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Lichtmikroskopie

Methode:

Durchlicht-Fluoreszenzmikroskopie

o

MIKROKOSMOS 73, 167 - 174 (1984)

Literatur:

MIKROKOSMOS 73, 325 - 334 (1984)

Anwendungsbereich:

Mikroskope mit Halogen-Hochleistungsleuchte 12 V/ 100 W

oder Quecksilber- bzw.

Xenon—-Hoéchstdruckbrenner.

Die Umwandlung von Energie beliebiger Art in
Lichtenergie hat E. WIEDEMANN Lumineszenz ge-
nannt. Am bekanntesten ist die Temperatur-
strahlung, die bei der Umsetzung von Wirme
entsteht. Das Licht kann aber auch selbst die Ur-
sache einer sekundiren Leuchterscheinung sein,
die als Photolumineszenz bezeichnet wird. Wenn
diese nur so lange dauert, wie das Erregerlicht
auf das leuchtende Objekt einwirkt, spricht man
von Fluoreszenz. Das spitere Nachleuchten, das
man nach Abschalten der Lichtquelle beobach-
ten kann, ist die Phosphoreszenz. Fiir die Photo-
lumineszenz ist charakteristisch, da durch die
Einwirkung von Lichtstrahlen, die zuerst absor-
biert werden, neue entstehen, die eine groBere
Wellenlinge ‘besitzen als das Erregerlicht. Aus
rein technischen Griinden verwendet man in der
Fluoreszenzmikroskopie meistens nur das Wel-
lenlingengebiet von 300 bis 450 nm (Ultraviolett
bis Blau) fiir die Anregung von Fluoreszenzen,
die dann eine blaue bis rote Farbe haben. Man
kann aber auch andere Wellenldngen benutzen.
So gibt es beispielsweise Fluoreszenzerschei-

liegen und solche, die von sichtbarem Licht an-
geregt im infraroten Spektralgebiet entstehen.
Fiir ihren Nachweis sind in beiden Fillen elek-
tronenoptische Bildwandler erforderlich. Von
‘groBem Interesse sind auch die roten Fluores-
zenzen, die von griinem Licht erzeugt werden.

Das Fluoreszenzmikroskop

Im MikrROKOSMOS wurde bereits beschrieben,
wie ein normales Durchlichtmikroskop ohne
groBen technischen Aufwand zum Fluoreszenz-
mikroskop umgeriistet werden kann (1, 2). Das
Licht eines energiereichen Strahlers wird vom
Kollektor konvergent gemacht und iiber einen
Spiegel oder totalreflektierendes Prisma durch
den Kondensor zum Priparat geleitet. Nachdem
es hier die fluoreszenzfihigen Strukturen zum
Leuchten gebracht hat, wird es nicht mehr beno-
tigt und deshalb mit einem Sperrfilter oberhalb
des Objektivs aus dem Strahlengang entfernt.
Nur das Fluoreszenzlicht gelangt zum Auge des

