
Strukturierte Beleuchtung in  
der Hochauflösungsmikroskopie
In der Weite des Feldes die Grashalmstruktur erkennen

 Wer als Zellbiologe hätte sich nicht 
schon immer gewünscht, mit seinem 
Lichtmikroskop feinste Details in der Zel-
le aufzulösen? Denn die Struktur einer 
biologischen Einheit sagt viel über ihre 
Funktionsweise und Dynamik aus. Den 
Strich durch die Rechnung macht nicht 
die biologische Probe selbst, sondern ein 
physikalisches Gesetz, welches Ernst 
Abbe bereits 1873 formulierte [1]. Es be-
sagt, dass die Auflösung eines Weitfeld 
Lichtmikroskops durch die Beugung fun-
damental begrenzt ist. Es gibt aber mitt-
lerweile erfolgreiche Ansätze, das Mikro-
skop und die mikroskopische Abbildung 
so zu modifizieren, dass eine Auflösung 
jenseits des Abbeschen Gesetzes möglich 
wird. Eines dieser Verfahren ist die struk-
turierte Beleuchtungsmikroskopie (SIM; 
engl. „Structured Illumination Micros-
copy“).

Die Limitierung der optischen 
Auflösungsgrenze

Durch die Beugung bedingt wird ein Ob­
jektpunkt immer nur als verwaschener Fleck 
durch ein optisches System übertragen 
(Info 1). Dies bedingt, dass zwei Punkte im 
Objektraum sich nicht beliebig nahe kom­
men können, um im Bildraum immer noch 
als getrennte Objekte erkannt zu werden. 
Diesem minimalen Abstand im Ortsraum 
entspricht eine Grenzfrequenz im Orts­
frequenzraum, die vom System noch über­
tragen werden kann. Je nach System und 
zugrunde liegendem Trennungskriterium 
kommt man zu verschiedenen Aussagen 
über diesen minimalen Abstand, aber als 
Faustregel kann gelten, dass die laterale 
Auflösung ca. der halben Anregungswellen­
länge entspricht und die der axialen um 
einen Faktor 3 schlechter ist (Info 2). Damit 
ergeben sich für das Lichtmikroskop laterale 
und axiale Auflösungen von maximal 
200 nm bzw. 600 nm. Auch die konfokale 
Mikroskopie kann diese Grenzen nicht sig­
nifikant verbessern. Ziel biologischer Unter­
suchungen ist aber gerade die Komplexität 
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einzelner Strukturen zu erfassen; im Bestfall 
bis in die molekulare Dimension und am Le­
bendzellpräparat (Abbildung 1). Zwar bie­
ten Nahfeld- und elektronenmikroskopische 
Techniken bereits solche gewünschten Auf­
lösungen, allerdings sind die ersteren Ver­
fahren nur auf Oberflächen einsetzbar und 
letztere dadurch sehr stark eingeschränkt, 
dass sie nur für dehydrierte Proben verwen­
det werden können [2, 3]. Darüber hinaus 
bieten beide Methoden nur einen mäßigen 
Kontrast. Und gerade diesem molekülspe­
zifischen Kontrast verdanken fluoreszenz­
basierte Techniken ihre Popularität. Hoch­
auflösung mit Fluoreszenz zu verheiraten 
würde geradezu ein ideales Werkzeug 
schaffen, mit dem man Lokalisationen von 
Proteinen in ihrem nativen Kontext zu an­
deren Proteinen exakt bestimmen könnte.

Konzepte zur Steigerung  
der Auflösung

In jüngster Zeit ist im Zusammenhang mit 
Auflösungssteigerung in der Mikroskopie 
bzw. der im Anglikanischen Sprachge­
brauch spektakulärer klingenden „Superre­
solution“ die Rede davon gewesen, die Beu­
gungsbegrenzung gebrochen zu haben. 
Das ist so physikalisch gesehen nicht rich­
tig. Das Beugungsgesetz ist nicht nur in der 
Stadt Jena in Gedenken an das Wirken von 
Ernst Abbe in Stein gemeißelt, sondern 
bleibt in der Tat ein fundamentales Prinzip 
in der Lichtmikroskopie (Abbildung 2). Be­
trachtet man aber einmal die Abhängigkeit 
der Auflösung von der Punktverbreiterungs­
funktion (PSF; engl. „point spread func­
tion“) bzw. der optischen Transferfunktion 
(OTF; engl. „optical transfer function“), so 
wird deutlich, dass man unmittelbar drei 
Ansatzpunkte zur Verfügung hat, Auflösung 
zu erhöhen, ohne das Abbesche Gesetz aus­
hebeln zu müssen. Zum einen kann  
man versuchen, die PSF durch (nichtlinea­
re) Probenwechselwirkung zu verengen, 
zum anderen, die Form der PSF durch eine  
Maximumsbestimmung zur genauen Loka­

