleuchtet, sodass die Referenzstruktur 50 nach ei-
nem iiblichen Durchlichtverfahren, z.B. einem Phasenkontrastverfahren, auf

den zweiten Lichtdetektor 52 abgebildet wird.
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Die Wellenlinge des von der Lichtquelle 62 ausgesendeten Beleuchtungslichts
kann abhingig davon, welche Art von Referenzstruktur 50 abgebildet werden
soll, geeignet gewahlt werden. Beispielsweise konnen als Referenzmarker 49
Goldkiigelchen verwendet werden, die im Durchlicht auf den zweiten Lichtde-
tektor 52 abgebildet werden. Die beiden dichroitischen Spiegel 32¢ und 36°
sind entsprechend der gew#hlten Wellenldnge des von der Lichtquelle 62 aus-
gesendeten Beleuchtungslichtes modifiziert, ndmlich derart, dass sie jeweils

das Beleuchtungslicht der Lichtquelle 62 reflektieren.

Die vorstehend beschriebenen Ausfithrungsbeispiele dienen lediglich der Er-
lduterung der Erfindung. Letztere ist nicht auf diese Ausfithrungsbeispiele be-

schrinkt.

So ist es moglich, die abzubildende Referenzstruktur beispielsweise an einem
in den Figuren 5 und 7 gezeigten Deckglas 70 auszubilden, das Teil des Pro-
benhalters 44 ist. In diesem Fall wird die zweite Schérfenebene 60 auf das
Deckglas 70 ausgerichtet. Auch in diesem Fall kann die Autofokusvorrichtung
dafiir sorgen, dass die die zweite Schérfenebene 60 so nachgefiihrt wird, dass

sie auf dem Deckglas 70 positioniert bleibt.

Die vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsbeispiele kénnen auch so abge-
wandelt werden, dass die Driftkompensation nicht im Nachhinein an den er-
zeugten Probenstruktur-Einzelbildern vorgenommen wird, sondern wéhrend
der Messung eine Komponente des Fluoreszenzmikroskops 20 bzw. 20°, vor-
zugsweise deren Probenhalter 44, in Abhéngigkeit der erfassten Drift verstellt

wird. Dies kann beispielsweise liber eine entsprechende Ansteuerung des Fo-

kussierantriebs 48 erfolgen.
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Bezugszeichenliste:
20,20¢°  Fluoreszenzmikroskop
22 Laserlichtquelle
24, 26 Linsen
28 Sammellinse
30 Objektiv
32,32¢  erster dichroitischer Spiegel
34 Probenstruktur
36,36°  zweiter dichroitischer Spiegel
38 Linse |
40 erster Lichtdetektor
42 Rechen-/Steuereinheit
44 Probenhalter
46 erste Schirfenebene
48 Stellglied
49 Referenzmarker
50 Referenzstruktur
52 zweiter Lichtdetektor
54, 56, 58 Linsen
60 zweite Schirfenebene
61 Antrieb
62 Lichtquelle
64, 66 Linsen

221 -

PCT/EP2011/062605



WO 2012/013586 -22 - PCT/EP2011/062605

Patentanspriiche

1. Einrichtung (20, 20°) zur mikroskopischen Bildaufnahme einer Proben-
struktur (34), mit
einer Optik (30, 38, 54, 56, 58) zum Abbilden der Probenstruktur (34)
und einer Referenzstruktur (50), und
einer Drifterfassungseinheit (42, 52) zum Erfassen einer Drift der
Probenstruktur (34) relativ zur Optik (30, 38, 54, 56, 58) anhand der
abgebildeten Referenzstruktur (50),
dadurch gekennzeichnet, dass die Optik (30, 38, 54, 56, 58) eine erste
Schirfenebene (46) zum Abbilden der Probenstruktur (34) und zugleich
eine relativ zur ersten Schirfenebene (46) lageverénderbare zweite

Schirfenebene (60) zum Abbilden der Referenzstruktur (50) aufweist.

