Methoden der Durchlichtfluoreszenzmikroskopie
Gerhard Goke

1. Einfihrung in die Technik und Problematik

FUr eine ganze Reihe von Mikroskopen stehen heute Hochleistungs-Mikroskopierleuchten
zur Verflgung, die direkt an das Stativ angeschlossen werden konnen. Wenn solche
Leuchten eine Leistung von mindestens 50 Watt haben, sind sie fur die Blaulicht-
Fluoreszenz-Anregung geeignet. Die besten Erfahrungen wurden mit der 12 V / 100 W
Halogenleuchte gemacht.

Mit den so ausgeristeten Mikroskopen ist die Durchlicht-Fluoreszenz-Mikroskopie ohne
groRen finanziellen Aufwand mdoglich. Erforderlich sind nur ein paar Filter, deren Preis
zwischen 10 und 20 DM pro Stick liegt. Unser Mitarbeiter Gerhard Goke hat im Laufe der
Zeit erfahren, dal3 viele Mikroskopiker mit der an sich einfachen Fluoreszenzmikroskopie
nicht zurechtkommen und nach den ersten MiRerfolgen das Interesse daran verlieren. Die
Wahl der richtigen Filter in Kombination mit den hierfiir geeigneten Fluorochromen bzw.
die richtige Auswahl primér fluoreszierender Objekte bietet aber gerade dem Hobby-
Mikroskopiker ein weites Experimentierfeld. Er hat deshalb die gangigsten Fluorochrome
und die hierzu passenden Filterkombinationen zusammengestellt und erlautert die kompli-
ziert erscheinenden Zusammenhange zwischen Anregung und Emission. In einem zwei-
ten Teil wird Gerhard Goke die praktische Anwendung beschreiben.

Die Umwandlung von Energie beliebiger Art in Lichtenergie hat E. Wiedemann Lumines-
zenz genannt. Am bekanntesten ist die Temperaturstrahlung, die bei der Umnsetzung von
Warme entsteht. Das Licht kann aber auch selbst die Ursache einer sekundéaren Leuch-
terscheinung sein, die als Photolumineszenz bezeichnet wird. Wenn diese nur so lange
dauert, wie das Erregerlicht auf das leuchtende Objekt einwirkt, spricht man von Fluores-
zenz. Das spatere Nachleuchten, das man nach Abschalten der Lichtquelle beobachten
kann, ist die Phosphoreszenz.

Fir die Photolumineszenz ist charakteristisch, daf? durch die Einwirkung von Lichtstrah-
len, die zuerst absorbiert werden, neue entstehen, die eine gréRere Wellenlange besitzen
als das Erregerlicht. Aus rein technischen Grinden verwendet man in der Fluoreszenz-
mikroskopie meistens nur das Wellenlangengebiet von 300 bis 450 nm (Ultraviolett bis
Blau) fur die Anregung von Fluoreszenzen, de dann eine blaue bis rote Farbe haben.
Man kann aber auch andere Wellenlangen benutzen. So gibt es beispielsweise Fluores-
zenzerscheinungen, die mit UV unter 300 nm angeregt werden und noch im unsichtbaren
Spektralgebiet liegen und solche, die von sichtbarem Licht angeregt im infraroten Spek-
tralgebiet entstehen. Fir ihren Nachweis sind in beiden Fallen elektronenoptische Bild-
wandler erforderlich. Von grol3em Interesse sind auch die roten Fluoreszenzen, die von
grinem Licht erzeugt werden.

Das Fluoreszenzmikroskop

Im MIKROKOSMOS wurde bereits beschrieben, wie ein normales Durchlichtmikroskop
ohne grof3en technischen Aufwand zum Fluoreszenzmikroskop umgerustet werden kann
[1, 2]. Das Licht eines energiereichen Strahlers wird vom Kollektor konvergent gemacht
und Uber einen Spiegel oder totalreflektierendes Prisma durch den Kondensor zum Prapa-
rat geleitet. Nachdem es hier die fluoreszenzfahigen Strukturen zum Leuchten gebracht
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Bild 1 Durchlicht- und Auflichtanregung  A: Durchlicht-Hellfeld
B: Durchlicht-Dunkelfeld  C: Auflicht-Hellfeld

hat, wird es nicht mehr benétigt und deshalb mit einem Sperrfilter oberhalb des Objektivs
aus dem Strahlengang entfernt. Nur das Fluoreszenzlicht gelangt zum Auge des Beob-
achters. Dieses einfache Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie |af3t sich in vielfaltiger Weise
modifizieren (Bild 1). Im einfachsten Fall wird das Erregerlicht durch einen Hellfeldkon-

densor von unten zum Pré&parat geleitet. Das ist die alteste Methode, die als Durchlicht-
Hellfeldanregung bezeichnet wird.

