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Anwendungsbere i ch :

Mikroskope mit Halogen-Hochleistungsleuchte L2 V / 100 I'ü

öder Quecksilber- bzvr. Xenon-Höchstdruckbrenner.

Die Umwandlung von Energie beliebiger Art in
Lichtenergie hat E. WrsorMll.rN Lumineszenz ge-
trannt. Am bekenntesten ist die Temperatur-
strahlung, die bei der Umseeung von Wärme
entstehl Das Licht kann aber auch selbst die Ur-
sache einer sekundären Leuchterscheinung sein,
die aß Photolumineszenz bezeichnet wird. Wenn
diese nur so lauge dauer! wie das Erregerlicht
auf das leuchtende Objekt einwirkq spricht man
voll. Fluoreszenz. Das spätere Nachleuchten, das
man nach Abschalten der Lichtquelle beobach-
ten kann, ßt die Phosphoreszenz. Filr die Photo-
lgminss2enz ist charakteristisch, daß durch die
Einwirkung von Lichstrahlen, die zuerst absor-
biert werden" neue entstehen, die eine größere
Wellenlänge öesitzen 

"b 
d^ Erregerlicht. Aus

rein technischen ftnden verwendet man in der
Fluoreszenzmikroskopie meistens nur das Wel-
lenläogengebiet von 300 bis 450 nm (Ultraviolett
bis Blau) frr die Anregung von Fluoreszenzen,
die dann eine blaue bis rote Farbe haben. lvlan
kann aber auch andere Wellenlängen benutzen.
So gibt es beispielsweise Fluoreszenzerschei-
nungen, die mit tw unter 300 nm angeregt wer-
den und noch im unsichtbaren Spektralgebiet
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liegen und solche, die von sichtbarem Ucht an-
geregt im infraroten Spektralgebiet entstehen.
Für ihren Nachweis sind in beiden Fällen elek-
tronenoptische Bildwandler erforderlich. Von

'großem Interesse sind auch die roten Fluores-
zenJLet, die von grilnem Ucht erzeugt werden.

Das Fluoreszenmikroskop

Im Mrrrorosuos wurde bereits beschriebeo,
wie ein normales Durchlichtmikroskop ohne
gloßen tLchrischen Aufwand zum Fluoieszenz-
mikroskop umgerüstet werden kann (1, 2). Das
Licht eines energiereichen Strahlers wird vom
Kollektor konvergent gemacht und über einen
Spiegel oder totalreflektierendes Prisma durch
den Kondensor zum Präparat geleitet. Nachdem
es hier die fluoreszenzfühigen Strukturen zum
Leuchten gebracht hat" wird es nicht mehr benö-
tigt und deshalb mit einem Sperrflter oberhalb
des Objektivs aus dem Strahlengang entfernt.
Nur das Fluoreszenzlicht gelangt zum Auge des
Beobachters.

Fluotctm
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Dieses einfache Prinzip der Fluoreszenzmikro-
skopie läßt sich in vielliiltiger Weise modifzieren
(Bild l). Im einfachsten Fall wird das Erreger-
licht durch einen Hellfeldkondensor von unten
zum Präparat geleitet. Das ist die älteste Metho-
de. die als D urc h I i c h t - H e I lfe I da nre gun g b ezeich-
net wird. Beleuchtet man das Präparat mit Hilfe
eines Dunkelfeldkondensors, so füllt das Erreger-
licht nicht ins Objektiv. Bei dieser Durchlicht-
Dunkelfeldanregung kann man ein dünneres
Sperrfilter verwenden. Moderne Fluoreszenzmi-
kroskope arbeiten nach dem Prinzip der Auf'
licht-Hellfeldanregung. Das Licht wird mit einem
Vertikal-Illuminator zum Präparat geführt, der

' eine spezielle chromatische Teilerplatte enthält.
Bei dieser Anordnung wird das Erregerlicht in
Richtung des Präparates reflektiert, wobei das
Objektiv als Kondensor dient. In umgekehrte
Richtung gelangt überwiegend das Fluoreszenz-
licht zum Auge des Beobachters. Auch bei dieser
Methode ist ein Sperrfilter erforderlich. Diese
Anregungsart wird heute bevorzugt. Sie liefert
nicht nur eine höhere Fluoreszenzintensität als
die Durchlicht-Anregung. sondern läßt sich auch
am besten mit anderen Verfahren, zum Beispiel
Durchlicht-Phasenkontrast und -Dunkelfeld,
kombinieren.
Für die simultane Durchlicht-Phasenkontrast-
Fluoreszenz ist ein Phasenkontrastkondensor er-
forderlich, dessen Ringblenden aus UV- bis blau-
durchlässigem Filtelglas bestehen. Man beleuch-
tet über eine Teilerplatte oder einen Strahlen-
teiler mit der eingebauten Köhlerleuchte des Mi-
kroskops und gleichzeitig mi1 einer seitlich ange -

setzten [JV- oder Blaulichtquelle. Auf diese Wei-
se wird dem Fluoreszenzbild ein Phasenkontrast-
bild überlagert dessen Intensität mit dem Regel-
ransformator der Niedervoltleuchte auf die des

Fluoreszenzbildes abgestimmt werden kann
(Bild 2). Bei Auflicht-Fluoreszenzanregung wür-
de ein normaler Phasenkontrastkondensor aus-
reichen.
Die klassische Durchlicht-Hellfeldanregung hat
trotz der vielen Vorzüge der Auflicht-Anregung
ihre Bedeutung nicht ganz verloren. Sie ist mit
jedem mittleren Mikroskop durchführbar und
bietet dem experimentierfreudigen Mikroskopi-
ker ein sehr großes Betätigungsfeld. Aber auch
bei vielen Routineuntersuchungen ist die Durch-
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licht-.{nregung wegen ihrer Einfachheit die Me-
thode der Wahl geblieben. In diesem Beitrag wer-
den nur Methoden beschrieben. {iir die eine
Durchlicht-Hellfeld- oder -Dunkelfeldanregung
ausreicht. Die Umrüstung eines vorhandenen
Mikroskops ist problemlos und kann mit gerin-
gem finanziellem Aufivand durchgefrihrt werden.

Bild 3: Einrichtung frir Durchlichr-Fluoreszenz und si-
multane Phasenlonrrastfluoreszenz. Das Lampenhaus
ist für einen HBO SO-Brenner ausselegt und beliet ein
Filtermaeazin. Schu'ache Fluoreizenäen werden mit
dem monokularen anstelle des binokularen Schräsru-
bus beobachtet.

Lichtquellen für die Fluoreszenzmikroskopie

Für das Zustandekommen brillanter Fluores-
zenzbilder ist die spektrale Zusammensetzung
und die Strahldichte des Erregerlichtes von größ-
ter Bedeutung. Die sehr energiereichen Queck-
silber-Höchstdruckbrenner erfordern ein speziel-
les Lampenhaus und ein Vorschaltgerät, die bei-

. de recht teuer sind (Bild 3). Für die noch besser
geeieneten Xenon-Höchstdruckbrenner gilt das
gleiche. Diese idealen Lichtquellen sind für eini-
ge Alwendungsgebiete der Fluoreszenzmikro-
skopie unentbehrlich. Es gibt aber auch Primär-
und Sekundärfluoreszenzen, die sich mit sichtba-
rem -9rünem bis violettem Licht anregen lassen.
Hierfür genügt eine 12V/lN W-Halogen-Hoch-
leistungsmikroskopierleuchte, die mit einem ge-
wöhnlichen Transformator betrieben wird und
bedeutend preiswerter ist als die Entladungslam-
pen. Wegen der hohen Wärmeabstrahlung darf
diese Leuchte nicht im Mikroskopfuß unterge-
bracht werden. Bei vielen Mkroskopstativen ist
bereits der Anschluß eines separaten [:mpen-
hauses vorgesehen. Wenn diese Kombination
nicht möglich ist, muß man die Leuchte separat
außtellen. In ihrem Strahlengang sollte sich stets'
ein Wärmeschutzfilter belinden. Bild 5 zeigt die
Spektren der beschriebenen Lichtquellen. Der
Quecksilber-Höchstdruckbrenner HBO 100 hat
ein Linienspektrum. Hingegen eneugt der Xe-
non-Höchstdruckbrenner ein spektrales Konti-
nuum. das von einzelnen Linien überlagert wird.
Die Halogen-Glühlampe emittiert ein vollkom-

i;7 Erreserrirrer \ ifr.ft.ffn*',
Bild 2: Prinzio dcr simultanen Our.frfi"f,npfrurilfln-
rrasrfluorcszcä Das Präoarat wird clcichzeitig mit wci-
ßcm und btauviolenem licht beleüchtct. Anitcllc des
Kontrastkondcnson kann auch cin Dunkclfeldkonden-
sor verwcndet werden (simultanc Durchlicht-Dunkel-
fcldfluorcszcnz).
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rnen kontinuierliches Spektrum mit einem für
viele Anwendungen ausreichend intensiven
blauvioletten Anteil.