nungen, die mit UV unter 300 nm angeregt wer- Beobachters.
den und noch im unsichtbaren Spektralgebiet
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Auflicht-Anregung :
Bild 1: Durchlicht- und Aﬁﬁfcht-Anfé%ng._A Durch-
lichl-Hellfcld-AnrcﬂmF. B Durchlicht-Dunkelfeld-An-
regung, C Auflicht-Hellfeld-Anregung.
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Dieses einfache Prinzip der Fluoreszenzmikro-
skopie 4Bt sich in vielfiltiger Weise modifizieren
(Bild 1). Im einfachsten Fall wird das Erreger-
licht durch einen Hellfeldkondensor von unten
zum Préparat geleitet. Das ist die dlteste Metho-
de. die als Durchlichi-Hellfeldanregung bezeich-
net wird. Beleuchtet man das Praparat mit Hilfe
eines Dunkelfeldkondensors, so fallt das Erreger-
licht nicht ins Objektiv. Bei dieser Durchlichi-
Dunkelfeldanregung kann man ein diinneres
Sperrfilter verwenden. Moderne Fluoreszenzmi-
kroskope arbeiten nach dem Prinzip der Auf-
licht-Hellfeldanregung. Das Licht wird mit einem
Vertikal-Illuminator zum Préiparat gefiihrt, der
“eine spezielle chromatische Teilerplatte enthilt.
Bei dieser Anordnung wird das Erregerlicht in
Richtung des Priparates reflektiert, wobei das
Objektiv als Kondensor dient. In umgekehrte
Richtung gelangt iiberwiegend 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 hohere Fluoreszenzintensitit als
die Durchlicht-Anregung, sondern 14Bt sich auch
am besten mit anderen Verfahren, zum Beispiel
Durchlicht-Phasenkontrast und -Dunkelfeld.
kombinieren.
Fir die simultane Durchlicht-Phasenkontrast-
Fluoreszenz ist ein Phasenkontrastkondensor er-
forderlich, dessen Ringblenden aus UV- bis blau-
durchlissigem Filterglas bestehen. Man beleuch-
tet iiber eine Teilerplatte oder einen Strahlen-
teiler mit der eingebauten Kéhlerleuchte des Mi-
kroskops und gleichzeitig mit einer seitlich ange-
setzten UV- oder Blaulichtquelle. Auf diese Wei-
se wird dem Fluoreszenzbild ein Phasenkontrast-
bild iiberlagert, dessen Intensitit mit dem Regel-
transformator der Niedervoltleuchte auf die des
Fluoreszenzbildes abgestimmt werden kann
(Bild 2). Bei Auflicht-Fluoreszenzanregung wilr-
de ein normaler Phasenkontrastkondensor aus-
reichen.
Die klassische Durchlicht-Hellfeldanregung hat
trotz der vielen Vorziige der Auflicht-Anregung
ihre Bedeutung nicht ganz verloren. Sie ist mit
jedem mittleren Mikroskop durchfihrbar und
bietet dem experimentierfreudigen Mikroskopi-
ker ein sehr groBes Betitigungsfeld. Aber auch
bei vielen Routineuntersuchungen ist die Durch-
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Bild 2: Prinzip der simultanen Durchlicht-Phasenkon-
trastfluoreszenz. Das Priparat wird gleichzeitig mit wei-
Bem und blauviolettem Licht beleuchtet. Anstelle des
Kontrastkondensors kann auch ein Dunkelfeldkonden-
sor verwendet werden (simultane Durchlicht-Dunkel-
feldfluoreszenz).

licht-Anregung wegen ihrer Einfachheit die Me-
thode der Wahl geblieben. In diesem Beitrag wer-
den nur Methoden beschrieben, fir die eine
Durchlicht-Hellfeld- oder -Dunkelfeldanregung
ausreicht. Die Umriistung eines vorhandenen
Mikroskops ist problemlos und kann mit gerin-
gem finanziellem Aufwand durchgefiihrt werden.

Bild 3: Einrichtung fiir Durchlicht-Fluoreszenz und si-
multane Phasenkontrastfluoreszenz. Das Lampenhaus
ist fur einen HBO 50-Brenner ausgelegt und besitzt ein
Filtermagazin. Schwache Fluoreszenzen werden mit
dem monokularen anstelle des binokularen Schrigtu-
bus beobachtet. =

Lichtquellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Fir das Zustandekommen brillanter Fluores-
zenzbilder ist die spektrale Zusammensetzung
und die Strahldichte des Erregerlichtes von gro8-
ter Bedeutung. Die sehr energiereichen Queck-
silber-Hochstdruckbrenner erfordern ein speziel-
les Lampenhaus und ein Vorschaltgerit, die bei-
_de recht teuer sind (Bild 3). Fiir die noch besser
geeigneten Xenon-Hochstdruckbrenner gilt das
gleiche. Diese idealen Lichtquellen sind fiir eini-
ge Anwendungsgebiete der Fluoreszenzmikro-
skopie unentbehrlich. Es gibt aber auch Primar-
und Sekundarfluoreszenzen, die sich mit sichtba-
rem griinem bis violettem Licht anregen lassen.
Hierfir gentigt eine 12 V/100 W-Halogen-Hoch-
leistungsmikroskopierleuchte, die mit einem ge-
wohnlichen Transformator betrieben wird und
bedeutend preiswerter ist als die Entladungslam-
pen. Wegen der hohen Wirmeabstrahlung darf
diese Leuchte nicht im Mikroskopfu8 unterge-
bracht werden. Bei vielen Mikroskopstativen ist
bereits der AnschluB eines separaten Lampen-
hauses vorgesehen. Wenn diese Kombination
nicht moglich ist, muB man die Leuchte separat
aufstellen. In ihrem Strahlengang sollte sich stets’
ein Wirmeschutzfilter befinden. Bild 5 zeigt die
Spektren der beschriebenen Lichtquellen. Der
Quecksilber-Hochstdruckbrenner HBO 100 hat
ein Linienspektrum. Hingegen erzeugt der Xe-
non-Hochstdruckbrenner ein spektrales Konti-
nuum. das von einzelnen Linien iiberlagert wird.
Die Halogen-Gliithlampe emittiert ein vollkom-
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men kontinuierliches Spektrum mit einem fiir
viele Anwendungen ausreichend intensiven
blauvioletten Anteil.