Beleuchtet man das Préaparat mit Hilfe eines Dunkelfeldkondensors, so féllt das Erreger-
licht nicht ins Objektiv. Bei dieser Durchlicht-Dunkelfeldunregung kann man ein diinneres
Sperrfilter verwenden.

Moderne Fluoreszenzmikroskope arbeiten nach dem Prinzip der Auflicht-Hellfeld-
anregung. Das Licht wird mit einem Vertikakllluminator zum Préparat gefiihrt, der eine
spezielle chromatische Teilerplatte enthalt. Bei dieser Anordnung wird das Erregerlicht in
Richtung des Praparates reflektiert, wobei das Objektiv als Kondensor dient. In umgekehr-
te Richtung gelangt Uberwiegend das Fluoreszenzlicht zum Auge des Beobachters. Auch
bei dieser Methode ist ein Sperrfilter erforderlich. Diese Anregungsart wird heute bevor-
zugt. Sie liefert nicht nur eine hoéhere Fluoreszenzintensitat als die Durchlicht-Anregung,
sondern l&Rt sich auch am besten mit anderen Verfahren, zum Beispiel Durchlicht-
Phasenkontrast und -Dunkelfeld, kombinieren.

FUr die simultane Durchlicht-Phasenkontrast-Fluoreszenz ist ein Phasenkontrastkonden-
sor erforderlich, dessen Ringblenden aus UV- bis blaudurchlassigem Filterglas bestehen.
Man beleuchtet Gber eine Teilerplatte oder einen Strahlenteiler mit der eingebauten Koh-
lerleuchte des Mikroskops und gleichzeitig mit einer seitlich angesetzten UV- oder Blau-



lichtquelle. Auf diese Weise wird dem Fluoreszenzbild ein Phasenkontrastbild tberlagert,
dessen Intensitat mit dem Regeltransformator der Niedervoltleuchte auf die des Fluores-
zenzbildes abgestimmt werden kann (Bild 2). Bei Auflicht-Fluoreszenzanregung wtrde ein
normaler Phasenkontrastkondensor ausreichen.
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Bild 2  Prinzip der simultanen Durch-
licht-Phasenkontrastfluoreszenz.

Das Praparat wird gleichzeitig mit wei-
Bem und blauviolettem Licht beleuchtet.

HBO 100

Die Kklassische Durchlicht-Hellfeldanregung
hat trotz der vielen Vorzige der Auflicht-
Anregung ihre Bedeutung nicht ganz verlo-
ren. Sie ist mit jedem mittleren Mikroskop
durchfihrbar und bietet dem experimentier-
freudigen Mikroskopiker ein sehr grol3es
Betatigungsfeld. Aber auch bei vielen Routi-
neuntersuchungen ist die  Durchlicht-
Anregung wegen ihrer Einfachheit die Me-
thode der Wahl geblieben. In diesem Beitrag
werden nur Methoden beschrieben, fur die
eine Durchlicht-Hellfeld- oder -Dunkelfeld-
anregung ausreicht. Die Umristung eines
vorhandenen Mikroskops ist problemlos und
kann mit geringem finanziellem Aufwand
durchgefiihrt werden.

XBO 150

12v/100W-Halogenlampe
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Spektren von Lichtquellen fir die Fluoreszenzmikroskopie:

Hg-Hochstdruckbrenner HBO 100, Xe-Hdochstdruckbrenner XBO 150,

Halogenlampe 12 V/ 100 W



Lichtquellen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Fur das Zustandekommen brillanter Fluoreszenzbilder ist die spektrale Zusammensetzung
und die Strahldichte des Erregerlichtes von grof3ter Bedeutung. Die sehr energiereichen
Quecksilberhdchstdruckbrenner erfiordern ein spezielles Lampenhaus und ein Vorschalt-
gerat, die beide recht teuer sind (Bild 3). Fur die noch besser geeigneten Xenon-
Hochstdruckbrenner gilt das gleiche. Diese idealen Lichtquellen sind fur einige Anwen-
dungsgebiete der Fluoreszenzmikroskopie unentbehrlich. Es gibt aber auch Primar- und
Sekundarfluoreszenzen, die sich mit sichtbarem grinem bis violettem Licht anregen las-
sen. Hierfir gentgt eine 12 V / 100 W Halogen-Hochleistungsmikroskopierleuchte, die mit
einem gewohnlichen Transformator betrieben wird und bedeutend preiswerter ist als die
Entladungslampen. Wegen der hohen Warmeabstrahlung darf diese Leuchte nicht im Mik-
roskopfuld untergebracht werden. Bei vielen Mikroskopstativen ist bereits der Anschlul3
eines separaten Lampenhauses vorgesehen. Wenn diese Kombination nicht moglich ist,
mul3 man die Leuchte separat aufstellen. In ihrem Strahlengang sollte sich stets ein War-
meschutzfiller befinden. Bild 5 zeigt die Spektren der beschriebenen Lichtquellen. Der
Quecksilber-Hochstdruckbrenner HBO 100 hat ein Linienspektrum. Hingegen erzeugt der
Xenon-Hochstdruckbrenner ein spektrales Kontinuum, das von einzelnen Linien Uberla-
gert wird. Die Halogen-Glihlampe emittiert ein vollkommen kontinuierliches Spektrum mit
einem flr viele Anwendungen ausreichenden intensiven blauvioletten Anteil.