lisierung zu nutzen, und schließlich kann 
man versuchen, durch spezielle Mikros- 
kopanordnungen und evtl. zusätzlich nicht­
lineare Probenwechselwirkung die OTF zu 
erweitern. Das erstere Prinzip kommt z. B. 
bei der Stimulierten Emissions-Abregungs-
Mikroskopie (STED; engl. „Stimulated 
Emission Depletion“) zum Einsatz [4]. Hier­
bei wird die Probe mit einer Laserlichtquel­
le punktförmig angeregt. Ein zweiter un­
mittelbar folgender Laserpuls einer 
längeren Wellenlänge wird über eine Pha­
senmaske so in die Probe gelenkt, dass er 
nur die in den Außenbereichen der PSF an­
geregten Moleküle abregt und somit die 
sichtbare PSF lateral verkleinert. Mit spezi­
ellen Phasenmasken kann dies auch in axi­
aler Richtung erfolgen [5]. Das zweite  
Prinzip wird in der Photoaktivierten Lokali­
sationsmikroskopie (PALM; engl. für „Pho­
toactivated Localization Microscopy“) ge­
nutzt, wobei durch Schaltprozesse in 
Molekülen Lokalisierung in Bildgebung 
transformiert werden kann [6]. Hier be­
strahlt man die Probe dergestalt, dass 

immer nur wenige Moleküle auf einmal  für 
die Fluoreszenzanregung angeschaltet wer­
den und sich deren PSF nicht überlagern. 
Über Schwerpunktsbestimmung können 
dann alle über eine bestimmte Zeitspanne 
detektierten Moleküle hoch präzise lokali­
siert werden. Das dritte Prinzip stellt einen 
gänzlich anderen Ansatz dar und besteht 
darin, über spezielle Mikroskopanordnun­
gen die OTF Region über die klassische 
Grenze hinaus zu erweitern und dadurch 
die PSF auch bei linearer Probenwechselwir­
kung effektiv zu verkleinern. In axialer Rich­
tung geschieht dies in der 4Pi- und I5-Mik­
roskopie durch die Anordnung von zwei 
identischen Objektiven gegeneinander [7]. 
Bei der strukturierten Beleuchtung wird die 
axiale und laterale Ausdehnung der OTF er­
weitert. Dabei moduliert man die Objekt­
frequenzen derart, dass höhere Frequenz­
bänder in niedere Frequenzbereiche 
verschoben werden und damit übertragbar 
sind [8, 9]. Dieses Konzept wurde in seinen 
Grundzügen bereits 1963 von Lukosz ent­
wickelt und demonstriert [10].

Abb. 1: Einsatzbereich mikroskopischer Verfahren in der Zellbiologie. Das Diagramm zeigt auf, welche Strukturen mit welcher Mikros-
koptechnik untersucht werden können. Die verschiedenen Hochauflösungsverfahren erweitern die räumliche Auflösung in der Weitfeld-
mikroskopie um die Faktoren 2–10.

Abb. 2: Abbe Denkmal der Universität 
zu Jena. Das in der Weitfeldmikroskopie 
fundamentale Gesetz der beugungs
begrenzten Auflösung ist vergrößert 
dargestellt.            (Quelle: Wikipedia)
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Prinzip von SIM

Bei der strukturierten Beleuchtung wird ein 
Gitter mit einem definierten periodischen, 
vorzugsweise sinusförmigen Muster in einer 
zur Bildebene konjugierten Ebene im Anre­
gungsstrahlengang positioniert (Abbildung 
3). Dadurch wird die Anregungsintensität 
in der Probe entlang des Musters moduliert 
und damit auch die emittierte Fluoreszenz. 
Den höchsten Modulationskontrast erhält 
man in der Fokusebene. Der Kontrast nimmt 
mit Abstand zur Fokusebene ab, so dass 
eine Tiefendiskriminierung in axialer Rich­
tung erfolgen kann. Dies wird beim opti­
schen Schneiden in der Lichtmikroskopie 
genutzt, bei dem es wie in der konfokalen 

Mikroskopie weniger um Hochauflösung als 
um die Entfernung von Licht außerhalb der 
Fokusebene geht [11, 12].

