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'Lichtrnjkroskopie

R Simultane Auflicht-Durchlicht-Mikroskopie

Literatur: MIKROKOSMOS 77, 312 - 317 (1988)

Anwendungsbereich:

Alle Mikroskope mit Vertikal-Illuminator

Bei der von H. APPELT 1982 im MIKROKOSMOS be-
schriebenen  Spiegelreflexmikroskopie, einem
Sonderfall der Auflichtmikroskopie, liegt der Ob-
jekttriger mit dem bedeckten Durchlichtpraparatauf
einem gewdhnlichen Glasspiegel und wird vom
Vertikalilluminator mit zirkular polarisiertem
Licht beleuchtet. Wie bei der sonst iiblichen Auf-
lichtmikroskopie wirkt hierbei das Objektiv gleich-
zeitig als Kondensor, nur mit dem Unterschied, da3
es sich um ein flir bedeckte Priparate berechnetes
Durchlicht-Objektiv mit endlicher oder unendli-
cher Bildweite handelt. Spezielle Auflicht-Objekti-
ve sind nicht erforderlich. Diese optische Anord-
nung 14Bt sich in vielfdltiger Weise ohne grofen
Aufwand modifizieren, wenn man den lichtun-
durchldssigen Spiegel durch einen halbdurchlissi-
gen oder durch ein Interferenzfilter ersetzt. Sie ist
dann nicht nur fur normale Auflichtuntersuchun-
gen, Reflexionskontrast- und Spiegelreflexmikros-
kopie geeignet, sondern auch fiir eine simultane
Auflicht-Durchlichtbeleuchtung mit gew&hnli-
chem und polarisiertem Licht. Die polarisierenden
Strukturen konnen mit Lichtfiltern optisch ange-
firbt werden, wodurch sehr effektvoile mikrosko-
pische Bilder entstehen.

Aufbau des Auflicht-Durchlicht-Mikroskops

Das Mikroskop, in diesem Fall mit endlichem
Strahlengang, ist mit einem Planglas-Vertikalillu-
minator A ausgeriistet. Der um 45° geneigte Plan-
glas-Strahlenteiler ST mit einem Teilungsverhilt-
nis von 50 : 50 befindet sich in einem Zwischentu-
bus, dessen Telanlinsen L, und L; einen parallelen
Strahlengang erzeugen und gleichzeitig die Tubus-
verlingerung kompensieren. Der Vergroerungs-
faktor des Zwischentubus ist 1,0 und braucht nicht
beriicksichtigt zu werden. Bei Mikroskopen mit
Unendlich-Optik, die fiir die hier beschriebenen
Methoden ebenfalls geeignet sind, befindet sich der
Strahlen-Teiler zwischen Objektiv und Tubuslinse.
In einer der Filtertaschen des Vertikalilluminators
wird ein drehbarer Filterpolarisator Pol angeord-
net, der das von der Lichtquelle S; ausgehende und
vom Kollektor Kol konvergent gemachte Licht li-
near oder zirkular polarisiert. Es wird vom Strah-
lenteiler ST'in Richtung Objektiv Ob und Préparat
reflektiert. Mit der Leuchtfeldblende LB;, die
gleichzeitig als Aperturblende wirkt, kann das
Leuchtfeld im Priiparat begrenzt werden. Zwischen
dem binokularen Schriigtubus oder Variotubus des
Mikroskops und der oberen Telanlinse L, des Ver-
tikalilluminatorsist ein feststehendes Polarisations-
filter fiir linear polarisiertes Licht als Analysator An
angeordnet. Auf dem Objekttisch 4 liegt eine zwei
bis drei Millimeter dicke Metall- oder Kunststoff-

platte 3, in deren Mitte eine halbdurchlissig ver-
spiegelte runde Glasplatte SPoder ein Interferenz-
filter eingelassen ist. Die Oberfldchen von Spiegel
und Platte schlieBen biindig miteinander ab. Auf
dem halbdurchlidssigen Spiegel liegt das Préparat 2
(Objekttrager 76 X 26 mm mit Deckglas /). Das
Deckglas ist nicht zwingend erforderlich, allerdings
ist das Bild ohne Deckglas dunkler. Die Bildhellig-
keit wird bei Auflichtbeleuchtung wesentlich gro-
Ber, wenn man Objekttrigerunterseite und Spiegel-
oberfliche mit einem Tropfen Immersionsél ver-
bindet. Unbedingt notwendig ist diese Immersion
nicht. Bisaufden halbdurchléssigen Spiegel Spbzw.
das Interferenzfilter entspricht die Anordnung im
wesentlichen dem von APPELT beschriebenen Spie-
gelreflexmikroskop. Das Wirmestrahlensperrfil-
ter WFschiitzt das empfindliche Polarisationsfilter
Pol.Das Kontrastfilter KF farbt die polarisierenden
Strukturen.