Erregerlilter und Sperrlilter

Bei der Fluoreszenzmikroskopie mit Fluorochro-
men muß man den Schwerpun&t des Erreger-
Iichtes in das Maximum der Lichtabsorption die-
ser Farbstofle legen. Die Wahl des richtigen Er-
regerfilters ist von $ößter Bedeutung für die
Qualiuit des Fluoreszenzbildes. In Tabelle I wur-
den diö Anregungswellenlängen bzw. die Maxi-
ma der Uchtabsorption und die Breiten der
Fluoreszenzbande (Emission) von bekannten
Fluorochromen zusammengesiellt. Der Tabelle
können auch die erfiorderlichen Erreger- und
Sperrfilter enhommen werden. Die Zusammen-
stellung zeigt daß viele gebräuchliche Fluoro-
chrome mit sichtbarem violettem, blauem und
sogar grünem Licht zur Fluoreszenz angeregt
werden können und nur_ftr wenige ultraviolet-
tes Licht erforderlich ist Für die Anregung mit
sichtbarem Licht genügt in den meisten Fällen
eine Flalogen-Hochleistungsmikroskopierleuchte
12Vl100W. Bild 4 zeigt ein normales Durch-
licht-Mikroskop, das mit einer solchen Leuchte,
einem Erregerfrlter und einem Sperrfilter zum
Routine-Fluoreszenzmikroskop umgertistet wur-
de. Der Hellfeld-Kondensor hat eine hohe nu-
merische Apertur und wird mit Wasser oder
fluoreszenzfreiem Immenionsöl immergiert. Ein
Immersions-Dunkelfeldkondensor erweitert den
Einsatzbereich des Mikroskops.

Bild 4: Normales Durchlicht-rVikroskop, das mit einer
12V /lWW-Haloeenleuchte. einem Eireserfilrer und
einem Spärrfilter- zum Durchlichr-FluorEszenzmikro-
skop (Blauviolettanregung) umgerüstet wurde.

om (nn) 4oo 500 600 700 800(nm|

' spektrales Kontinuum einer Niedervolt-Halo-
genlampe.

Spektrales Konrinuum eines Xenon-Höchsr-
druckbrenners, das von einigen Linien überlagen wird.

eoo (nn)

Bild 5:. Spcktrcn von Lichtquellen für die Fluoreszenz-
mrkroskoDrc-
Oben: Lifucnspcktrum eines Quecksilber-Höchstdruck-
brenners,

HBO 1 00

12V I 10 0 W-Hqto g e nto m P e

xBo 150
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Nur wenige Erregerfilter sind erforderlich. Die
preiswerten Glasfilter BG l2/4 mm (für Blauvio-
lett) und BG 3/3 mm+BG 38/4 mm (Iiir Blau-
anregung) genügen in vielen Fällen den Anficr-
derungen. Für eine UV-Anregung kommen die
Schwarzglasfilter UG l/2mm und UG 5/2mm
in Kombination mit dem Rotsperrfilter BG
38/2 mm in Frage. Die genannten Filter haben
eine annähernd glockenfrrmige Transmissions-
kurve (Bild 6).
Bessere Ergebnisse erzielt man mit den soge-
nannteo KurzpaßIiltern, die eine steile Absorp-
tionskahte in Richtung des langwelligen Spek-
tralgebietes haben. Für spezielle Anwendungen
(FlTC-Fluoreszenz" Chromosomenfluoreszen",
Grünanreguog usw.) werden Bandpaßfilter mit
zwei steilen Absorptionskanten empfohlen. Sie
isolieren ein bestimmtes Wellenlängengebiet aus
dem'Gesamtspektrum der Leuchte (Bild 6). Mo-
derne Fluoreszenzmikroskope sind meistens mit
einem Satz Kurzpaß- oder Bandpaßfilter ausge-
rtistet. Da es sich hierbei um Interferenzfilter
handelt, sind die Preise enlsprechend hoch.
Für die Blauanregung vieler Fluorochrome ist
ein mehrschichtiges, etwa 6 mm dickes Interfe-
renzfilter (BandpaßIilter) geeignet, das in der Li-
teratur (4) als FITC-Filter bezeichoet wird. Es
hat im Bereich von 440 bis 490 nm eine sehr
hohe Durchlässigkeit und steile Absorptionskan-
ten in Richtung der kürzeren bzw. längeren
Lichtwellen (Bilil 6). r
Auch für die Grünanregung werden BandpaßfiI-
ter mit mehr oder weniger großer Halbwertsbrei-
te hergestellt. Hierbei handelt es sich ebenfalls
um Interferenzfrlter. Mt Farbglasfiltern ist die
Grünanregung sehr unbefriedigend.
Alle Erregerfilter werden im Beleuchtungsstrah-
lengang angeordnet. Sie können wahlweise in
das Filtermagazin der Fluoreszenzleuchte oder
in die Lichtaustrittsöffnung des Mikroskopfußes
eingesetzt werden. Der Filterträger des Konden-
sors kann dann zusäuliche Filter, zum Beispiel
ein Rotsperrhlter, aufnehmen.
Ns Sperrfilter werden sogenannte Langpaßfilter
verwendet. Analog den Kurzpaßliltern haben sie
eine steile Absorptionskante in Richtung der
kurzen Lichnvellen. Nach der Lage dieser Kante
werden sie bezeichnet (OG 530/2 mm:Orange-
glas mit einer Kantenlage bei 530 nm und einer
Glasdicke von 2 mm). Es handelt sich um in der
Masse gefiirbte Gläser, neuerdings auch um
Kunststoffverbundgläser, die im Gegensatz 2u
den lnterferenzfiltern recht preiswert sind. Wenn
jedoch aus dem Fluoreszenzlicht bestimmte
Bandbreiten isoliert werden müssen oder extrem
steile Absorptionskanten fiir die Trennung von
Erregerlicht und Fluoreszenzlicht erforderlich
sind, verwendet man die Interferenzlilter auch
als Sperrhlter.
Das Langpaßfrlter OG 530/2 mm ist sehr univer-
sell venvendbar. Bei UV-, Blauviolett- und Blau-
aruegung Iäßt es das grüne bis rote Fluoreszenz-
licht durch und absorbiert das Erregerlicht. Es ist
auch für das FlTC-Erregerlilter geeignet. Spe-
ziell bei der FlTC-Fluoreszenz sollte man jedoch
ein Sperrlilter verwenden, dessen Absorptions-
kante bei 520 nm liegt. Das Sperrfilter GG l0/2
mm ist kein Kantenfilter, sondern ein praktisch
fluoreszenzfreies Gelbgrünglas, das sich bei UV-
Anregung mit den Schwarzglasfiltern UG I und
UG 5 bewährt hat. Bei Grilnanregung mtissen je
nach Halbwertsbreite des Erregerfilters die
Spenfilter OG 590/2 rnm oder RG 610/2 mm
verwendet werden.

Alle Sperrfilter werden im abbildenden Strahlen-
gang angeordnet. Hierbei ist zu bedenken. daß
eine Anordnun g im endlichen Strahlengang eines
Mikroskops nur eine Kompromißlösung- sein
kann, weil dort jede Parallelplatte eine Ande-
.rung der Tubuslänge bewirkt, die besonders bei
schwachen Objektiven zu einem Fehler in der
Abstimmung führt. Moderne Mikroskope besit-
zen einen Filterschieber im Unendlich-Strahlen-
gang eines Zwischentubus. Wer dieses Zubehör
nicht besitzt, muß andere Lösungen sucheu. Ich
habe die Sperrfilter, die meistens einen Durch-
messer von 19 mm haben, direkt uoter die Au-
genlinse der orthoskopischen Okulare gekittet,
wo sie am wenigsten stören. lvlan kann sie aber
auch mittels einer Steckfassung oberhalb der Au-
genlinse anbriagän oder anstelle von' Meßplätt-
chen in die hierfür vorgesehene Fassung von Mi-
krometerokularen legen. Auch die Feldblende

'der Okulare von Huygens-Typ und die Fassung
der Tubuslinse bieten sich als Sitz des Sperrfilters
an.

500 600 700 nn

300 400 500 600 ?00 nm

Bild 6: Transmissionskurven von wichtigen Enegerfil-
terrr A Schwanelasfilter UG I filr [JV, BG 12 frr Blau-
violett und BG"3 frir BIau. Der hohe Rotanteil von
UG I und BG 3 muß mit BG 38 unterdrückt werden. B
FITC-Filter (-Bandpaßfilter) und Sperrfilter (Lang-
paßfilter) OG 530.