Will man strukturierte Beleuchtung für 
eine Auflösungssteigerung nutzen, dann be­
darf es des Einsatzes von Gittern höherer 
Frequenz, idealerweise Gittern mit einer Git­
terkonstante, die der Grenzfrequenz der 
OTF des Systems entspricht. Man nutzt da­
bei die Interferenzen der am Gitter er­
zeugten Beugungsordnungen in der Probe 
zur axialen und lateralen Strukturierung des 
Beleuchtungslichtes. Um konstruktive Inter­
ferenz zu erhalten, muss zumindest ein An­
teil des Lichtes in der Anregung kohärent 
sein. Betrachten wir zunächst einmal die Ab­

bildung eines Gitters mit der strukturierten 
Beleuchtung. Durch Überlagerung des 
strukturierten Lichtes mit den Objektgitter­
strukturen entsteht ein sogenanntes Moiré 
Muster. Eine wichtige Eigenschaft des Moi­
ré-Effektes ist, dass sein Muster eine längere 
Periodizität bzw. niedrigere Raumfrequenz 
aufweist als die das Muster erzeugende Ob­
jekt- und die Beleuchtungslichtstruktur. Jede 
Objektstruktur kann man sich nun aus der 
Überlagerung vieler Gitter zusammenge­
setzt denken, deren Amplitude durch das 
Objektfrequenzspektrum gegeben ist. Durch 
die strukturierte Beleuchtung werden auf­
grund des Moiré Effektes die Objekt- 
frequenzen zu niederen Frequenzbändern 
verschoben. Dadurch wird es ermöglicht, 
dass hohe Frequenzen, die normalerweise 
nicht durch das optische System erfassbar 
sind, durch Verschiebung in ein niederes 
Frequenzband übertragen werden können. 
Die Abbildung des Modulationsgitter- 
musters der Beleuchtung auf die Probe un­
terliegt aber wie die Abbildung des Objektes 
selbst den Abbeschen Beugungsgesetzen. 
Daher kann das Modulationsgitter keine Pe­
riode haben die kleiner ist als die halbe Wel­
lenlänge des Anregungslichtes, was die Auf­
lösungssteigerung auf einen maximalen  
Faktor 2 beschränkt (Abbildung 3). Jedoch 
werden auch Objektfrequenzen knapp un­
terhalb der Grenzfrequenz, die ansonsten 
nur schwach übertragen werden, durch 
strukturierte Beleuchtung, die ja das ganze 
Objektspektrum verschiebt, stärker übertra­
gen, was zusätzlich zu einer verbesserten 
Sichtbarkeit feiner Objektstrukturen, z. B. 
gegenüber der konfokalen Mikroskopie 
führt. 

Abb. 3: Schematischer Aufbau der strukturierten Beleuchtung. Die Beugungsordungen 
des Modulationsgitters erzeugen durch Intereferenz mit Probenstrukturen Beugungsord-
nungen, die einen um den Modulationsfrequenzwinkel verringerten Betrag haben und 
daher vom System übertragen werden können. Die Maxima und Winkelverhältnisse (in 
eckigen Klammern) rechts vom Probengitter sind den Ordnungen im Objekt zugeordnet. 

Abb. 4: Verfahren der strukturierten Beleuchtung am Beispiel von 200 nm Kügelchen. 
Weitfeldbild (WF), die Strukturierung der Probe (Gitter); und das hoch aufgelöste Bild (SIM) 
dargestellt im Ortsraum (obere Reihe) und dem Ortsfrequenzraum (untere Reihe). Deutlich 
sind die Strukturierung mit den zugehörigen Frequenzordnungen in den Gitterbildern 
sowie die Auflösungssteigerung bzw. die Übertragung des erweiterten Frequenzspektrums 
in den SIM Bildern zu erkennen. (Probe: 200 nm Tetraspecs von Molecular Probes). 
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Die Verschiebung bedingt aber, dass sich 
die Bildfrequenzen aus nichtverschobenen 
und verschobenen Objektfrequenzinforma­
tionen zusammensetzen und daher den 
Objektfrequenzen nicht mehr entsprechen. 
In anderen Worten: das Bild ist dem Objekt 
unähnlich. Im Rohbild wird man daher ver­
gebens nach einer Auflösungssteigerung 
suchen und erst eine nachträgliche Verrech­
nung kann eine objektgetreue mikrosko­
pische Abbildung erzielen [8].