Fir die Durchlichtbeleuchtung D ist eine 6 V/15
W- bis 12 V/100 W-Mikroskopierleuchte nach
dem Kohlerschen Prinzip geeignet. Sie ist beim ab-
gebildeten Mikroskop (Bild 2) in den FuB einge-
baut. Das Wirmestrahlensperrfilter WF schiitzt
den Polarisator Polvor der langwelligen Emission
der 100-Watt-Halogenleuchte. Wegen der Dicke
des halbdurchldssigen Spiegels SP bzw. des Interfe-
renzfilters mull der Kondensor LD-K eine grof3e
Schnittweite haben (LD-Kondensor). In den mei-
sten Fillen, wenn mit schwicheren Objektiven ge-
arbeitet wird, kann man die Leuchtfeldblende LB-
auch mit halbiertem Kondensor im Priparat abbil-
den. Der teure LD-Kondensor ist dann nicht erfor-
derlich. Die Intensitdten von Auflicht- und Durch-
licht werden mit zwei Regeltransformatoren ge-
trennt gesteuert und aufeinander abgestimmt. Da
meistens mit farbigem Licht gearbeitet wird, spielt
die Anderung der Farbtemperatur der Gliihbirne
durch Unterspannung auch bei Farbaufnahmen
keine Rolle.

Mit dem beschriebenen und abgebildeten Auflicht-
Durchlichtmikroskop kénnen mehrere interessan-
te Beleuchtungsverfahren durchgefiihrt werden.

Durchlicht-Hellfeld und polarisiertes Durch-
licht

Die Lichtquelle der Auflichteinrichtung 4 bleibt
ausgeschaltet. Nur die Durchlichteinrichtung wird
eingeschaltet und nach dem Kohlerschen Prinzip
optimiert (auch bei halbiertem Kondensor). Man
mikroskopiert wie im gewohnlichen Hellfeld. Die
Farbe des Bilduntergrundes wird von der Art des
Spiegels (Dicke der Silberschicht) oder von der
Farbe des Interferenzfilters bestimmt. Der Zwi-
schentubus mit dem Strahlenteiler hat auf Bildgro-
Be und Bildqualitit keinen nennenswerten Einfluf3.
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Wenn man die Platte 3 mit dem Spiegel vom Ob-
jekttisch abnimmt, kann man auch ganz normal im
Durchlicht mikroskopieren.
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Bild 1: Optischer Aufbau des Auflicht-Durchlicht-Mikro-
skops:

A Auﬂlchtemnchtung D Durchlichteinrichtung, S; und S
Lichtquellen, Kol Kollektor, LBy und LB, Leuchtfeldblen-
den, WF Wirmestrahlensperrfilter, Pol Polarisator, KF
Kontrastfilter, ST Strahlenteiler (planparallele Platte), L;
und L, Telanlinsen, .4n Analysator, Ob Objektiv, Ok Oku-
lar, Sp halbdurchlissiger Spiegel oder Interferenzfilter, LD-
K LD-Kondensor (ersatzweise Kondensor ohne Frontlin-
se), AB Aperturblende, WS Winkelspiegel, / Deckglas, 2
Objekttriger, 3 Platte mit Halterung fiir den Spiegel Sp, 4
Objekttisch.

Fiir qualitative polarisationsmikroskopische Un-
tersuchungen wird ein drehbares Polarisationsfilter
auf die Lichtaustrittséffnung des MikroskopfuB3es
(Filtertriger) gesetzt. Nach dem Scharfstellen des
Priparats wird seine Schwingungsrichtung zu der
des Analysators An gekreuzt (Dunkelstellung).
Doppelbrechende Objekte erscheinen hell oder
farbig auf dunklem Grund. Bei einer vollen Tisch-
umdrehung werden sie viermal hell und viermal
dunkel. Von glasklaren Kunststoffplatten oder -fo-
lien (am besten Polystyrol), die so auf dem Polarisa-
tor angeordnet werden, daB sie drehbar sind, wer-
den die Gangunterschiede zwischen Objekt und
Umfeld verindert und die Interferenzfarben sehr
intensiv.