Erregerfilter und Sperrfilter

Bei der Fluoreszenzmikroskopie mit Fluorochro-
men muB man den Schwerpunkt des Erreger-
lichtes in das Maximum der Lichtabsorption die-
ser Farbstoffe legen. Die Wahl des richtigen Er-
regerfilters ist von groBter Bedeutung fir die
Qualitit des Fluoreszenzbildes. In Tabelle 1 wur-
den di¢ Anregungswellenldngen bzw. die Maxi-
ma der Lichtabsorption und die Breiten der
Fluoreszenzbande (Emission) von bekannten
Fluorochromen zusammengestellt. Der Tabelle
konnen auch die erforderlichen Erreger- und
Sperrfilter entnommen werden. Die Zusammen-
stellung zeigt, daB viele gebriuchliche Fluoro-
chrome mit sichtbarem violettem, blauem und
sogar grilnem Licht zur Fluoreszenz angeregt
werden konnen und nur fiir wenige ultraviolet-
tes Licht erforderlich ist. Fiir die Anregung mit
sichtbarem Licht geniigt in den meisten Fillen
eine Halogen-Hochleistungsmikroskopierleuchte
12 V/100 W. Bild 4 zeigt ein normales Durch-
licht-Mikroskop, das mit einer solchen Leuchte,
einem Erregerfilter und einem Sperrfilter zum
Routine-Fluoreszenzmikroskop umgeriistet wur-
de. Der Hellfeld-Kondensor hat eine hohe nu-
merische Apertur “‘und wird mit Wasser oder
fluoreszenzfreiem Immersionsdl immergiert. Ein
Immersions-Dunkelfeldkondensor erweitert den
Einsatzbereich des Mikroskops.

Sperrfilter
0G 530/2mm

Hellfeld-
kondensor
n.A.1.35

Erregerfilter
BG12/4 mm

Bild 4: Normales Durchlicht-Mikroskop, das mit einer
12 V/100 W-Halogenleuchte, einem Erregerfilter und
einem_Sperrfilter zum Durchlicht-Fluoreszenzmikro-
skop (Blauviolettanregung) umgeriistet wurde.

12V/100 W-Halogenlampe
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Spektrales Kontinuum einer Niedervolt-Halo-
genlampe.

~ Spektrales Kontinuum eines Xenon-Hochst-
druckbrenners, das von einigen Linien diberlagert wird.
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Bild 5: Spektren von Lichtquellen fiir die Fluoreszenz-

mikroskopie.
Oben: Linienspektrum eines Quecksilber-Héchstdruck-
brenners.
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Nur wenige Erregerfilter sind erforderlich. Die
preiswerten Glasfilter BG 12/4 mm (fiir Blauvio-

lett) und BG 3/3 mm+ BG 38/4 mm (fiir Blau- :

anregung) geniigen in vielen Fillen den Anfor-
derungen. Fiir eine UV-Anregung kommen die
Schwarzglasfilter UG 1/2 mm und UG 5/2 mm
in Kombination mit dem Rotsperrfilter BG
38/2 mm in Frage. Die genannten Filter haben
eine annihernd glockenformige Transmissions-
kurve (Bild 6).

Bessere Ergebnisse erzielt man mit den soge-
nannten KurzpaBfiltern, die eine steile Absorp-
tionskante in Richtung des langwelligen Spek-
tralgebietes haben. Fiir spezielle Anwendungen
(FITC-Fluoreszenz, Chromosomenfluoreszenz,
Griinanregung usw.) werden BandpaBfilter mit
zwei steilen Absorptionskanten empfohlen. Sie
isolieren ein bestimmtes Wellenlingengebiet aus
dem Gesamtspektrum der Leuchte (Bild 6). Mo-
derne Fluoreszenzmikroskope sind meistens mit
einem Satz KurzpaB- oder BandpaBfilter ausge-
riistet. Da es sich hierbei um Interferenzfilter
handelt, sind die Preise entsprechend hoch.

Fir die Blauanregung vieler Fluorochrome ist
ein mehrschichtiges, etwa 6 mm dickes Interfe-
renzfilter (BandpabBfilter) geeignet, das in der Li-
teratur (4) als FITC-Filter bezeichnet wird. Es
hat im Bereich von 440 bis 490 nm eine sehr
hohe Durchlassigkeit und steile Absorptionskan-
ten in Richtung der kiirzeren bzw. lingeren
Lichtwellen (Bild 6).