Bild 7: Trarsmissionskurvcn von wichtigcn
tcm. A
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Problematik in der Fluoreszenzmikroskopie

Zum besseren Verständnis der Problematik in
der Fiuoreszenzmikroskopie sollen hier einige
grundsätzliche Tatsachen behandelt werden. Es
gibt fluoreszierende Stoffe, die das erregende
Licht fast verlustlos in Fluoreszenzlicht umsetzen
können (2. B. Rhodamin in Athanol, Fluorescein
in Wasser). Andere haben nur eine Ausbeute von
wenigen Prozeot (Erythrosin, Akridinfarbstoffe
u- a.). Trotzdem muß in jedem Falle eine starke
Lichtquelle verwendet werdeo, um eine ausrei-
chend kräftige Fluoreszenz zu erzieleo. Die fluo-
reszierendea Objekte sind selbstleuchtend. Sie
strahlen das Licht nach allen Seiten ab. Nur ein
Teil dieser Strahlung gelangt ins Objektiv. Da
nlur absorbiertes Licht in Fluoreszenzlicht umge-
wandelt werden kann, ist die Fluoreszenz um so
schwächer, je geringer die Lichtabsorption ist.
Das mikroskopische Präparat hat eine maximale
Dicke von l0 pm und eine entsprechend geringe
Lichtabsolption. Am Beispiel des Fluorochroms
Thioflavin soll diese einmal zahlenmi8ig darge-
stellt werden. Eine lösung von Thioflavin
I : 1000 (0,1 g in 100 ml) hat bei 366 nm und ei-
ner Schichtdicke von l0 pm eine Lichtabsorpticn
von E:0,054. Da E (=p11ioLtion) gleich lg IolI
ist, wobei L das zu 100% eingestrahlte Erreger-
licht und I das die Lösung ungenutzt verlassende
Licht ist" ergibt sich für E der Wert lg lO0/99.
Es wird also nur l7o des eingestrahlten Uchtes
absorbiert und in Fluoreszenzlicht verwandelt.
Wenn das mikroskopische Objekt statt l0 pm
nur I pm dick ist, was ja meistens der Fall ist, so
wird statt l% nur0,l% des eingestrahlten Lichtes
in Fluoreszenz umgewandelt. Daß diese winzi-
gen Lichtmengen überhaupt noch wahrnehmbar
sind, hängt mit der enonnen Lichtempfindlich-
keit des menschlichen Auges zusammen. Im
dunkeladaptierten Zustand vermag es noch
0,0ffi2% der eingestrahlten, in Fluoreszenz um-
gewandelten Energie wahrzunehmen. In diesem
Falle verlassen 99,9998% des Erregerlichtes un-
genutzt das Präparat. An dieser Stelle muß noch
bedacht werden, daß die Vergrößerung des Bil-
des Licht kostet. Bei einer l0o0fachen Vergröße-
rung wird viermal so viel Licht benötigt, wie bei
einer l00fachen.
Diese Ausführungen sollten zeigen, daß die
Lichtabsolption der Fluorochrome für das Zu-
standekommen guter Fluoreszenzbilder von
größter Bedeutung ist und daß man unbedingt
versuchen muß, den Schwerpunkt des Erreger-
lichtes in das Maximum ihrer Lichtabsorption zu
legen. Gleichzeitig wird verstlindlich, warum
auch brillante Fluoreszenzbilder bei der Mikro-
fotografie sehr lange Belichtungszeiten trotz Ver-
wendung höchstempfindlicher Filme erfordern.

Verfasser: Gerhard Cöke, Bahnhoßtra&e 27.5800 Ha-
gen I

Vorteile der Fluoreszenzmikroskopie

Der größte Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie
gegenüber der konventionellen Lichtmikrosko-
pie ist die Möglichkeit. lebendes Gewebe und le-
bende Mikroorganismen zu untersuchen. wobei
eine spezifische Fluorochromierung auch che-
misch-physikalische und histochemische Fragen
beantwortet. Bei Verwendung kleinster Farb-
stoffkonzentrationen von l: I 000 000 bis I : 1000
ist die Toxizität vieler Fluorochrome so gering,
daß die Objekte in fast unverändertem Zustand
über einen großen Zeitraum hinweg beobachtet
werden können. Ein weiterer Vorteil der Fluores-
zenzmikroskopie ist darin zu sehen, daß man
auch bei Verwendung eines einzigen Farbstoffes
immer polychrome Bilder erhält. Die zeitauf-
wendige Vorbereitung der Präparate, zum Bei-

. spiel das Fixieren, kann in vielen Fällen einge-
spart werden.
Bei einer Fluoreszenzanre$ung mit ultraviolet-
tem Licht würden lebende Objekte bereits nach
kurzer Zeit durch die energiereiche Strahlung
geschädigr Diese Gefahr besteht bei der Blau-
violett-, Blau- und Grünanregung in viel gerin-
gerem Maße. Vitalfluorochromierte Objekte
können'hier über einen großen Zeitraum hinweg
beobachtet werden. Allerdings bewirkt die AnIa-
gerung bestimmter, ftir die Fluoreszenz verant-
wonlicher chemischer Gruppen an die Zellin-
halsstoffe eine Sensibilisierung der Objekte
gegen das Erregerlicht. was zu ihrer ganz all-
mählichen Schädigung führt.
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Hinweise auf Bezugsquellen:
Mikroskooe mit Halosen-Hochleistungsleuchten, die
extern adaptiert sind. Sauen Zeiss, Leie, wild, Will.
American Öpdcs (Reichen), Swifl Wickers, Hertel &
Reuss. PZO ünd Olympus.
Die Filter stammen voh Schott & Gen. io Mainz. Intcr-
ferenzlilter stellt aber auch die Balzers AG in Lichtcn-
stein her. Man kann die Filter auch von den Mikro-
skooherstellern nach Liste und durch den Fachhandel
beziehen.
Die HBO- und XBO-Brenner und die zugehörigen Vor-
schaltgeräte beschaffen die Werksvertretungen bzw.
Verkaüßstellen von Osram und Phillips in atlEn größe-
ren Städten. Haloeen-Gltihbirnen 12Vl100W kann
man in Fotogeschäilen kaufen. die Proiektoren anbie-
ten. oder bci-den Mikroskop-Herstellern bzw. -Anbie-
tern. Eine solche Lampe kosttt um DM 20,-.
Die Ruorochrome b'ezieht man am besten von dcr
Chroma-Gesellschaft in Stunsan-Untertärkhcim. die
selteneren von SERVA-Fcinbiöhcmic.e iri 6900 Heidcl-
bers l. ebenso das UV-lncn. Fluoreszcnzfreics Glvzc-
rin.-Paraflinö1, Immersionsö1, Entellan usw. kann itan
ebenfalls bei Chroma odcr irn labor-Fachhandel (in al-

. len srößeren Stitdten) bekommcn. SERVA besorst auch
die äicht lagermäßig gcfthrten Fluorochrome iir Aus-
land.
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Tabelle l: Anregungswellenlängen und Emission bekanntcr Fluorochrome

Fluorochrom Anregung (nm) Emission (nm) Erregerfiltcr Sperrfilter

Akridingelb

Akridinorange

Acrillavin

, Auranin

Atebria

Berberinsulfat
(sauer)

BAO (Bis-amins-
phenyloxdiazol)

Brillantsulfoflavin

Catecholamine (Noradrcna-
lin, Adrenalin" Dopamin)

Chininsulfat (sauer)

Feulsenftirbuoc
(Parrirosanilin;-
Coriphosphin O

Diamantphosphin

Euchrysin

Fluorescein-Na

Fluorescein (sauer)

Fluorescein-
isothiocyanat
FITC

Eosin

Pyronin

Quinacrine-
Mustarddihydrochlorid

Rhodamin B
Lissamin-Rhodamin B

Rivanol

Serotonin

Stilben

Tetracyclin

Thiazolgelb

Calceinblau

Calcein

Alizarinkomplcxon

Xylcnorangc

400-500 Blau

400-550 Blau

410-450 Blau

zl00-500 Blau

400-450 Blau

350-420 Violett

ca.280 Ultraviolett

400-420 Violett

410-415 Violett

ca.340 [Jltraviolett

ca.550 Griln

400-500 Blau

400-500 Blau

420-480 Blau

380-420 UV-Violett

350-450 UV-Violett

490-495 Btau

490-550 Blaugrün

ca. 550 Grün

430-2160 Blau

530-570 Grün

360-420 UV-Violett

385 -415 Violett

ca.360 ultraviolett

400-420 violett

400-420 Violctt

ca.375 Ultraviolett

ca.495 Blau

ca. 580 Grün

ca.380 Ultraviolett

530-590 Gelbgriln

530-590 Gelbgrün

500-590 Gelbgrän

490-590 Grän

5ü)-590 Gelbgriln

420-570 Gelbgrän

480-580 Gritn

490-530 Grän

470-480 Blau

BG l2l4 mm
FfTCfilt*
BG l2l4 mm
FITC-Filter

BG l2l4 mm
Ct"tf*".z-
frlter 436120

BG l2l4 mm
FITC-Filter

Interferenz-
Elter 436/20

UG t/2 mm+
BG 38/4 mm

UG l/2 mm+
BG 38/4 mm

BG l2l4 mm

Interferenzfilter

OG 530/2 mn'