Linear und zirkular polarisiertes Auflicht
(Spiegelreflexmikroskopie)

Die Durchlichteinrichtung D ist ausgeschaltet, die
Auflichteinrichtung A eingeschaltet. Im Vertikalil-
luminator befindet sich ein drehbares linear oder
zirkular polarisierendes Filter als Polarisator Pol,.
Es werden schwache Trockenobjektive bis 30X/
0,50 verwendet. Das mit einem Deckglas bedeckte
Durchlicht-Priparat liegt auf dem Spiegel Sp bzw.
Interferenzfilter in der Objektebene. Im zirkular

polarisierten Auflicht kénnen alle Objekte beob-
achtet werden, unabhiingig davon, ob sie doppel-
brechend sind oder nicht. Durch Drehen des Pola-
risators Pol; wird der beste Bildkontrast eingestellt
und mit der Leuchtfeldblende LB, das beleuchtete
Objektfeld begrenzt. Dabei ist zu beachten, daB ein
zirkular polarisierendes Filter im Gegensatz zum li-
near polarisierenden andere Eigenschaften hat,
wenn man es umdreht. Deshalb stellt man zunéchst
fest, in welcher Stellung beim Drehen des Filters ein
wechselnd farbiges Sehfeld entsteht. Bei richtiger
Einstellung ist der Bilduntergrund neutralgrau.

- Doppelbrechende Strukturen erscheinen in leuch-

tenden Polarisationsfarben im grauen Feld. Durch
farbige Objekte wird der Bilduntergrund manch-
mal gefirbt (Spiegelung). Bei der Untersuchung
von Phasenobjekten muB3 die Brechzahldifferenz
zwischen Objekt und EinschluBmittel mdglichst
grof sein. Man kann im Strahlengang des Vertikal-
illuminators zusitzlich ein Zentralfilter anordnen.
Dadurch entsteht eine konische Beleuchtung, die
oft bildverbessernd wirkt. Unbedingt erforderlich
ist sie jedoch nicht.

Im linear polarisierten Licht, bei gekreuzten
Schwingungsrichtungen von Polarisator Po/ und
Analysator An (Dunkelstellung), erscheinen dop-
pelbrechende Objekte hell oder farbig auf dunklem
Grund.

Der Bilduntergrund ist jedoch nicht vollkommen
dunkel, wie bei polarisiertem Durchlicht, sondern
durch Depolarisation und teilweisen Ubergang
zum elliptisch polarisierten Licht mehr oder weni-
ger stark aufgehellt. Der Kontrast ist jedoch ausrei-
chend hoch. Durch Immergieren von Objekttriger
und Spiegel wird die Bildhelligkeit groBer. Wie
beim polarisierten Durchlicht kann man durch Ein-
fligen von Polystyrolscheiben oder -folien zwi-
schen Polarisator Po/und Strahlenteiler STintensi-
ve Interferenzfarben erzeugen. Es handelt sich hier
um den Sonderfall der Auflichtmikroskopie, der
von H. ApPELT als Spiegelreflexmikroskopie be-
schrieben worden ist.

Reflexmikroskopie, Reflexkontrast- und
Reflexionskontrastmikroskopie

Die Auflichteinrichtung ist eingeschaltet, die
Durchlichteinrichtung ausgeschaltet. Der Spiegel
Sp wird entfernt und anstelle des schwachen Trok-
kenobjektivs ein Immersionsobjektiv (55X/0,95
bis 100X/1,30) in den Strahlengang gebracht. Das
Durchlichtpriparat kann unbedeckt oder mit ei-
nem Deckglas bedeckt sein. Durch Zuziehen der
Leuchtfeldblende LB, wird das beleuchtete Objekt-
feld auf eine kleine zentrale Fliche eingeengt, was
sich natiirlich auf das Auflésungsvermdgen des
Objektivs auswirkt. Man sieht helleuchtende Ob-
jekte, z. B. nach GiEmsA gefidrbte Blutkorperchen.
auf dunklem Untergrund, was an fluoreszenzmi-
kroskopische Bilder erinnert. Diese Reflexmikros-
kopie nach WESTPHAL (1963) beruht auf der Tatsa-
che, daB bestimmte Farbstoffe das Licht nicht nur
absorbieren sondern auch reflektieren und im Auf-
licht anders aussehen als im Durchlicht. Deshaib
sind fiir diese Methode mit Reflexionsfarbstoffen
gefirbte und mit reflektierenden Metallsalzen im-
prignierte Priparate besonders gut geeignet.

Durch Einschalten eines 1/4 A-Pléttchens zwischen
Objektiv und Deckglas werden die letzten storen-
den Reflexe ausgeschaitet. Das Verfahren liefert bei
der Sichtbarmachung feinster Details an Durch-
lichtpriparaten, z.B. Zellausldufer, Strukturfein-
heiten im Zellinnern, besonders kontrastreiche Bil-
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leuchtung.