Die Rekonstruktion des 
Hochauflösungsbildes

Alle vom Objektiv detektierbaren Raumfre­
quenzen liegen im Frequenzraum innerhalb 
einer Kreisscheibe und das übertragene struk­
turierte Beleuchtungsmuster muss demnach 
zwangsläufig auch innerhalb dieser Kreis­
scheibe liegen (Info 3). Für eine kohärente 
Abbildung eines sinusförmigen Gitters erge­
ben sich i. A. 5 Fourier Komponenten (Ord­
nungen), die Nullfrequenz (0) und vier, je­
weils um die halbe (±fm/2) bzw. ganze (±fm) 
Frequenz des Periodenmusters verschobene 
Raumfrequenzen. Die Richtung des Beleuch­
tungsmusters ist dabei mit der Achse der 
5 Punkte identisch. Um nun das mit jeder der 

5 Ordnungen assoziierte Bildspektrum sepa­
riert zu erhalten, muss ein lineares Glei­
chungssystem gelöst werden, welches sich 
aus fünf, in ihrer Beleuchtungsgitterphase 
verschobenen Bildern pixelweise lösen lässt. 
Sind die Ordnungen getrennt, wird der An­
teil der OTF durch Entfaltung eliminiert, die 

Abb. 5: Bruchpilot an synaptischen Nervenendigungen von D. melanogaster. Gezeigt sind das Weitfeldbild (WF), das entfaltete Weit
feldbild (DCV) und die strukturierte Beleuchtung (SIM). Der markierte Bereich in der Mitte eines jeden Bildes ist in seiner linken oberen 
Ecke vergrößert dargestellt. (Probe: Professor Klämbt, Universität Münster; Färbung: Alexa 488 gekoppelter Antikörper gegen Bruchpilot).

Abb. 6: Mikrotubuli (rot) und Actinfilamente (grün) in Dendriten neuronaler Zellen. Gezeigt sind das Weitfeldbild (WF), das entfaltete 
Weitfeldbild (DCV) und die strukturierte Beleuchtung (SIM). Der markierte Bereich in der Mitte eines jeden Bildes ist in seiner linken 
oberen Ecke vergrößert dargestellt. (Probe: Professor Bastmeyer, Universität Karlsruhe; Färbung: Alexa 488 markiertes Phalloidin sowie 
Alexa 561 markierte Antikörper gegen Tubulin).

Ordnungen an den korrekten Platz im Spekt­
rum verschoben und diese dann wieder zu 
einem Spektrum zusammengesetzt. Um 
Bildartefakte zu vermeiden, kommen hierbei 
spezielle Glättungsverfahren zum Einsatz. Da 
die Auflösung nur in der Richtung der Struk­
turierung erfolgt, müssen zu einer gleichför­
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Ein Objekt o(x,y) erfährt in einem optischen 
System eine Verbreiterung seiner Ausdeh­
nung im Bild b(x,y) bedingt durch seine Fal­
tung (*) mit der Punktverbreiterungsfunkti­
on psf(x,y) (PSF, engl. für „Point Spread 
Function“). Im Fourierraum entspricht dies 
einer Multiplikation (x) des Ortsfrequenz­
spektrums O(kx,ky) mit der optischen Trans­
ferfunktion OTF (kx,ky) (OTF, engl. „Optical 
Transfer Function“) zum Bildfrequenzspekt­
rum B(kx,ky). Hieraus resultiert ein minimaler 
Abstand (dl) bzw. eine maximale Frequenz 
(fl), die das optische System gerade noch 
auflösen bzw. transferieren kann. Ort und 
Frequenz können über Fourier-(FT) bzw. re­
verser Fourier-Transformation (FT-1) ineinan­

der umgewandelt werden. Der Ortsraum ist 
durch kleine, der Ortsfrequenzraum durch 
große Buchstaben gekennzeichnet.

info 1

O(kx,ky) OTF(kx,ky) B(kx,ky)

x =

o(x,y) psf(x,y) b(x,y)