Erregerfilter und Sperrfilter

Bei der Fluoreszenzmikroskopie mit Fluorochromen mufd man den Schwerpunkt des Erre-
gerlichtes in das Maximum der Lichtabsorption dieser Farbstoffe legen. Die Wahl des rich-
tigen Erregerfilters ist von gréf3ter Bedeutung fur die Qualitat des Fluoreszenzbildes. In
Tabelle 1 wurden die Anregungswellenlangen bzw. die Maxima der Lichtabsorption und
die Breiten der Fluoreszenzbande (Emission) von bekannten Fluorochromen zusammen-
gestellt. Der Tabelle kbnnen auch die erforderlichen Erreger- und Sperrfilter enthommen
werden. Die Zusammenstellung zeigt, dal3 viele gebrauchliche Fluorochrome mit schtba-
rem violettem, blauem und sogar griinem Licht zur Fluoreszenz angeregt werden kdénnen
und nur fur wenige ultraviolettes Licht erforderlich ist. Fur die Anregung mit sichtbarem
Licht genlgt in den meisten Fallen eine Halogen-Hochleistungsmikroskopierleuchte 12 V /
100 W. Bild 4 zeigt ein normales Durchlicht-Mikroskop, das mit einer solchen Leuchte,
einem Erregertilter und einem Sperrfilter zum Routine-Fluoreszenzmikroskop umgeristet
wurde. Der Hellfeld-Kondensor hat eine hohe numerische Apertur und wird mit Wasser
oder fluoreszenzfreiem Immersions6él immergiert. Ein Immersions-Dunkelteldkundensor
erweitert den Einsatzbereich des Mikroskops.

Nur wenige Erregerfilter sind erforderlich. Die preiswerten Glasfilter BG 12/4 mm (fur Blau-
violett) und BG 3/3 mm + BG 38/4 mm (fur Blauanregung) gentigen in vielen Fallen den
Anforderungen. Fir eine UV-Anregung kommen die Schwarzglasfiter UG 1/2 mm Lind
UG 5/2 mm in Kombination mit dem Rotsperrfilter BG 38/2 mm in Frage. Die genannten
Filter haben eine annahernd glockentérmige Transmissionskurve (Bild 6).

Bessere Ergebnisse erzielt man mit den sogenannten Kurzpalfiltern, die eine steile Ab-
sorptionskante in Richtung des langwelligen Spektralgebietes haben. Fir spezielle An-
wendungen (FITC-Fluoreszenz, Chromosomenfluoreszenz, Grinanregung usw.) werden
Bandpal3filter mit zwei steilen Absorptionskanten empfohlen. Sie isolieren ein bestimmtes
Wellenldangengebiet aus dem Gesamtspektrum der Leuchte (Bild 6). Moderne Fluores-



zenzmikroskope sind meistens mit einem Satz Kurzpaf3- oder Bandpal3filter ausgerustet.
Da es sich hierbei um Interferenzfilter handelt, sind die Preise entsprechend hoch.

Fur die Blauanregung vieler Fluorochrome ist ein mehrschichtiges, etwa 6 mm dickes h-
terferenztilter (Bandpal3filter) geeignet, das in der Literatur [4] als FITC-Filter bezeichnet
wird. Es hat im Bereich von 440 bis 490 nm eine sehr hohe Durchlassigkeit und steile Ab-
sorptionskanten in Richtung der kiirzeren bzw. langeren Lichtwellen (Bild 6).

Auch fur die Grunanregung werden Bandpal¥filter mit mehr oder weniger grof3er Halb-
wertsbreite hergestellt. Hierbei handelt es sich ebenfalls um Interterenzfilter. Mit Farbglas-
filtern ist die Griinanregung sehr unbefriedigend.