Bild 2: Mikroskop fiir simultane Auflicht-Durchlichtbe-

der. Es wurde von W. PATZELT 1979 beschrieben
und erhielt den Namen Reflexkontrastmikrosko-
pie. Daman die 1/4 A-Platte nicht behelfsmaBig zwi-
schen Frontlinse des Immersionsobjektivs und
Deckglas einfligen kann, stellt die Firma E. LEITZ ei-
ne ,,Reflexionskontrasteinrichtung” mit speziellen
Objektiven Her, bei denen die Platte fest mit der
Frontlinse verbunden ist.

Auflichtmikroskopie mit gewohnlichem und
polarisiertem Licht

Mit dem abgebildeten Mikroskop (Bilder 1 und 2)
konnen selbstverstindlich auch Untersuchungen
von opaken Objekten im gewohnlichen und polari-
sierten Auflicht durchgefiihrt werden. Geeignete
Objekte sind polierte oder gedtzte Metall-, Kohle-
oder Erzanschliffe und Halbleiter (Mikrochips).
Hierfur sind ab einer numerischen Apertur von
0,30 spezielle Auflicht-Objektive erforderlich (fiir
dieses Mikroskop mit endlicher Bildweite), die fur:
unbedeckte Priaparate korrigiert sind.

Simultane Beleuchtung mit polarisiertem Auf-
licht und gewohnlichem Durchlicht.

Man kann dem durch Spiegelreflexmikroskopie er-
zeugten Auflichtbild ein Durchlicht-Hellfeldbild
iiberlagern, indem man auch die Durchlichtein-
richtung einschaltet und mit den beiden Regel-
transformatoren die Intensititen der beiden Bilder
aufeinander abstimmt. In gewissen Grenzen kann
man dabei eine Schirfentiefeerweiterung des Mi-
kroskops erreichen. Ich habe diese Methode zuerst
fiir die Untersuchung von Meeresprotozoen (Ra-
diolarien, Foraminiferen, Tintinninen) entwickelt,
die dreidimensional sind und oft eine betrichtliche
Schirfentiefeerweiterung wiinschenswert machen.
Die Auflichtbeleuchtung und Beobachtung erfolgt
dabei stets mit der vollen Objektivapertur. Bei der
gleichzeitigen Durchlichtbeleuchtung wird der
meistens halbierte Kondensor moglichst tief ge-
stellt und die Aperturirisblende so weit zugezogen,
daB gerade noch ein ausreichend helles Durchlicht-
bild entsteht. Bei alleiniger Anwendung dieser Art
von Durchlichtbeleuchtung erzielt man zwar ein
recht tiefenscharfes Bild der Objekte, jedoch mit al-
len Nachteilen einer stark eingeschrinkten Be-

leuchtungsapertur (Beugungssiume, entoptische
Erscheinungen). Durch Uberlagerung des Durch-
lichtbildes mit dem Auflichtbild werden diese
Nachteile weitgehend beseitigt, so daf tatsidchlich
ein gut aufgelGstes, tiefenscharfes Bild entsteht.
Wenn Stereookularvorsitze verwendet werden, er-
hilt man ein echtes Raumbild der Objekte. Z. Zt.
werden diese Vorsdtze von PZO nicht hergestellt.

Die simultane Auflicht-Durchlichtbeleuchtung er-
moglicht ungewohnliche Farbeffekte, von denen
einige hier beschrieben werden.

Als Spiegel verwendet man ein Interferenzfilter fur
die Schwerpunktwellenlinge 546 nm (Griin). Im
Durchlicht ist der Bilduntergrund rein griin. Wenn
man im Strahlengang des Vertikalilluminators ein
strenges Rotfilter (Kantenfilter RG 610/2 mm) an-
ordnet, erscheinen alle Strukturen, von denen die
Ebene des polarisierten Auflichts verandert wird,
intensiv rot auf grinem Untergrund (siche Um-
schlagbild). Diese Methode kann in vielfiltiger
Weise variiert werden. Bei Verwendung eines roten
Interferenzfilters als Spiegel und eines griinen In-
terferenzfilters bzw. strengen Griinfilters (z. B. VG
9/2 mm) im Auflichtstrahlengang, sind die doppel-
brechenden Strukturen griin auf rotem Unter-
grund. Eine sehr effektvolle Firbung wird erzielt,
wenn man ein blaues Interferenzfilter, z.B. ein
FITC-Filter fir die Fluoreszenzmikroskopie als
Spiegel verwendet und das rote Kantenfilter RG
610/2 mm in den Vertikalilluminator bringt. Die
doppelbrechenden Strukturen sind intensiv rot auf
leuchtend blauem Untergrund. Eine weitere opti-
sche Kontrastierung erreicht man mit dem gelben
Interferenzfilter 590 nm als Spiegel und dem stren-
gen Blaufilter BG 12/2 mm im Auflichtstrahlen-
gang. Die polarisierenden Strukturen sind blau auf
gelbem Untergrund.