Auch fiir die Griinanregung werden BandpaBfil-
ter mit mehr oder weniger groBer Halbwertsbrei-
te hergestellt. Hierbei handelt es sich ebenfalls
um Interferenzfilter. Mit Farbglasfiltern ist die
Griinanregung sehr unbefriedigend.

Alle Erregerfilter werden im Beleuchtungsstrah- -

lengang angeordnet. Sie konnen wahlweise in
das Filtermagazin der Fluoreszenzleuchte oder
in die Lichtaustrittséffnung des MikroskopfuBes
eingesetzt werden. Der Filtertriger des Konden-
sors kann dann zusitzliche Filter, zum Beispiel
ein Rotsperrfilter, aufnehmen.

Als Sperrfilter werden sogenannte LangpabBfilter
verwendet. Analog den KurzpaBfiltern haben sie
eine steile Absorptionskante in Richtung der
kurzen Lichtwellen. 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 gefirbte Gliser, neuerdings auch um
Kunststoffverbundgliser, die im Gegensatz zu
den Interferenzfiltern recht preiswert sind. Wenn
jedoch aus dem Fluoreszenzlicht bestimmte
Bandbreiten isoliert werden miissen oder extrem
steile Absorptionskanten fir die Trennung von
Erregerlicht und Fluoreszenzlicht erforderlich
sind, verwendet man die Interferenzfilter auch
als Sperrfilter.

Das LangpaBfilter OG 530/2 mm ist sehr univer-
sell verwendbar. Bei UV-, Blauviolett- und Blau-
anregung 4Bt es das griine bis rote Fluoreszenz-
licht durch und absorbiert das Erregerlicht. Es ist
auch fiir das FITC-Erregerfilter geeignet. Spe-
ziell bei der FITC-Fluoreszenz sollte man jedoch
ein Sperrfilter verwenden, dessen Absorptions-
kante 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 bewihrt hat. Bei Grilnanregung miissen je
nach Halbwertsbreite des Erregerfilters die
Sperrfilter OG 590/2 mm oder RG 610/2 mm
verwendet werden.

Alle Sperrfilter werden im abbildenden Strahlen-
gang angeordnet. Hierbei ist zu bedenken. daB
eine Anordnung im endlichen Strahlengang eines
Mikroskops nur eine KompromiBldsung sein
kann, weil dort jede Parallelplatte eine Ande-
rung der Tubuslinge bewirkt, die besonders bei
schwachen Objektiven zu einem Fehler in der
Abstimmung fiihrt. Moderne Mikroskope besit-
zen einen Filterschieber im Unendlich-Strahlen-
gang eines Zwischentubus. Wer dieses Zubehor
nicht besitzt, muB andere Losungen suchen. Ich
habe die Sperrfilter, die meistens einen Durch-
messer von 19 mm haben, direkt unter die Au-
genlinse der orthoskopischen Okulare gekittet,
wo sie am wenigsten stdren. Man kann sie aber
auch mittels einer Steckfassung oberhalb der Au-
genlinse anbringen oder anstelle von MeBplatt-
chen in die hierfiir 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.
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Bild 6: Transmissionskurven von wichtigen Erregerfil-
term A Schwarzglasfilter UG 1 fiir UV, BG 12 fiir Blau-
violett und BG3 fiir Blau. Der hohe Rotanteil von
UG 1 und BG 3 muB mit BG 38 unterdriickt werden. B
FITC-Filter (=BandpaBfilter) und Sperrfilter (Lang-
paBfilter) OG 530.
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Problematik in der Fluoreszenzmikroskopie