2. Einrichtung (20, 20°) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
die Optik (30, 38, 54, 56, 58) ein Objektiv (30) zur Abbildung der Pro-
benstruktur (34) und eine Teiloptik (54, 56, 58) aufweist, die zur Ab-
bildung der Referenzstruktur (50) mit dem Objektiv (30) zusammen-
wirkt und zur Lageverdnderung der zweiten Schérfenebene (60) ein-

stellbar ist.

3. Einrichtung (20, 20°) nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Teiloptik (54, 56, 58) mindestens zwei relativ zueinander bewegba-

re Linsen (56, 58) umfasst.

4. Einrichtung (20, 20°) nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Teiloptik (54, 56, 58) in einem Nebenstrahlengang angeordnet
ist, der von einem zur Abbildung der Probenstruktur (34) bestimmten

Hauptstrahlengang abgezweigt ist.
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Einrichtung (20, 20¢) nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch einen in
dem Hauptstrahlengang angeordneten ersten Lichtdetektor (40), auf den
die Probenstruktur (34) abbildbar ist, und einen in dem Nebenstrahlen-
gang angeordneten zweiten Lichtdetektor (52), auf den die Referenz-

struktur (50) abbildbar ist.

Einrichtung (20, 20°) nach Anspruch 4 oder 5, gekennzeichnet durch
ein lichtseparierendes optisches Element (36, 36°), durch das der Ne-
benstrahlengang von dem Hauptstrahlengang abgezweigt und auf den

zweiten Lichtdetektor (52) gerichtet ist.

Finrichtung (20, 20°) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, ge-
kennzeichnet durch eine Autofokusvorrichtung (42, 61) zur Einstellung

der zweiten Schirfenebene (60) auf die Referenzstruktur (50).

Einrichtung (20, 20°) nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Referenzstruktur (50) an einem

Deckglas (70) eines Probenhalters (44) ausgebildet ist.

Einrichtung (20, 20°) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, ge-
kennzeichnet durch ein Stellglied (48), das iiber ein von der Drifterfas-
sungseinheit (42, 52) erzeugtes Driftsignal ansteuerbar ist, zumindest
einen Teil der Optik (30, 38, 54, 56, 58) und/oder eines Probenhalters

(44) zur Driftkompensation zu bewegen.

Finrichtung (20) nach einem der Anspriiche 2 bis 9, gekennzeichnet
durch eine Lichtquelle (22), welche die Probenstruktur (34) und zu-
gleich die Referenzstruktur (50) durch das Objektiv (30) beleuchtet.
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Einrichtung (20, 20°) nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, das die Einrichtung (20, 20°) ein Fluores-

zenzmikroskop ist.

Verfahren zur mikroskopischen Bildaufnahme einer Probenstruktur
(34), bei dem

die Probenstruktur (34) und eine Referenzstruktur (50) durch eine Optik
(30, 38, 54, 56, 58) abgebildet werden, und

eine Drift der Probenstruktur (34) relativ zur Optik (30, 38, 54, 56, 58)
an Hand der abgebildeten Referenzstruktur (50) erfasst wird,

dadurch gekennzeichnet, dass die Probenstruktur (34) in einer ersten
Schirfenebene (46) der Optik (30, 38, 54, 56, 58) abgebildet wird und
zugleich die Referenzstruktur (50) in einer zweiten Schirfenebene (60)
der Optik (30, 38, 54, 56, 58) abgebildet wird, wobei die zweite Schér-

fenebene (60) relativ zur ersten Schérfenebene (46) lageverinderbar ist.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass eine die
Probenstruktur (34) enthaltende Probe mit Partikeln (49) préapariert

wird, welche die Referenzstruktur (50) bilden.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Refe-
renzstruktur (50) an einem Teil eines Probenhalters (44), insbesondere

an einem Deckglas (70) ausgebildet wird.
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