Alle Erregerfilter werden im Beleuchtungsstrahlengang angeordnet. Sie kbnnen wahlweise
in das Filtermagazin der Fluoreszenzleuchte oder in die Lichtaustrittséffnung des Mikro-
skopfulRes eingesetzt werden. Der Filtertrager des Kondensors kann dann zusatzliche
Filter, zum Beispiel ein Rotsperrtilter, aufnehmen.

Als Sperrfilter werden sogenannte Langpalifilter verwendet. Analog den Kurzpalfiltern
haben sie eine steile Absorptionskante in Richtung der kurzen Lichtwellen. Nach der Lage
dieser Kante werden sie bezeichnet (OG 530/2 mm = Orangeglas mit einer Kantenlage
bei 530 nm und einer Glasdicke von 2 mm). Es handelt sich um in der Masse gefarbte
Glaser, neuerdings auch um Kunststoflverbundgléaser, die im Gegensatz zu den Interfe-
renzfiltern recht preiswert sind. Wenn jedoch aus dem Fluoreszenzlicht bestimmte Band-
breiten isoliert werden mussen oder extrem steile Absorptionskanten fur die Trennung von
Erregerlicht und Fluoreszenzlicht erforderlich sind, verwendet man die Interferenzfilter
auch als Sperrfilter.

Das Langpalf3filter OG 530/2 mm ist sehr universell verwendbar. Bei UV-, Blauviolett- und
Blauanregung laflt es das grine bis rote Fluoreszenzlicht durch und absorbiert das Erre-
gerlicht. Es ist auch fiur das FITC-Erregerfilter geeignet. Speziell bei der FITC-Fluoreszenz
solite man jedoch ein Sperrfilter verwenden, dessen Absorptionskante bei 520 nm liegt.
Das Sperrfilter GG 10/2 mm ist kein Kantenfilter, sondern ein praktisch fluoreszenzfreies
Gelbgriinglas, das sich bei UV-Anregung mit den Schwarzglasfiltern UG 1 und UG 5 be-
wahrt hat. Bei Griinanregung mussen je nach Halbwertsbreite des Erregerfilters die Sperr-
filter OG 590/2 mm oder KG 610/2 mm verwendet werden.

Alle Sperrfilter werden im abbildenden Strahlengang angeordnet. Hierbei ist zu bedenken,
daf? eine Anordnung im endlichen Strahlengang eines Mikroskops nur eine Kompromif3I6-
sung sein kann, weil dort jede Parallelplatte eine Anderung der Tubuslange bewirkt, die
besonders bei schwachen Objektiven zu einem Fehler in der Abstimmung fuhrt. Moderne
Mikroskope besitzen einen Filterschieber im Unendlich-Strahlengang eines Zwischentu-
bus. Wer dieses Zubehdor nicht besitzt, mul3 andere Losungen suchen. Ich habe die Sperr-
filter, die meistens einen Durchmesser von 19 mm haben, direkt unter die Augenlinse der
orthoskopischen Okulare gekittet, wo sie am wenigsten stéren. Man kann sie aber auch
mittels einer Steckfassung oberhalb der Augenlinse anbringen oder anstelle von
Mel3plattchen in die hierfir vorgesehene Fassung von Mikrometerokularen legen. Auch
die Feldblende der Okulare von Huygens-Typ und die Fassung der Tubuslinse bieten sich
als Sitz des Sperrfilters an.
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Bild 6 oben: Transmissionskurven wichtiger Erregerfilter.

A: Schwarzglasfilter UG 1 fur UV. BG 12 fir Blauviolett und BG 3 fur Blau. Die hohe
Rotdurchlassigkeit von UG 1 und BG 3 mul3 mit dem Filter BG 38 unterdrtickt werden.
B: FITC-Filter und Sperrfilter OG 38

Bild 6 unten: Transmissionskurven wichtiger Sperrfilter.

A: Fluoreszenzfreie Gelbgriinglaser als Sperrfilter fur die Erreerfilter UG 1 und UG 5.
B: Gebréauchliche Langpal’filter mit steilen Absorptionskanten in Richtun kirzerer
Wellenlangen

Problematik in der Fluoreszenzmikroskopie

Zum besseren Verstandnis der Problematik in der Fluoreszenzmikroskopie sollen hier ei-
nige grundsatzliche Tatsachen behandelt werden. Es gibt fluoreszierende Stoffe, die das
erregende Licht fast verlustlos in Fluoreszenzlicht umsetzen kénnen (z.B. Rhodamin in
Athanol, Fluorescein in Wasser). Andere haben nur eine Ausbeute von wenigen Prozent
(Erythrosin, Akridinfarbstoffe u.a.). Trotzdem mufl3 in jedem Falle eine starke Lichtquelle
verwendet werden, um eine ausreichend kréftige Fluoreszenz zu erzielen. Die fluoreszie-
renden Objekte sind selbstleuchtend. Sie strahlen das Licht nach allen Seiten ab. Nur ein
Teil dieser Strahlung gelangt ins Objektiv. Da nur absorbiertes Licht in Fluoreszenzlicht
umgewandelt werden kann, ist die Fluoreszenz um so schwécher, je geringer die Lichtab-
sorption ist.