Zum besseren Verstindnis der Problematik in
der Fluoreszenzmikroskopie sollen hier einige
grundsitzliche Tatsachen behandelt werden. Es
gibt fluoreszierende Stoffe, die das erregende
Licht fast verlustlos in Fluoreszenzlicht umsetzen
konnen (z. B. Rhodamin in Athanol, Fluorescein
in Wasser). Andere haben nur eine Ausbeute von
wenigen Prozent (Erythrosin, Akridinfarbstoffe
u. a.). Trotzdem muB in jedem Falle eine starke
Lichtquelle verwendet werden, um eine ausrei-
chend kriftige Fluoreszenz zu erzielen. Die fluo-
reszierenden 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 umge-
wandelt werden kann, ist die Fluoreszenz um so
schwicher, je geringer die Lichtabsorption ist.
Das mikroskopische Praparat hat eine maximale
Dicke von 10 um und eine entsprechend geringe
Lichtabsorption. Am Beispiel des Fluorochroms
Thioflavin soll diese einmal zahlenmaBig darge-
stellt werden. Eine Losung von Thioflavin
1:1000 (0,1 g in 100 ml) hat bei 366 nm und ei-
ner Schichtdicke von 10 um eine Lichtabsorpticn
von E=0,054. Da E (=Extinktion) gleich g I,/I
ist, wobei I, das zu 100% eingestrahlte Erreger-
licht und I das die Lésung ungenutzt verlassende
Licht ist, ergibt sich fiir E der Wert lg 100/99.
Es wird also nur 1% des eingestrahlten Lichtes
absorbiert und in Fluoreszenzlicht verwandelt.
Wenn das mikroskopische Objekt statt 10 um
nur 1 um dick ist, was ja meistens der Fall ist, so
wird statt 1% nur 0,1% des eingestrahlten Lichtes
in Fluoreszenz umgewandelt. DaB diese winzi-
gen Lichtmengen iiberhaupt noch wahrnehmbar
sind, hdngt mit der enormen Lichtempfindlich-
keit des menschlichen Auges zusammen. Im
dunkeladaptierten Zustand vermag es noch
0,0002% der eingestrahlten, in Fluoreszenz um-
gewandelten Energie wahrzunehmen. In diesem
Falle verlassen 99,9998% des Erregerlichtes un-
genutzt das Priparat. An dieser Stelle muB3 noch
bedacht werden, daB die VergréBerung des Bil-
des Licht kostet. Bei einer 1000fachen VergroBe-
rung wird viermal so viel Licht benétigt, wie bei
einer 100fachen.

Diese Ausfithrungen sollten zeigen, daB die
Lichtabsorption der Fluorochrome fiir das Zu-
standekommen guter Fluoreszenzbilder von
groBter Bedeutung ist und daB man unbedingt
versuchen muB, den Schwerpunkt des Erreger-
lichtes in das Maximum ihrer Lichtabsorption zu
legen. Gleichzeitig wird verstindlich, warum
auch brillante Fluoreszenzbilder bei der Mikro-
fotografie sehr lange Belichtungszeiten trotz Ver-
wendung hochstempfindlicher Filme erfordern.

Verlexsser: Gerhard Goke, Bahnhofstrae 27, 5800 Ha-
gen

Vorteile der Fluoreszenzmikroskopie

Der groBte Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie
gegeniiber der konventionellen Lichtmikrosko-
pie ist die Moglichkeit, 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 1 : 1 000 000 bis 1: 1000
ist die Toxizitit vieler Fluorochrome so gering,
daB die Objekte in fast unverindertem Zustand
iber einen groBen Zeitraum hinweg beobachtet
werden konnen. Ein weiterer Vorteil der Fluores-
zenzmikroskopie ist darin zu sehen, daB man
auch bei Verwendung eines einzigen Farbstoffes
immer polychrome Bilder erhilt. Die zeitauf-
wendige Vorbereitung der Priparate, zum Bei-
spiel das Fixieren, kann in vielen Fillen einge-
spart werden.

Bei einer Fluoreszenzanregung mit ultraviolet-
tem Licht wiirden lebende Objekte bereits nach
kurzer Zeit durch die energiereiche Strahlung
geschidigt. Diese Gefahr besteht bei der Blau-
violett-, Blau- und Griinanregung in viel gerin-
gerem MaBe. Vitalfluorochromierte Objekte
konnen hier iiber einen groBen Zeitraum hinweg
beobachtet werden. Allerdings bewirkt die Anla-
gerung bestimmter, fir die Fluoreszenz verant-
wortlicher chemischer Gruppen an die Zellin-
haltsstoffe eine Sensibilisierung der Objekte
gegen das Erregerlicht, was zu ihrer ganz all-
mihlichen Schadigung fiihrt.

Literaturhinweise:

—

. GERLACH. D.: Fluoreszenzmikroskopie.
1. Teil: MIKROKOSMOS 68, 107-110. 1979
2. Teil: MIKROKOSMOS 68, 213220, 1979
3. Teil: MIKROKOSMOS 69, 3—-9. 1980

2. GOKE, G.: Methoden der Fluoreszenzmikroskopie.
1. Teil: MIKROKOSMOS 65, 382 —386. 1976
2. Teil: MIKROKOSMOS 66, 24 -29, 1977
3. Teil: MIKROKOSMOS 66, 148 —152. 1977
(Hier weitere Literaturstellen)

3. KrarT, W.: Die Fluoreszenzmikroskopie und ihre
geritetechnischen ~ Anforderungen. LEITZ-Mitt.
Wiss. u. Techn. Bd. V, Nr. 7. 193206, 1972.