OG 530/2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm

OG 530/2 mm

OG 515/2 mm

OG 515/2 mm

GG l0/2 mm

GG l0/2 mm

OG 515/2 mm
OG 530/2 mm

Interferenzfil!cr

GG l0/2 mm

RG 610/2 mn

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm

OG 515/2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm

OG 530/2 mm
OC 515/2 ,"rn

OG 515/3 mm

OG 515/2 mm
OG 530/2 mm

OC 530/2 mm

OG 590/2'mm

OG 515/2 mm

OG 590/3 mm
RC 610/2 mm

GC 10/2-3 mm

OG 515/2 mm

GG l0/2 mm

OG 530/2 mm

OG 515/2 mm

GG l0/2 mm

GG l3l2 mm
GG l0/2 mm

OG 530/2 mm

RG 610/2 mm

OO 530/2 mm
OG 515/2 mm

420-5fi) Hellblau UG llzmm+
BG 38/4 mm

e.650 Rot Interferenz'
' frlter546/20

470-660 Grün BG l2l4 mm
FITC-Filter

470-660 Grün BG l2l4 mm

FITC-Filter

470-660 Grün BC lir4 mm

FITC-Filter

500-600 Gelberän BG 3/3 mm +- BG 38/4 mm

450-560 Blausrün BG 3/3 mm+- BG 38/4 mm
520-530 Grün BG l2l2 mm +

BG 38/4 mm
FITC-Filtcr
Bc T2l4 mm

560-620Gelb Interferenzfilter

ca- 590 Oraneerot Interferenz'- frlret 546/20

490-530 Blaugrün BC l2l4 mm
FITC-Filter

550-700 Rot Interferenz-
filter 546/20

450-640 Grün UG l/2 mm +
. BG 38/4 mm

520-530 Blausrün BG 3/3 mm+- BG 38/4 mm

ca.460 Blau UG l/2 mm+
BG 38/2 mm

ca. 560 Gran BG l2l4 mm
BG 3/3 mm+
BG 38/4 mm

440-650 Grün BC l2l4 mm
UG l/2 mm+
8G 38/2 mm

420-450 Blau -- 
ÜC lzä mm+
BG 38/4 mm

500-550 Blaugrän BG l2l4 mm
FITC-Filtcr

600-650 Rot' Grilnes Intcr-
ferenzlilter

580-640 Orancerot UC l/2 mm +- gc 38/4 mm
Bcl2ßffi
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Die praktische Anwendung

Der in der histochemischen Literatur häufig ge-
brauchte Ausdruck,,spezifsch" oder,,elektiv"
kann in der Fluoreszenzrnikroskopie nicht in sei-
nem streng chemischen Sinne gebraucht werden.
Es ist zwar die Zielseeung der Fluoreszenzsti-
kroskopie. einen spezifisch fluoreszierenden
Farbstoff auftufinden. der in ebenso spezifischer
Weise nur ern genau definiertes Substrat zum
Leuchten bringt. doch ist dieses Ziel praktisch in
keinem Falle von sekundärer Fluoreszenz er-
reicht worden.
Die theoretische Deutung eines Färbevorganges
ist schwierig. Man muß eineneits die physika-
lisch-chemischen Eigenschaften des Fluoro-
chroms, andererseits die physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften des Substrats untersuchen.
Dabei sind die Eigenschaften des Substrats am
schwierigsten zu überblicken, weil ein Gewebe,
speziell eine Zelle, ein sehr komplexes Gebilde
ist Jeder einzelne Bestandteil einer Zelle ist kein
einheitliches Substrat, sondern besteht aus eiher
ry'islzehl von Molekülen, die sich in einem dau-
ernden Wechsel und Umbau befinden" den wir
als Zellstoffivechsel bezeichnen. Bei fixiertem N{a-
terial ist ein Stillstand dieser Vorgänge eingetre-
ten. Hier befinden sich die Zellen nicht mehr in
ihrem ursprünglichen Zustand. Jede Fixierung,
mag sie noch so schonend durchgeführt werden,
ist stets eine Denaturierungder lebenden Zelle.
Es würde zu weit frihren, ale Anwendungsgebie-
te der Fluoreszenzmikroskopie im einzelnen zu
beschreiben. Die wichtigsten sind in Tabelle I
zusammengefaßt worden. ausgenommen die
zahlreichen Anwendungsgebiete im anorgani-
schen Bereich. Die Tabelle kann nur einen Uber-
blick über die vielftiltigen Möglichkeiten der
Fluoreszenzmikroskopie vermitteln und eine
Orientierungshilfe bei der Auswahl von Erreger-
und Soerrfiltern sein.
Tabelie 2 gibt einen Überblick über die mit einer
Reihe von Fluorochromen zu erwartenden Er-
gebnisse. wobei die Beschreibung der auftreten-
den Fluoreszenzfarben rein subjektiv ist. Die
Farbnuancierung ist von sehr vielen Faktoren
abhängig. Auch diese Tabelle kann nur eine
Orientierungshilfe bei der Suche nach Fluoro-
chromen mit möglichst vielen, für den Anwen-
dungsfall günstigen Eigenschaften sein (S. 33 1).

Vitallluorochromierung mit Akridinorange

Die Anfiirbung der lebenden Zelle ohne tiefgrei-
lende Störung der Lebensfunktionen war seit der
Einliihrung der Vitalf?irbetechnik durch Prstr-
FER voN WeLtHrtu (1886) ein erstrebtes Ziel der
biologischen Forschung. Mt Diachromen ist
eine Vitalfürbung ohne Schädigung der lebenden
Zelle technisch unmöglich, weil Farbstofflö-
sungen in einer Konzentration von I : 100 bis
l:1000 erforderlich sind. deren Toxizität be-
trächtlich ist. Hingegen werden die Fluorochro-
me in so extremen Verdünnungen angewendet,
daß eine Schädigung der Lebensfunktionen,
wenn ilberhaupt, nur ganz allmählich erfolgt, -
und auch dann handelt es sich meistens nur um
die Folge eines photodynamischen Effektes oder
einer Photosensibilisierung. Die Vitalfl uorochro-
mierung wurde bereits l9l9 von MEIZNER, spä-
ter von EtLrNcen, Htnt. ScHuuecnrn, Srnuc-
cER, HöFLER u. a. an den verschiedensten Ob-
jekten durchgeführt. Der Mikroskopiker findet

hier ein sehr vielseitiges Arbeitsgebiet, das ihm
reichlich Spielraum für eigene Versuche läßt.
Bakterien. Hefen. Pilze, hotozoen aller Art, Ro-

. tatorien. Würmer und Algen, aber auch füsche
Pflanzenschnitte, um nur einige Objekte zu nen-
nen, sind frir die Vitalfluorochromierung beson-
den gut geeignet. Die nachfolgend beschriebe-
nen Methoden lassen sich mit einem Durchlicht-
Fluoreszenzmikroskop bei Blauviolettanregung
durchführen, aber auch bei Verwendung eines

Quecksilber- oder Xenon-Höchstdruckbrenners
anstelle der Halogenlampe sollte man das Blau-
violett Erregerfilter BG l2/4 mm bzw. das FITC-
Filter in Kombination mit den zugehörig'en
Spenfiltern beäutzen.
Das Akridinorange hat zu den lebenden Eiweiß-
körpern der Protoplasten eine stark ausgeprägte