Die optische Farbkontrastierung ist auBerordent-
lich intensiv und kann ohne Verwendung von Kon-
versionsfiltern auf Tageslicht-Farbumkehrfilm
dargestellt werden. In einigen Fillen, wenn mit In-
terferenzfiltern in beiden Strahlengingen gearbei-
tet wird, sind Auflicht und Durchlicht fast mono-
chromatisch. Bei einer simultanen Beleuchtung mit
polarisiertem Durchlicht und gefarbtem polarisier-
ten Auflicht konnen allein durch Drehen des
Durchlichtpolarisators wechselnde intensive Fir-
bungen erzielt werden, die durch Uberlagerung des
interferenzfarbigen Durchlichtbildes mit dem op-
tisch gefirbten Auflichtbild zustande kommen.
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Was zunichst wie eine optische Spielerei anmutet
und zum Teil auch ist, hat sogar einen praktischen
Wert. Man kann mit dem gefirbten, linear polari-
sierten Auflicht anisotrope neben isotropen Objek-
ten in Abhiingigkeit von der Schwingungsrichtung
allein durch Farbunterschiede sichtbar machen.
Normalerweise sind die anisotropen Objekte bzw.
Objektstrukturen hell oder farbig, die isotropen in
dieser gleichen Stellung unsichtbar. In den Zwi-
schenstellungen sind beide gleichmiBig hell. Bei
der beschriebenen Auflicht-Durchlichtmikrosko-
pie kann man die anisotropen Strukturen rot, die
isotropen griin darstellen oder umgekehrt. Es sind
auch andere Farbkontrastierungen moglich. Die
begrenzte Schirfentiefeerweiterung bei der Beob-
achtung und Mikrofotografie dreidimensionaler
Objekte ist ein weiterer Vorteil der Methode.

Uberlagerung des Spiegelreflexbildes mit ei-
nem Phasenkontrast- oder Fluoreszenzbild

Bei Verwendung eines Phasenkontrastkondensors
mit groBer Schnittweite kann man dem Durchlicht-
Phasenkontrastbild ein Auflicht-Spiegelreflexbild
iiberlagern. Ab einer gewissen Lichtintensitit des
Vertikalilluminators, meistens schon recht friih,
verschwindet das Phasenkontrastbild. Allein mit
dem Regeltransformator fiir Auflicht kann man
rasch vom Spiegelreflexbild zum Phasenkontrast-
bild umschalten.

AbschlieBend soll auf die Moglichkeit einer Kom-
bination mit der Blaulichtfluoreszenz hingewiesen
werden. Als Spiegel wird ein FITC-Interferenzfilter
verwendet. Unter dem Analysator 4n wird ein
Sperrfilter OG 530/2 mm angeordnet. Man be-
leuchtet mit einer Halogen-Hochleistungsmikro-
skopierleuchte 12 V/100 W oder mit dem Hochst-
druckbrenner HBO 50 bzw. 100 so intensiv wie
moglich. Unter diesen Bedingungen werden be-
stimmte Objekte zur Eigenfluoreszenz, fluorochro-
mierte Priparate zur sekundiren Fluoreszenz an-
geregt. Sie erscheinen farbig auf dunklem Grund.
Mit dem Vertikalilluminator kann man dem Fluor-
eszenzbild ein Auflicht-Spiegelreflexbild iiberla-
gern. Meistens verfahrt man bei der Fluoreszenz-
mikroskopie umgekehrt und iiberlagert dem durch

Auflichtanregung erzeugten Fluoreszenzbild ein
Durchlicht-Hellfeld- bzw. -Phasenkontrastbild (si-
multane Kontrastfluoreszenz). Bei der beschriebe-
nen Methode ist die Bildwirkung &dhnlich, wenn
man von der geringeren Intensitdt der Durchlicht-
anregung einmal absieht.
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Bild 3: Radiolarien von Barbados.

links: Plectopyramis magnifica(Exr.) Hckw, rechts: Cyclado-
phora goetheana HckL.

Plan-Objektiv 10X/0,24 (links) und Plan-Objektiv 20Xx/
0,40 (rechts). Zirkular polarisiertes Auflicht, gewohnliches
Durchlicht mit eingeschriinkter Apertur zur Schirfentie-
feerweiterung.