4. KraFT. W.: Ein neues FITC-Filter fiir die Routine-
fluoreszenz. LEITZ-Mitt. Wiss. u. Techn. Bd.V,
Nr. 2,41-44, 1970.

. KRIEG, A.: Eine neue Einrichtung fiir die Fluores-
zenzmikroskopie im durch- und auffallenden Licht.
Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie und mikr. Technik 62,
256-264, 1955.

6. WALTER, F.: Fluoreszenzmikroskopie in Biologie

und Medizin. LEITZ-Mitt. Wiss. u. Techn. Bd.V,
Nr. 2, 33-40, 1970.

W

Hinweise auf Bezugsquellen:

Mikroskope mit Halogen-Hochleistungsleuchten, die
extern adaptiert sind. bauen Zeiss, Leitz, Wild, Will,
American Bptics (Reichert), Swift, Wickers, Hertel &
Reuss, PZO und Olympus.

Die Filter stammen von Schott & Gen. in Mainz. Inter-
ferenzfilter stellt aber auch die Balzers AG in Lichten-
stein her. Man kann die Filter auch von den Mikro-
skopherstellern nach Liste und durch den Fachhandel
beziehen.

Die HBO- und XBO-Brenner und die zugehérigen Vor-
schaltgerite beschaffen die Werksvertretungen bzw.
Verkaufsstellen von Osram und Phillips in allen groBe-
ren Stidten. Halogen-Glithbirnen 12 V/100 W kann
man in Fotogeschiften kaufen, die Projektoren anbie-
ten, oder bei den Mikroskop-Herstellern bzw. -Anbie-
tern. Eine solche Lampe kostet um DM 20,—.

Die Fluorochrome bezieht man am besten von der
Chroma-Gesellschaft in Stuttgart-Untertiirkheim, die
selteneren von SERVA-Feinbiochemica in 6900 Heidel-
berg |, ebenso das UV-Inert. Fluoreszenzfreies Glyze-
rin, Paraffin6l, Immersionsdl, Entellan usw. kann man
ebenfalls bei Chroma oder im Labor-Fachhandel (in al-

. len groBeren Stidten) bekommen. SERVA besorgt auch

die nicht lagermiBig gefithrten Fluorochrome im Aus-
land.
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Tabelle 1: Anregungswellenlingen und Emission bekannter Fluorochrome

Fluorochrom Anregung (nm) Emission (nm) Erregerfilter Sperrfilter
Akridingelb 400-500 Blau 530-590 Gelbgriin ~ BG 12/4 mm 0G 530/2 mn
- FITC-Filter
Akridinorange 400-550 Blau 530-590 Gelbgriin ~ BG 12/4 mm 0OG 530/2 mm
FITC-Filter
Acriflavin 410-450 Blau 500-590 Gelbgriin ~ BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
Interferenz- 0G515/2 mm
filter 436/20
Auramin 400-500 Blau 490-590 Griin BG 12/4 mm OG 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Atebrin 400-450 Blau 500-590 Gelbgriin  Interferenz- OG 515/2 mm
filter 436/20
Berberinsulfat 350-420 Violett 420-570 Gelbgrin UG 1/2 mm + GG 10/2 mm
(sauer) BG 38/4 mm
BAO (Bis-amino- ca. 280 Ultraviolett ~ 480-580 Griin UG 1/2 mm+ GG 10/2 mm
phenyloxdiazol) . BG 38/4 mm
Brillantsulfoflavin 400-420 Violett 490-530 Griin BG 12/4 mm 0G 515/2 mm
- . 0OG 530/2 mm
Catecholamine (Noradrena- 410-415 Violett 470-480 Blau Interferenzfilter Interferenzfilter
lin, Adrenalin, Dopamin)
Chininsulfat (sauer) ca. 340 Ultraviolett ~ 420-500 Hellblau UG 1/2 mm+ GG 10/2 mm
BG 38/4 mm
Feulgenfirbung ca. 550 Griin ca. 650 Rot Interferenz- RG 610/2 mm
(Pararosanilin) filter 546/20
Coriphosphin O 400-500 Blau 470-660 Griin BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter OG 515/2 mm
Diamantphosphin 400-500 Blau 470-660 Griin BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
. FITC-Filter OG 515/2 mm
Euchrysin 420-480 Blau 470-660 Griin BG 12/4 mm 0OG 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Fluorescein-Na 380-420 UV-Violett  500—600 Gelbgrin ~ BG 3/3 mm + 0G 530/2 mm
BG 38/4 mm 0G 515/2mm
Fluorescein (sauer) 350-450 UV-Violett 450-560 Blaugriin BG 3/3 mm+ OG 515/3 mm
BG 38/4 mm
Fluorescein- 490-495 Blau 520-530 Griin BG 12/2 mm+ 0G 515/2 mm
isothiocyanat BG 38/4 mm 0OG 530/2 mm
FITC FITC-Filter
BG 12/4 mm
Eosin 490-550 Blaugrin ~ 560-620 Gelb Interferenzfilter OG 530/2 mm
Pyronin ca. 550 Griin ca. 590 Orangerot Interferenz- 0G 590/2 mm
filter 546/20
Quinacrine- 430-460 Blau 490-530 Blaugriin BG 12/4 mm OG 515/2 mm
Mustard-dihydrochlorid FITC-Filter
Rhodamin B 530-570 Griin 550-700 Rot Interferenz- 0G 590/3 mm
Lissamin-Rhodamin B filter 546/20 RG 610/2 mm
Rivanol 360-420 UV-Violett 450—640 Griin UG 1/2 mm + GG 10/2-3 mm
. BG 38/4 mm
Serotonin 385-415 Violett 520-530 Blaugriin BG 3/3 mm+ OG 515/2 mm
BG 38/4 mm
Stilben ca. 360 Ultraviolett  ca. 460 Blau UG /2 mm + GG 10/2 mm
BG 38/2 mm
Tetracyclin 400-420 Violett ca. 560 Griin BG 12/4 mm OG 530/2 mm
BG 3/3 mm+
BG 38/4 mm
Thiazolgelb 400-420 Violett 440-650 Griin BG 12/4 mm 0G 515/2 mm
UG 1/2 mm+ GG 10/2 mm
BG 38/2 mm
Calceinblau ca. 375 Ultraviolett 420450 Blau T UG 1/2mm+ GG 13/2 mm
BG 38/4 mm GG 10/2 mm
Calcein ca. 495 Blau 500-550 Blaugriin BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter
Alizarinkomplexon ca. 580 Griin 600650 Rot Griines Inter- RG 610/2 mm
ferenzfilter
Xylenorange ca. 380 Ultraviolett ~ 580-640 Orangerot UG 1/2 mm + 0G 530/2 mm
BG 38/4 mm 0G 515/2 mm