. Afinität. Mt diesem Fluorochrom ist eine sehr
rasche uod schonende Vitalfürbrrng aller wichti-
gen zytologischen Strukturelemente möglich. Le-
bendes und totes Protoplasma encheint in ver-
schiedener Fluoreszendarbe: Lebende Zellen
werden grün, tote kupferrot gef?irbt. Akddh-
orange wurde erstmals von Bux.lrscn, FlrrrrNcrn
und SrnuccrR (1940) nir die Vitalf:irbung ver-
wendet. Beispielsweise konnte SrnuccER die
Chromosomen in der lebenden Zelle ohne Stö-
run-Een des Ablaufs der Mitose fluorochromieren
und auch einen Protophyten im zytologisch völ-
lig durchgefiirbtem Zustand kultivieren. 1944 ge-
lang Srnuocrn und RossNsrncrn die vitale
Fluorochromierung der Spermatozoen des Zie-
genbockes. Die damit durchgefrihrten künst-
lichen Besamungsversuche fühnen zu einem
vollen Erfolg.
Das Akridin ist der Grundkörper aller Akridin-
farbstoffe, zu denen auch Trypaflavin. Atebrin
und fuvanol gehören. Akridinorange ist ein was-
serlöslicher, basischer Farbstoff von oranger bis
braungelber Eigenfarbe. die aber für seine Ver-
wendung als Diachrom zu schwach ist. Seine Ei-
genschaften als Fluorochrom sind von der Kon-
zentration und vom pH-Wert der Lösung abhän-
gig. In stark verdünnten lösungen (l:1000@
bis I : l0 000) fluoresziert es laubgrün. Mt zu-
nehmender Konzentration geht die grüne Fluo-
reszenzfarbe über Gelbgrün in Gelb über, bis
schließlich bei einer Konzentration von l:500
bis I : 100 über Gelborange ein tiefes Kupferrot
erreicht wird. Diese Farbveränderung hat
Srnuccrn als Konzentrationseflekt bezeichnet.
Wenn man rot fluoreszierende Akridinorangelö-
sungen verdünnt, so durchlaufen sie unter der
Quardampe von Kupferrot bis Grün alle Farb-
nuancen. Der Einfluß des pH-Wertes tritt nicht
so deutlich in Erscheinung wie der Konzentra-
tionseffekt. Erst oberhalb von pH 8 wird die
Fluoreszenzintensität stärker, während in den
für biologische Untersuchungen in Betracht kom-
menden pH-Bereichen keine Anderung des Fluo-
reszenz zu beobachten ist. Auch die Lipoidlös-
tichkeit des Farbstoffes ist hier nur gering. Ersr
im stark alkalischen Bereich ist Akridinorange
deutlich lipophil.
Für die Vital{luorochromierung stellt man sich
am besten Lösungen von I : 1000 bis I : l0 000
her, wobei man als Lösungsmittel immer das
Medium wählt, in dem sich auch die Unrersu-
chungsobjekte befinden (Lei tungswasser, Ttim-
pelwasser, Nährlösung, physiologische Kochsalz-

' lösung usw.). Einem Tropfen einer wäßrigen Sus-
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pension von Mikroorganismen setzt man auf
dem Obj ektträger einen Tropfen Akridinorange-
lösung zu. Dabei ist zu beachten, daß unmittel-
bar nach der Zugabe des Farbstoffes auch das
Mediurn fluoresziert und das mikroskopische
Bild übentrahlt. Bereits nach kurzer Zeit haben
Mikroorganismen und Detritus den Farbstoff-
überschuß absorbiert. Diese Objekte leuchten
jeut farbig auf dunklem Grund. Der Farbstoff
wurde überdosiert, wenn die Fluoreszenz des

Mediums bestehen bleibt und die mikroskopi-
sche Beobachtung hierdurch gestört wkd. Nach
einigen Venuchen hat man die richtige Farb-
stoflkorizentration gefunden.
Die Mkroorganismen des Süßwassers sind sehr
dankbare Objekte für Versuche mit Fluorochro-
men. In den fubenden Zellen liuchten die Kerne
hellgrün bis gelbgrün. Tote Organismen und or-
ganischer Detritus lluoreszieren kupferrot. Bei
sehr kräftiger Blauviolett-Anregung zeigen alle
chlorophyllhaltigen Objekte eine tiefrote Primär-
Iluoreszenz. Die hier beschriebene Vitalfluoro-
chromierung mit Akridinorange sollte auch ein-
mal mit Akridingelb, Coriphosphin, Euchqrsin,
Auramin und Rhodamin B durchgeführt werden.
Obgleich diese Stoffe teilweise toxischer siod als
das bewährte Akridinorange, kann man damit
unter den gleichen Bedingungen sehr schöne
Fluoreszenzbilder erzielen. Auch Kulturen von
Protozoen und Algen sind für solche Untersu-
chungen geeignet. Man kann diese Organismen
im durchfluorochromierten Zustand zur Ver-
mehrung bringen, was beionders gut mit einem
zum Blaulicht-Fluoreszenzmikroskop umgebau-
ten Planktonmikroskop zu beobachten ist.

Fluorochromierung von Schleim und Mastzellen
(nach Hetrtxcrn)

A. Mehrere Fluorochrome in wäßriger Lösung
sind geeignet. 5 Mnuten fluorochromieren in
Akridinorange NO, BrillantphosphinG,
Euchrysin 2 GNX. Aurophosphin G oder Co-
riphosphin O I :20 0@. Alle Lösungen auf
pH 3 gepuffert.

B. 5 Minuten in destilliertem Wasser. eepuffert
aufpH 3, auswaschen.

C. 5 Minuten in 4%igem Formol, gepuffert auf
pH 3. nachbaden.

D. In steigender Alkoholreihe rasch entwässern
und über Xylol in (JV-Inert einschließen.

Ergebnis: Schleim gelbgrün bis kupferror lvtast-
zellen kupferrot.

Zellwände in Pfl anzenschnitten

A. I lvfnute fluorochromieren in wäßriger Lö-
sung von Coriphosphin O l: 1000.

B. Farbstolfüberschuß mit Wasser auswaschen.
C. Nachbaden in 4%igem Formol
D. An der Luft trocknen lassen oder durch die

steigende Alkoholreihe in Xylol übertragen.
E. Einschließen in Paraffnöl oder UV-Inert.
E rgebnis : Zellwände Orange.

Vitalliiöungi von Vakuolen (Zellsäfte)

Methode l:
A 5 bis l0 Mnuten fluorochromieren ia alkaü-

scher Lösung (pH 8 bis l0) von Akridinoran-
ge NO I :5000.

B. Waschen mit alkalischer Pufferlösung (pH 8

bis l0)
C. In der Pufferlösung einschließen und sofort

mikroskopieren.
Ergebnis: Speic.hernde Zellsäfte grün bis gelb-
grün, nicht speichernde Zellsäfte ziegelrot.

Methode 2l
A 5 bis l0 Minuten fluorochromieren in w?iß-

riger Lösung von Rhodamin B I : 1000.
B. Farbstoff mit destilliertem Wasser auswasch-

en.
C. In Wasser oder Glyzerin einschließen.
Ergebnis: Speichernde Zellsäfte goldbraun. nicht
speichernde Zellsäfte fluoreszieren nicht.

Bild l: Cannabis sariva (Hanf), Stengel qucr. Primäre
Fluorcszenz. Film: Ektachrome 400 -ASÄ Errcgerfilter
BG l2/4mm, Spcrrfilter OG530/2mm. AcJromat
l0 x /0,24 und Achromar 20 x /0,40; Projckriv 8 x
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Vitalfluorochromierung
von Bakteriensuspensionen

Für sehr viele Bakterienkulturen ist ein von
Srnuccrn (1949) beschriebenes Schnellverfah-
ren geeignet. Mehrere Objektträger werden mit
je einem Tropfen Akridinorangelösung in phy-
siologischer Kochsalzlösung beschickt. Die Farb-
stoffkonzentration soll l:5000 bis 1:10000 be-
tragen. Mit einer Platinöse werden unterschied-
lich große Mengen Untersuchungsmaterial in
den Tropfen verrührt. Nach dem Auflegen von
Deckgläsern wird mikroskopiert. Meistens ist ein
Präparat dabei. in dem das Bakterienmaterial
den Farbstoff völlig absorbiert hat, der Unter-
grund also vollkommen schwarz ist. Solche Fluo-
reszenzbilder sind sehr klar. Die Bakterien
leuchten in grüner. gelblicher oder gleißend kup-
lerroter Fluoreszenzfarbe. Vorhandene Ein-
schlüsse, Vakuolen oder Sporen sind deutlich
differenziert.

Vitalfl uorochromierung von Hefezellen
und Pilzmycelien

In I ml Akridinorangelösung I : l0 000 (herge-
stelit mit abgestandenem, chlorfreiem Leitungs-
wasser) wird eine Ose voll Hefematerial so ver-
teilt. daß eine leichte Trübung zu bemerken ist.
Einen Tropfen dieser Suspension überträgt matr
auf einen Objekfträger und legt ein Deckglas

Vitalfl uorochromierung von Blut

Ein Tropfen Blut wird mit einem gteichgroßen
Tropfen Akridinorangelösung I : l0 000 (in phy-
siologischer Kochsalzlösung) verrührt und mit
einem Deckglas bedeckt. Die roten Blutkörper-
chen färben sich kaum an. Hingegen leuchten
die weißen Blutkörperchen grell grün oder kup-
ferrot. Diese Methode hat eine besondere Bedeu-
tung ftrr den schnellen Nachweis von Blutparasi-
ten. deren Feinbau sut zu erkennen ist. Bei An-
wesenheit von Trypanosomen leuchtet deren Zy-
toplasma schwach grün. Die Kerne sind hellgrun
und die Volutinkörper kupferrot.
Diese kleine Auswahl von Anwendungsmöglich-
keiten der Vitalfluorochromierung soll den M-
kroskopiker.zu eigenen Versuchen anregen. Die
im Literaturverzeichnis aufgeftrhrten Arbeiten
können dabei sehr hilfreich sein. Wie eingangs
gezeigt wurde, läßt sich die Fluoreszenzmikro-
skopie viellältig modifizieren und mit anderen
lichtmikroskopischen Verfahren kombinieren. Es
gibt heute eine große Palette von Fluorochro-
men, die allein angewendet bereits polychrome
Bilder liefern, miteinander gemischt oder bei
gleichzeitiger Verwendung von Diachromen je-
doch brillante Mehrfachfiirbungen ermöglichen.