FT-1	 FT FT-1	 FT FT-1	 FT

=*

Abbildungseigenschaften eines optischen Systems
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rumente, die hinsichtlich Sensitivität, Ge­
schwindigkeit und Auflösung optimiert 
sind. Während zunächst ausreichend sensi­
tive und schnelle Verfahren auf Fluoreszenz 
Basis entwickelt wurden, hat Hochauflö­
sung erst in jüngster Zeit als quantitative 
Technik in der Fluoreszenzmikroskopie Fuß 
gefasst [14, 15]. Dazu trägt im Wesentli­
chen auch die Entwicklung von Fluoreszenz-
Proteinen im Allgemeinen und ihrer schalt­
baren Versionen im Besonderen bei [16]. 
Während die meisten Hochauflösungstech­
niken auf diese besondere Schaltfähigkeit 
oder nichtlineare Wechselwirkungen ange­
wiesen sind und daher in ihrem Einsatz, was 
die Farbstoffwahl angeht, beträchtliche Ein­
schränkungen haben, bleibt SIM wie klassi­
sche Fluoreszenzbildgebung universell ver­
wendbar und kommt mit physiologisch 
kompatiblen Lichtintensitäten aus [17]. Und 
schon die mit ihr mögliche zweifache Auflö­
sungssteigerung fördert faszinierende struk­
turelle Details zutage, die mit bisherigen 
lichtmikroskopischen Methoden nicht zu­
gänglich sind. Die folgenden zwei Beispiele 
zeigen, wie SIM zur Aufklärung der Struktur 
von biologischen Organisationseinheiten 
beitragen kann.

Im ersten Fall geht es um das Protein 
Bruchpilot. Bruchpilot kommt im Nervensy­
stem der Taufliege Drosophila melanoga­
ster an den Synapsen vor, die die Kontakt­
stellen zwischen Nerven untereinender 
bzw. Nerven- und Muskelzellen darstellen. 
Das Protein ist dabei an der Ausschüttung 
von Botenstoffen beteiligt, die von einem 
ankommenden Nervenpuls ausgelöst wird 
[18]. Mit gängigen lichtmikroskopischen 
Verfahren einschließlich Entfaltungsalgo­
rithmen beobachtet man eine lokale An­
häufung des Proteins an speziellen Orten in 
der Synapse (Abbildung 5). Erst die SIM 
Aufnahme zeigt, dass die Proteine nicht ho­
mogen verteilt sind, sondern spezifische 
Strukturen ausbilden, die auch mit der STED 
Mikroskopie gezeigt wurden [19]. Solche 
Anordnungen geben den Forschern weitere 
Aufschlussmöglichkeiten bezüglich der 
Funktion.

Unser zweites Beispiel behandelt die Or­
ganisation des Zytoskeletts der Zelle. Dieses 
besteht zum größten Teil aus Actin und Tu­
bulin, erhält die Zellform aufrecht und ist 
für die Fortbewegung unentbehrlich [20]. 
Speziell interessant ist das Zusammenspiel 
der Actin-Filamente mit den Mikrotubuli bei 
der Ausbildung von Wachstumskegeln und 
Dendriten neuronaler Zellen [21]. Mit bis­
herigen lichtmikroskopischen Verfahren war 
eine Trennung beider Strukturen in den fei­
nen Dendriten kaum möglich. Über die 
strukturierte Beleuchtung können jedoch 
die Actin-Filamente klar von den Mikrutu­

buli getrennt wahrgenommen und so Aus­
sagen über deren Wechselwirkung getrof­
fen werden (Abbildung 6).

Und über den Faktor 2 hinaus

Genau wie in der STED und PAL Mikroskopie 
können auch bei SIM nichtlineare Effekte in 
der Probe zu einer Erhöhung der Auflösungs­
steigerung herangezogen werden. Nichtli­
neare Effekte können z. B. die Sättigung der 
Probe sein, aber auch, da schonender, die 
Verwendung von schaltbaren Fluorophoren. 
Weicht die strukturierte Emissionsverteilung 
nämlich von der Beleuchtungsmodulation 
ab, werden weitere und höhere Strukturie­
rungsfrequenzen in der Probe selbst erzeugt. 
Diese stellen höhere harmonische Schwin­
gungen zur Modulationsfrequenz, also 
±3/2 fm, ±2 fm,…dar und das Ortsfrequenz­
spektrum wird um die entsprechenden Be­
träge verschoben. Die Rekonstruktion ver­
läuft analog zur linearen Strukturierung, 
wobei zu beachten ist, dass pro Strukturie­
rungsrichtung so viele Phasen verschobene 
Modulationsbilder aufgenommen werden 
müssen, wie Verschiebungsfrequenzen im 
Bild vorhanden sind. Um Artefakten vorzu­
beugen, geht man aber meist sogar über die 
minimal geforderte Anzahl an Bildern hin­
aus. Da sich die Frequenzbänder weiter nach 
außen verschieben, muss auch in mehr 
Raumrichtungen strukturiert werden, um 
eine isotrope Auflösung über das ganze 
Ortsfrequenzspektrum zu erhalten. So kann 
es leicht sein, dass 100 und mehr Bilder auf­
genommen werden müssen. Der nichtlinea­
re Effekt wurde zuerst von Heintzmann et al. 
beschrieben und eindrucksvoll von Gustaff­
son mit einer erzielten Auflösung von 50 nm 
demonstriert [22, 23].