BG 12/4 mm
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Die praktische Anwendqu

Der in der histochemischen Literatur hiufig ge-
brauchte Ausdruck ,spezifisch* oder ,.elektiv*
kann in der Fluoreszenzmikroskopie nicht in sei-
nem streng chemischen Sinne gebraucht werden.
Es ist zwar die Zielsetzung der Fluoreszenzmi-
kroskopie. einen spezifisch fluoreszierenden
Farbstoff aufzufinden, der in ebenso spezifischer
Weise nur ein genau definiertes Substrat zum
Leuchten bringt. doch ist dieses Ziel praktisch in
keinem Falle von sekundirer Fluoreszenz er-
reicht worden.

Die theoretische Deutung eines Firbevorganges
ist schwierig. Man muB einerseits 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 iiberblicken, weil ein Gewebe,
speziell eine Zelle, ein sehr komplexes Gebilde
ist. Jeder einzelne Bestandteil einer Zelle ist kein
einheitliches Substrat, sondern besteht aus einer
Vielzahl von Molekiilen, die sich in einem dau-
ernden Wechsel und Umbau befinden, den wir
als Zellstoffwechsel bezeichnen. Bei fixiertem Ma-
terial ist ein Stillstand dieser Vorgédnge eingetre-
ten. Hier befinden sich die Zellen nicht mehr in
ihrem urspriinglichen Zustand. Jede Fixierung,
mag sie noch so schonend durchgefiihrt werden,
ist stets eine Denaturierung der lebenden Zelle.
Es wiirde zu weit fiihren, alle Anwendungsgebie-
te der Fluoreszenzmikroskopie im einzelnen zu
beschreiben. Die wichtigsten sind in Tabelle 1
zusammengefaBt worden. ausgenommen die
zahlreichen Anwendungsgebiete im anorgani-
schen Bereich. Die Tabelle kann nur einen Uber-
blick iiber die vielfiltigen Moglichkeiten der
Fluoreszenzmikroskopie vermitteln und eine
Orientierungshilfe bei der Auswahl von Erreger-
und Sperrfiltern sein.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber 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
abhingig. Auch diese Tabelle kann nur eine
Orientierungshilfe bei der Suche nach Fluoro-
chromen mit moglichst vielen, fiir den Anwen-
dungsfall giinstigen Eigenschaften sein (S. 331).