Brld2: Melilotus ollicinalis (Steinklec). Stengel quer
untl [änss. Primäre Fluorcszcnz Film: Ektachrome 400
ASA Eriegertrlt er BG 12/ 4 mm, Sperrtilter OG 530 /2
mm Achromat lOx /0.24: Projektiv 8 x

auf. Das Zytoplasma der toten Hefezellen fluo-
resziert kuplerrot, das der lebenden Zellen
leuchtend grün. Die Feinstruktur der Protopla-
sten ist sehr gut zu erkennen.
Pilzmycelien werden auf dem Objektträger mit
einem Tropfen Akridinorangelösung l:50000
verrührt und nach dem Auflegen des Deckglases
mikroskopiert. Ergebnis: Sporenmembran kup-
ferrot, Zytoplasma grün. Kerne leuchtend grün,
Vakuolen ungefärbt.

Fluorochromierung von Holzschnitten und Sten-
gelquerschnitten

A. Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung
von verholzten und unverholzten Zellwänden
ist mit einer ganzen Reihe von Fluorochro-'
men möglich. die in wäßriger Lösung ange-
wendet werden:
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Fluorochrom Kon- Ein-
zen- wir-
tration kungs-

dauer

Fluores:enilarbe

Bild 5: Zea nars llVlais). Stelzrvurzel quer. Fluorochro-
mien mit Primulin. Film: Ektachrome 400 ASA Ene-
gertilter BC 12/4 mm. Spcrrtilter OG 530/2 mm Achro-
mat l0 x /0.14: Projektiv 8 x

B. [0 Minuten in 4aoigem Formol nachbaden.
C. Luiltrocknen oder schnell entwässern (Alko-

holreihe-Xylol)
D. Einschluß in Glyzerin. Paraflinöl oder UV-

lnert (Dauerpräparat).

Leukozyten und Lymphozyten

A. Dünnen Blutausstrich aul _9ut gereinigtem
O bjektträger herstellen.

B. l0 Minuten in Vlethylatkohol fixieren.
C. 4 Minuten fluorochromieren in einer wäß-

rigen Lösung von Coriphosphin O oder Eu-
chrysin2GNXl:1000.

D. Farbstoffüberschuß mit dest. Wasser aus-
waschen- Solort mikroskopieren.

Ergebnis: Lymphozyten und Leukozyten orange
bis gelborange.

Nachweis von Bakterien-Sporen
(nach S'r*uccrn)

Material auf sorgtältig gereinigtem Objekt-
rräger ausstreichen und an der Luft trocknen.
In der Flamme fixieren.
Troplen einer Mischung von 100 ml Brillant-
sulföflavin I :400 und 0,5 ml verflüssigten
Phenols (90-prozentig) aufbringen. Objekt-
träger sofort bis zur Dampbildung in der

Flamme erhitzen, dann 2 Minuten cinwirken
lassen.
Mt destilliertem Wasser auswaschen-
40 Sekunden fluorochromieren mit Cori-
phosphin I : 1000 in destillierrem Wasser.

Farbitofhibenchuß mit desrilliertem Wasser

auswaschen.
An der Luft trocknen lassen. Einen Tropfen
Paraftinöl aufbringen und mit einem Deck-
glas bedecken.

E r geb nis : Bakterien kupferrot" Sporen grüngelb.

In diesem Beitrag konnten nur wenige. leicht

-d 
urchf ührbare Msthgden _bSschrie!1n_ye$e1

Spezielle Methoden der Durchlicht-Fluoreszenz-
mikroskopie .

Es werden einige Methoden beschrieben, die
leicht durchführbar sind und in kürzester Zeit
brillant fluoreszierende Bilder liefern. Damit
sind die Anwendungsmöglichkeiten des Verfah-
rens jedoch keineswegs enchöpft . Zahllose orga-
nische und anorganische Substanzen haben die
Eigenschaft, bei Anregung mit energiereichem
Licht zu fluoreszieren. Es gibt kaum ein zweites
Gebiet,der Mikroskopie, das ein so großes Expe-
rimentierfeld bietet wie die Fluoreszenzmikro-
skopie.
Die meisten Fluorochrome werden in wässe-
rigen. stark verdünnten Lösungen angewendet.
Man wiegt eine entsprechende Menge des Farb-
stoffes ab und löst sie unter wiederholtem Schüt-
teln in lQO ml bzw. I Liter destilliertem Wasser
restlos auf. Zur Konservierung kann man einige
Tropfen verflüssigtes Phenol (Karbolsäure) zu-
setzen. Wenn die Fluorochrome bei einem be-
stimmten pH-Wen verwendet werden sollen
oder für die Vitalfluorochromierung bestimmt
sind. entftillt dieser Zusatz. Einise Fluorochrome
müssen in Alkohol (Athanol)- -eelöst werden.
0.1 g Farbstoff in 100 ml Lösungsmittel ent-
spricht einer Konzentration von I : 1000. in ei-
nem Liter von I : l0 000. Pflanzenextrakte. zum
Beispiel Chelidoniunr-Extrakt. werden unver-
dünnt als Fluorochrome verwendet.
Bei einigen Fluorochromierungen müssen be-
stimmte pH-Werte eingehalten werden. die man
mit geeigneten Pufferlösungen einstellt. Ge-
bräuchlich sind zwei Methoden, von denen die
zuerst beschriebene in den meisten Fällen aus-
rticht. Erforderlich sind nur zwei Stammlö-
sungen:

Stammlösung 1: 9.078 g Kaliumdihydrogenphos-
phat KHTPOn und 8.404 g Oxalsäure werden in
I Liter dest. Wasser gelöst.

Stammlösung 2 : 25,480 g Borax ( : Dinauiumte-
traborat Naz BrOz . l0 HrO) werden in I Liter
dest. Wasser gelöst.

Beide Lösungän sind unbegrenzt haltbar. Vor
Gebrauch der erforderlichen Pufferlösung wer-
den sie miteinander gemischt:

pH-llert ml Stammlösung I ml Stammlösung 2

4.0 57,8 42,2
5.0 51.8 48.2
6.0 K,6 53,4
7,0 4t,2 58,8
8.0 32.2 67,8
9,0 24,6 75,4

Ein größerer pH-Bereich wird mit der zweiten
Methode abgedeckt. dlerdings sind hierfür vier
Stammlösungen erforderlich:

verholzt unver-
holzt

D.
E.

F.

G.

Coriphosphin O
Euchrvsin

2 GfuX
Primulin O
Rhodamin 6 G
Akridinorange

grüngelb orange
hellgrün orangerot

gelb hellgrän
orangegelb gelblich
gnin

Min.
Min.
Min.

l: 1000
l: 1000

l: 500
l:1000
l: 1000

I Min.
15 Sek.

A.