Ausblick

Hochauflösungstechniken haben ohne Zwei­
fel ein großes Potential, biologische Vorgän­
ge besser verstehen zu lernen. Ein zentrales 
Thema wird dabei die Entwicklung geeigne­
ter Farbstoffe einnehmen, die entweder ho­
hen Laserleistungen standhalten oder be­
sonders gut schaltbar sind. Aber auch dann 
wird sich Hochauflösung in der Weitfeldmik­
roskopie nicht atomaren Grenzen nähern 
können. Deshalb gibt es schon jetzt Anstren­
gungen in der korrelativen Mikroskopie, 
Hochauflösungsbilder mit elektronenmikros­
kopischen Aufnahmen zu überlagern, um so 
die Position eines Proteins in einer noch hö­
her aufgelösten Zellstruktur zu bestimmen 
[24]. Auf diesem Gebiet werden vor allem 
hohe Anstrengungen nötig sein, Fixierungs­
verfahren zu entwickeln, die beiden Techno­
logien gerecht werden.

Die Auflösungsbegrenzung 
durch Beugung

Jeder einzelne Objektpunkt erzeugt ei­
nen Bildpunkt in der Bildebene, dessen 
Helligkeitsverteilung in der x,y-Ebene ei­
ner Scheibe mit einem zentralen hellen 
Kreis, umgeben von konzentrischen Rin­
gen abnehmender Helligkeit ähnelt. Sie 
wird als Beugungs- bzw. Airy-Scheibe 
(englisch „Airy-disc“) bezeichnet. Je 
nach Definition und des betrachteten 
Systems ergeben sich verschieden late­
rale Auflösungen. Nach dem Rayleigh 
Kriterium können zwei Punkte noch auf­
gelöst werden, wenn das Maximum der 
ersten Airy-Scheibe noch im ersten Mini­
mum der zweiten Scheibe liegt (cl = 
0.61). Andererseits kann auch die Halb­
wertsbreite (FWHM, engl. „Full Width at 
Half Maximum“) der Airy-Scheibe als 
Auflösungsgrenze angesehen werden  
(cl = 0.51). Zu einem ähnlichen Resultat 
führt die klassische Betrachtungsweise 
der Auflösung über Beugung nach Abbe 
(cl = 0.5). [λ = Wellenlänge des Lichtes,  
n = Brechzahl des Mediums zwischen 
dem Objektiv und dem Gegenstand, α = 
halber Öffnungswinkel des Objektivs].

info 2

migen Verbesserung alle Raumrichtungen 
durch Rotation der Beleuchtungsstrukturie­
rung erfasst werden. Im Allgemeinen sind 
drei Rotationen ausreichend. Zur Erzeugung 
eines isotrop hoch aufgelösten Bildes sind 
demnach die Aufnahmen von 5 x 3 = 15 Bil­
dern nötig. Schließlich erfolgt eine Rücktrans­
formation in den Ortsraum, um das Hochauf­
lösungsbild zu erhalten (Abbildung 4).

Einsatz von SIM in der Fluores-
zenzmikroskopie

Die meisten zellulären Prozesse sind zeitlich 
und räumlich streng reguliert [13]. Um die 
zugrunde liegenden molekularen Netzwer­
ke zu beschreiben, bedarf es spezieller Inst­

Rayleigh

FWHM

dI=1/fI=cI x n sin α
λ
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Der große Vorteil der Hochauflösungs­
techniken in der Weitfeldmikroskopie liegt 
aber zweifelsfrei an ihrem hohen Kontrast 
und ihrem möglichen Einsatz bei Lebend­
zellen. Schon jetzt ist es Routine, zwei oder 
mehr unterschiedlich gefärbte Proteine in 
ihrem Zusammenspiel simultan zu untersu­
chen. Um dies auch hochauflösend zu tun, 
bedarf es jedoch noch weiterer technischer 
Verbesserungen, die es erlauben, schneller 
Daten aufzunehmen. Dann wird es auch 
gelingen, einzigartige Struktur- und Funkti­
onseinblicke zu gewinnen und dem Objekt 
ganz nah zu sein, auch wenn das Feld noch 
so weit erscheint.
�
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