Das mikroskopische Praparat hat eine maximale Dicke von 10 um und eine entsprechend
geringe Lichtabsorption. Am Beispiel des Fluorochroms Thioflavin soll diese einmal zah-
lenmé&Rig dargestellt werden. Eine Losung von Thioflavin 1:1000 (0,1 g in 100 ml) hat bei
366 nm und einer Schichtdicke von 10 um eine Lichtabsorption von E = 0,054. Da E (Ex-



tinktion) gleich Ig (Jo/J) ist, wobei J, das zu 100% eingestrahlte Erregerlicht und J das die
Losung ungenutzt verlassende Licht ist, ergibt sich tir E der Wert 1g (100/99). Es wird also
nur 1% , des eingestrahlten Lichtes absorbiert und in Fluoreszenzlicht verwandelt. Wenn
das mikroskopische Objekt statt 10 um nur 1 pm dick ist, was ja meistens der Fall ist, so
wird statt 1% nur 0,1% des eingestrahlten Lichtes in Fluoreszenz umgewandelt. Dal3 die-
se winzigen Lichtmengen Uberhaupt noch wahrnehmbar sind, h&ngt mit der enormen
Lichtempfindlichkeit des menschlichen Auges zusammen. Im dunkeladaptierten Zustand
vermag es noch 0,0002% der eingestrahlten, in Fluoreszenz umgewandelten Energie
wahrzunehmen. In diesem Falle verlassen 99,9998% des Erregerlichtes ungenutzt das
Praparat. An dieser Stelle mufld noch bedacht werden, dal? die Vergro3erung des Bildes
Licht kostet. Bei einer 1000-fachen VergréR3erung wird viermal so viel Licht benétigt, wie
bei einer 100-fachen.

Diese Ausfuihrungen sollten zeigen, dal3 die Lichtabsorption der Fluorochrome fur das Zu-
standekommen guter Fluoreszenzbilder von grof3ter Bedeutung ist und da? man unbe-
dingt versuchen muf3, den Schwerpunkt des Erregerlichtes in das Maximum ihrer Lichtab-
sorption zu legen. Gleichzeitig wird verstandlich, warum auch brillante Fluoreszenzbilder
bei der Mikrofotografie sehr lange Belichtungszeiten trotz Verwendung hdchstempfindli-
cher Filme erfordern.

Vorteile der Fluoreszenzmikroskopie

Der grof3te Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie gegentber der konventionellen Lichtmi-
kroskopie ist die Mdglichkeit, lebendes Gewebe und lebende Mikroorganismen zu unter-
suchen, wobei eine spezifische Fluorochromierung auch chemisch-physikalische und
histochemische Fragen beantwortet. Bei Verwendung kleinster Farbstoffkonzentrationen
von 1:1 000 000 bis 1:1000 ist die Toxizitat vieler Fluorochrome so gering, daf3 die Objek-
te in fast unverandertem Zustand Uber einen grof3en Zeitraum hinweg beobachtet werden
kénnen. Ein weiterer Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie ist darin zu sehen, dal3 man
auch bei Verwendung eines einzigen Farbstoffes immer polychrome Bilder erhalt. Die
zeitaufwendige Vorbereitung der Praparate, zum Beispiel das Fixieren, kann in vielen Fal-
len eingespart werden.

Bei einer Fluoreszenzanregung mit ultraviolettem Licht wirden lebende Objekte bereits
nach kurzer Zeit durch die energiereiche Strahlung geschadigt. Diese Gefahr besteht bei
der Blauviolett-, Blau- und Grunanregung in viel geringerem Mal3e. Vitalfluorochromierte
Objekte konnen hier Uber einen grof3en Zeitraum hinweg beobachtet werden. Allerdings
bewirkt die Anlagerung bestimmter, fir die Fluoreszenz verantwortlicher chemischer
Gruppen an die Zellinhaltsstoffe eine Sensibilisierung der Objekte gegen das Erregerlicht,
was zu ihrer ganz allmahlichen Schéadigung fuhrt.
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