B.

c.
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Stammlösung I:
o/ l0 Salzsäure (am besten als Ampulle fertig
kaußn).
Stammlösung 2:
9.08 g Dikaliumhydrogenphosphat KH.PO. in
I Uter dest. Wasser.
Stammlösung 3:
23.89 g Dikaliumhydrogenphosphat KzHPOo in
I Liter dest. Wasser.
Stammlösung 4:
25.35 g Trikaliumphosphat KrPOa in I Liter
dest. Wasser.
Gut verschlossen sind diese Lösungen praktisch
unbegrenzt haltbar. Kurz vor Gebrauch werden
sie miteinander gemischt:

oH-Wert ml ml ml ml' Stanun- Stamm- Stamm- Stamm-
Iösungl lösung2 lösung3 lösung

2.09
3.51
4,84
5,81
6.36
7,l l
7,63
8.22

10. l5
I l-t4

Für die fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chung ist unfixiertes oder kurz fixiertes Material
am besten geeignel weil nach langer Fixierung
linderungen der Primär- ünd Sekundärfluores-
zenz auftreten. AIle Quecksilber-, eisen- undjod-
haltigen Fixierungsmittel sind unbrauchbar. For-
maldehydlösung (10 ml 35%iges Formol+90 ml
Wasser) oder gasftirmiges, aus Paraformaldehyd-
Tabletten hergestelltes Fo-rmaldehyd und Car-
noysches Gemisch (60 ml Athanol + 30 ml Chlo-
roform*l0ml Eisessig) sind geeignete Fixie-
rungsmittel.
Als Einschlußmiuel sind je nach An des Mate-
rials und der Färbung folgende Medien verwend-
bar: Fluoreszenzfreies ParaffinöI, Glyzerin, Was-
ser, Entellan, Plexigum und UV-Inert (Serva,
Heidelberg). Die drei zuleat aufgefrihrten Mttel
sind in Toluol gelöste Kunstharze, bei deren Ver-
wendung das einzuschließende Objekt vorher in
der steigenden Alkoholreihe enfiüässert werden
muß, bevor es tiber Xylol oder Toluol in das Ein-
schlußmittel gebracht wird. Da manche Fluo-
rochrome alkohollöslich sind, muß diese Ent-
wässerung rasch erfolgen.
Bei Blauviolett- und Blauanregung können auch
halbweiße Objektträger verwendet werden. Bei
UV-Anregung sind hingegen unbedingt reinwei-
ße, fluoreszenzfreie Objekttrager erforderlich.
Fluorochromiert wird auf dem Objektträger. Der
Übenchuß des zuletzt verwendeten Waschwas-
sers wird mit Filtrierpapier abgesaugt. Mit llilfe
eines Tropfröhrchens bringt man die Fluoro-
chromlösung auf den Schnitt oder den Aussuich
und läßt sie der Vorschrift enbprechend lange
einwirken. Danach wird sie mit Filtrierpapier
abgesaugt und durch die Waschflüssigkeit er-
setzt, die solange erneuert und wieder abgesaugt
wird, bis das Filtrierpapier vollkommen farblos
bleibt. Danach kasn man das Präparat in Glyze-
rin einschließen, an der Luft trocknen lassen und
mit Paralfinöl abdecken oder ilber die steigende

Aikoh-oüEihtund Xylol in eincm der genannten
Kunstharze einbetten.

Primärlluoreszenz von Vogelfedern

Die roten und gelben Federn der Papageien, Tu-
kane, Prachtfinken, Webenrögel und vieler an-
derer Arten zeigen bei Blauviolett- und Blauan-
regung eine prächtige Primärfluoreszenz. Von
einer Deckfeder schneidet man das dicke Ende
des Kiels ab, legt sie kurze Zeit in Xylol oder To-
luol und ilberträgt sie tropfnaß in UV-Inen.
Nach dem Auflegen des Deckglases muß je nach
der Dicke des verbliebenen Kiels noch W-Inert
nachgefrllt werden.

Primärlluoreszeniz von Insektenschuppen

An den pigmentgeftirbten rötlichen und gelb-
lichen Flügelschuppen von Schmetterlingen, be-
sonders von den prächtig geErbten Exoten, aber
auch von vielen anderen Insekten, ist bei tJV-,
Blauviolett- und Blauanregung eine schöne Pri-
märfluoreszenz zu beobachten. Die Scbuppen
werden auf dem Objektträger mit LIV-[nert ver-
rührt und mit einem Deckgtas abgedeckt.

Primärlluoreszeruz von Pflanzenteilen

Ungefürbte Schnitte von Hölzern zeigen oft eine
kräftige Primlirfluoreszenz. Aber auch in vielen
Stengelquerschnitten sind bei LIV-, Blauviolett-
und Blauanregung Fluoreszenzen zu beobach-
ten. Ein gutes Beispiel ist das Holz der Berberit-
ze. Die Schnitte können mit W-Inert zu Dauer-
präparatbn verarbeitet werden.

Zellkerne und Protoplasma in Pfl anzenschnitten

Methode / (nach Fllrrrvcen):
A. 4 Minuten Fluorochromieren in einer Mi-

schung von 75 ml wäßriger Coriphosphin
O-LOsung l: l0 000 und 25 ml einer wäßri-
gen Fuchsin-Lösung I : l0 000.

B. Farbstoflüberschuß mit Wasser auswaschen.
C. Einschluß in Glyzerin.
Ergebnis: Zellkerne gelbgrün bis gelb. Protoplas-
ma rot, Kernkörperchen orange, Karyotin gelb-
grün, Chromosomen gelbgrün.

Methode 2 (nach H,rrrtNorn):
A. l0 Minuten fluorochromieren in wäßriger

Lösung von Akridinorange I :5000.
B. Farbstolliiberschuß mit destilliertem Wasser

auswaschen.
C. In Wasser oder Glyzerin einschließen.
Ergebnis: Zellkerne grän, Protoplasma rot.

Zellkerne in menschlichem oder tierischem Ge-
webe (nach flerrrNcrn)

A Mehrere Fluorochrome sind geeignet. 3 M-
nuten fluorochromieren in wäßriger Lösung
von Akridinorange NO, Coriphosphin O,
Phosphin 3R oder Euchrysin 2GNX

'l:10000.
B, Farbstofhiberschuß mit Wasser auswaschen
C. l0 Minuten nachbaden in4%igem Formol.
D. Lufttrocknen oder in der Alkoholreihe rasch

entwässern und in Xylol bringen.
E. In Paraflinöl oder W-lnert einschließen.
E rgeb ni s : Zellkerne leuchtend gelb.

955-
595_ 100

-9010
-8020
-4060
-60-40
-55-45
-50-50
-40-60
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Tabclle I : Anweudungsgebiete der Fluorcszeuzrnikroskopie

Anwcnduags-
gebiet

Methode/Fluorocbrom Spezifisch
anwendbar frr:

Erregerfilter Sperrfiltcr

Antigen-Antikör-
per-Reaktionea

Bakteriologie

Chromosomel

Eiweiß, Schleim

Knochen

FTIC (Fluorescein-
isothiocvanat)
Evans-dlue

DANS (Diamino-
naphthylsulfonsäure)
Rhodamin B 200 (Lis-
smin-Rhodamin
B 200)
TRITC (Tetra-
methvlrhodamia-
isothiocyanat)

Akridinorange

Akridineelb
Aurani;

Berberinsulfat

Coriphosphin

Atebrin

Chinacrio

Quinacrine-Mustard

Akridinorange

Aurophosphin G

Euchrysin

Coriphosphin

Tnianrot R

Sulfallavin

Euchrysin

Coriphosphin

Primulin 0

Calceinblau-
Xvlenoranse
Cälceinbla-u-elizarin-
komolexon
Oxyötracyclin

Säurefuchsin

Akridinorange

Coriphosphin

Rhodamin B

Acriflavin

BAO (Bis-amino-
ohenvloxadiazol
borifhosphin

Dansylchlorid

Euchrysin

MPS nach Ploem
(Methylgrän-
Pyronin-Stilbcn)

Nachweis von Antigen-
Antikörper-Reaktionen
Rot-fgnjyfjierung
von rl lL-farDuneen
Nachweis von Anügen-
Antikörper-Reaktionen
Nachweis von Antigen-
Antikörper-Reaktionen

Nachweis von Antisen-
Anti körper-Reakti o"nen

Viele Bakterien. Unter-
scheidung lebender und
toter Bakterien
Tuberkulose
Tuberkulose, Lepra

\fiele Bakterien

Diphterie und andere
Bakterien

Chromosomen-Banden

Chromosomen-Bandeo

,,Drunsticks" (Ge-
5shlgsfitsfestinmuag)

Schleim

Schleim

Schleim

Schleim

Eiweiß

Eiweiß

Zellulose

Zellulose

Zellulose

Polychrome
Sequenzmarkierung
Polychrome Sequenz-
markierung
Polychrome Sequenz-
markierung
Osaeonen

Vitallluorochromierung

Vitalfluorochrgmierung

Vitalfluorochromierung

Nukleinsäuren

Quantitative
DNA-Bestimmung
Lymphozyten,
Leukozyten

Lysine

Lymphozyen,
Leukozvten
Blu rbild-Differenzie-
rung (Doppellitrbung)

FITC-Filter

UG l/2mm+
BG 38/4 mm
Interferenzfilter
5216/20 Grän

Interferenzfilter
5zt6l20 Gnin

BG l2/4mm
FITC-Filter

BG l2l4 mm
BG l2l4 mm
FITC-Filter
UG l/2 mm+
BG 38/4 mm
BG l2l4mm -

FITC-Filter

Interferenzfilter
436/20
Interferenzfilter
436/20
BG l2/4mm
FTTC-Filter

BG l2l4mm
FITC-Filter
BG l2l4 mm
FITC-Filter
BG l2l4 mm
FITC-Filter
BG l2l4 mm
FITC-Filter
Interferenzfilter
546/20
UG l/2 mm
+BG 38/4

BG l2/4mm
FITC-Filter
BG l2l4 mm
FITC-Filter
BG l2l4 mm

Interferenzfilter
KP 490/500
Interferenzfilter
KP 490/500
BG l2l4 mm

Interferenzfilter
546/20

BG l2l4 mm
FITC-Filter
BG I2l4 mm
FITC-Filter
Interferenzfilter
546/20

Interferenzfilter
436/20
UG l/2 mm+
BG 38/4 mm
BG l2l4 mm
FITC-Filter

UG 1/2 mm+
BG 38/4 mm
BG l2l4mm
FITC-Filter
Interferenzlilter
BP 365 und Inter-
ferenzfilter 546/
20 im Wechscl

OG 515/2 mm

GG l0/2 mm
GG4l2mm
OG 590/3 mm
RG610/2 mm

OG 590/3 nm
RG 610/2 mm

OG 530/2 mm

OG 530/2 mm
OG 530/2 mm

GG l0l2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm

OG 515/2 mm

OG 515/2 mm

OG 530/2 mm

OG 530/2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
oG 590/
2-3 mm
GG l0l2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm

OG 515/2 mm
OG 530/2 mm
OG 515/3 mm
OG 530/2 mm
OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
oG 590/
2-3 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
OG 530/2 mm
OG 51512 mm
oG 590/
2-3 mm
RG 610/2 mm

oG 515/2

GG l0/2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm

GG l0l2 mm

OG 530/2 mm
OG 515/2 mm
GG l0/2 mm
GG 395/3 mm
OG 590/3 mm
im Wechsel

Holz

Limnologie
Hydrobiologie

Zytologie
und verwandte
Gebiete
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Tabelle 2: Konzentrationen und Fluoreszenzfarben bei verschiedenen Fluorochromen.

Fluorochrom Konzentra- Zellkern Proto-
tion plasma

Schleim Mark- Elastische Querge- Fett
scheiden Fasern sueifte

Muskeln

A-kridinoranee
Aurophosphln
Berberin-
sulfat
Brillantdianil-
erän G
öoriohosohin 0
Coriirhosirnin-
Fuchsin

,., Rheum sinense-
Extrakt

Chelidonium-
Exrrakt
Chlorophyll-
Extralt
Euchrysin
Flavoihosphin
Fuchsin
Qsgnin Q
Neutralrot

50000 erün-rot
50000 loHgelb blaßgelb

100000 gelb

100 000 weiß

grun

blau

;
E

.
grün
gelb

E

hellgrün bläulich

- rosa.
blau

blaßgrün gelbgrün
gelb blau

: 1000000 gelberün blaßgelb or:tnge gelb
: 100000 !elb- rötlic-h-gelbleuch-tend I

unverdüant blaßgelb-
grih

unverdünnt goldgelb

unverdünnt -

blaßgelb-
grün

- lichtgelb grau-
grün leuchtend

gelb
blau

blutrot

grün
blau
blau
gelbgrän-
blaugnin
gelbgrän
blau

Iu,,
gelb
gelbgrün

dunkelblau
gelb

: 300000 gelb
: 50000 gelb
: 10000 -: 10000 -: 20000 dunkelrot

gelbgrün
gelbgrän

:
rötlich

selblich
6t".ßulau
blauweiß
weißlich
blaßgelb
eelbrot
5taßblau
hellblau
gelbgmn

grän
fot :

rosa
gelblich

gelblich

blaßblau
bläulich

E blaßgrün

fl" :ri"
weißlich rötlich
E rötlich

rötlich gelb
blaßblau blaßblau
bla8weiß hellblau
weißlich blauweiß
E gelb
rot rot
gelbrün blau
hellselb eelbsrän
crü; ltunli"n

Phosphin 3 R
Pinachrom
Ppi6rrlin
Primulinselb
Rhodamin G
Rosolrot
Thiazoleelb G
Thioflaion S
Trypaflavin

: 1000000 soldeelb
: 1000 EhßElau
: 100 000 blauweiß
: 100 000 weißlich
: 100000 blaßgelb
: 50000 gelbrot
: tfi)fi)0 -
: I 000000 hellblau
:5000000 gelbgnin

ieislich

weißblau
gelblich

blau
grütr

blau
hellblau

E = Eigel4ugreszenz

Fett in menschlichem oder tierischem Gewebe
(nach HnrrrNcrn)

A. Mehrere lipophile Fluorochrome in wässe-

riger Lösung sind geeignet: .

Literaturhinweise:

HAITINcER. M.: Fluoreszenzmikroskopie. Leipzig 1938
FIATTINGER. M.: Fluoreszenzmikroskopie. 2. erweitene

Auflase. Neu bearbeitet unter beionderer Berück-
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hält 4 l3 Literaturstellen)
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Fluoreszenz-Mikroskopie. Z. Wiss. Mikroskopie 63.
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HoLz. H. M.i Was man von der Fluoreszenzmikrosko-
pie wissen sollte. 2. Auflage. Carl Zeiss. D-7082
bberkochen.

KuNz. Cx.. F. GesrtR und F. Hrnzoc: Kontrast-
fluoreszenz. eine neue Merhode der Fluoreszenz-
mikroskopie. Mikroskopie 16. I -7 ( 196l)
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Fluoreszenzmikroskopie mit Fluorochromen. Rezepte
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Optische Werke C. Reichert Wien 1963 (Als Ergänzung
zti M. HrtrlNcrns .,Fluoreszenzmikroskopie').

Fluorochrom Konzen- Einwir-
tration kungsdauer

Fluores-
zenzfarbe

Chelidonium- unver-
Extrakt dünnt

Chlorophyll- unver-
Extrakt dünnt

Coriohosohin O l: 1000
Neuiralrcit B I :2000
Phosnhin3R l:10000
Primlüno l:l0ooo
ThioflavinS l:10000

3 Min.

3 Min.

I Min.
2 Min.
2 Min.

l0 Min.
l0 Min.

rürkisblau

feuerrot

gelbgrün
goldgelb
grün
grün
dunkelblau

B.
C.

Farbstoffirberschuß auswaschen.
In G$zerin einbetten

Verfasser: Gerhard Göke.
Bahnhoßtr.27,
5800 Hagen I
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Haube des Nymphen-
sittichs. Primäre Fluores-
zenz. Frlm: Fuiichrome
400 ASA Erre'gerfilter
BG 12/4 mm. Soerrfilter
OG 530/2 mm. Flana-
chromat lOx /0.24 und
Planachromat 20 x/0.40:
Projektiv 8 x

, Cucurbito oepo (Kürbis)' Stamm quer. Fluo-
rochromiert mit Primulin. Film: Ekmchrome 400 ASA
Erreserfilter BGIZ/4 mm. Sperrfilter OG530/2mm
Achämat l}x /O,24'i Projektiv 8 x

. Verholzte Wurzel der Kiefer. quer. Primäre
Fluoreszenz. Film: Fuiichrome rl00 ASÄ Erreeerlilter
BG l2l4 mm. Sperrfilter OG 530/2 mm Ac-hromat
20x /O,40i Projckiiv 8 x
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BiId 160: Durchlicht-Hellfeldanregung schema-
tisch.
5 Brenner, K/ Kollektor, I8 Leuchtfeldbleade,
.EF Erregerfrlter, Sp Umlenkspiegel, -r(y'.Kon-
densor, -Prhäparat"B/ Blende,Oä Objektiv, Ze
Zwischenbildebene, O& Okular, SF Sperrfilter.

Bild 162: Auflicht-Fluoreszenznnregung sche-
matisch.
'S Brenner, EF Erregerfilter, 5r Strahlenteiler,
Oä Objektiv, SpFSperrfilter, O& Okular.

Die vier möglichen Strahlengänge

bei der FLuoreszenzmikroskopie'

Aus G.Eöt{E : trModetne Methoden

der LichtmikroskoPierr.
Franckh-Stuttgart 1988

SKILBEF
Bitd 161: Durchliöht-Dunkelfeldanregung sche-
matisch.
DK Durchlicht-Dunkelfeldkondensor. Die an-
deren Bezeichnungen wie in Bild 160.

O€

Kd

Rb

Bild l72z Aullicht-Fluoreszenzanregung rn
Kombination mit Phasenkontrast oder Ampli--
rudenkontrast, schematisch. L Glühbirne' KJ

Kälektor. lö Leuchtfeldblende' 5p Umlgnk'
soiecel. F Farbfilter, Rä fungblende. Kd Kon'
dLnör, Oe Objehebene. Ph-Ob Phasenkon-
trastobjekriv, 5? Strahlenteiler' ,5 Btenner' EF
Erregeifilter, Ok Okular' SFSperrfilter-
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