Vitalfluorochromierung mit Akridinorange

Die Anfirbung der lebenden Zelle ohne tiefgrei-
fende Storung der Lebensfunktionen war seit der
Einfithrung der Vitalfirbetechnik durch PFEIF-
FER VON WELLHEIM (1886) ein erstrebtes Ziel der
biologischen Forschung. Mit Diachromen ist
eine Vitalfirbung ohne Schidigung der lebenden
Zelle technisch unméglich, weil Farbstoffl-
sungen in einer Konzentration von 1:100 bis
1:1000 erforderlich sind, deren Toxizitit be-
trichtlich ist. Hingegen werden die Fluorochro-
me in so extremen Verdiinnungen angewendet,
daB eine Schidigung der Lebensfunktionen,

wenn iiberhaupt, nur ganz allmihlich erfolgt, _

und auch dann handelt es sich meistens nur um
die Folge eines photodynamischen Effektes oder
einer Photosensibilisierung. Die Vitalfluorochro-
mierung wurde bereits 1919 von METZNER, spi-
ter von ELLINGER, HIRT, SCHUMACHER, STRUG-
GER, HOFLER u.a. an den verschiedensten Ob-
jekten durchgefiihrt. Der Mikroskopiker findet

hier ein sehr vielseitiges Arbeitsgebiet, das ihm
reichlich Spielraum fiir eigene Versuche laBt.
Bakterien, Hefen. Pilze, Protozoen aller Art, Ro-
tatorien. Witrmer und Algen, aber auch frische
Pflanzenschnitte, um nur einige Objekte zu nen-
nen, sind fiir die Vitalfluorochromierung beson-
ders gut geeignet. Die nachfolgend beschriebe-
nen Methoden lassen sich mit einem Durchlicht-
Fluoreszenzmikroskop bei Blauviolettanregung
durchfithren, aber auch bei Verwendung eines
Quecksilber- oder Xenon-Hoéchstdruckbrenners
anstelle der Halogenlampe sollte man das Blau-
violett Erregerfilter BG 12/4 mm bzw. das FITC-
Filter in Kombination mit den zugehdrigen
Sperrfiltern benutzen. i

Das Akridinorange hat zu den lebenden EiweiB-
korpern der Protoplasten eine stark ausgeprigte
Affinitit. Mit diesem Fluorochrom ist eine sehr
rasche und schonende Vitalfirbung aller wichti-
gen zytologischen Strukturelemente moglich. Le-
bendes und totes Protoplasma erscheint in ver-
schiedener Fluoreszenzfarbe: Lebende Zellen
werden griin, tote kupferrot gefarbt. Akridin-
orange wurde erstmals von BUKATSCH, HEITINGER
und STRUGGER (1940) fiir die Vitalfirbung ver-
wendet. Beispielsweise konnte STRUGGER die
Chromosomen in der lebenden Zelle ohne Sto-
rungen des Ablaufs der Mitose fluorochromieren
und auch einen Protophyten im zytologisch vél-
lig durchgefirbtem Zustand kultivieren. 1944 ge-
lang STRUGGER und ROSENBERGER die vitale
Fluorochromierung der Spermatozoen des Zie-
genbockes. Die damit durchgefiihrten kiinst-
lichen Besamungsversuche fiihrten zu einem
vollen Erfolg.

Das Akridin ist der Grundkorper aller Akridin-
farbstoffe, zu denen auch Trypaflavin. Atebrin
und Rivanol gehoren. Akridinorange ist ein was-
serloslicher, basischer Farbstoff von oranger bis
braungelber Eigenfarbe. die aber fiir seine Ver-
wendung als Diachrom zu schwach ist. Seine Ei-
genschaften als Fluorochrom sind von der Kon-
zentration und vom pH-Wert der Losung abhin-
gig. In stark verdiinnten Losungen (1:100 000
bis 1:10000) fluoresziert es laubgriin. Mit zu-
nehmender Konzentration geht die griine Fluo-
reszenzfarbe iiber Gelbgriin in Gelb iiber, bis
schlieBlich bei einer Konzentration von 1:500
bis 1:100 iiber Gelborange ein tiefes Kupferrot
erreicht wird. Diese Farbverinderung hat
STRUGGER als Konzentrationseffekt bezeichnet.
Wenn man rot fluoreszierende Akridinorangels-
sungen verdiinnt, so durchlaufen sie unter der
Quarzlampe von Kupferrot bis Griin alle Farb-
nuancen. Der EinfluB des pH-Wertes tritt nicht
so deutlich in Erscheinung wie der Konzentra-
tionseffekt. Erst oberhalb von pH8 wird die
Fluoreszenzintensitit stirker, wihrend in den
fiir biologische Untersuchungen in Betracht kom-
menden pH-Bereichen keine Anderung des Fluo-
reszenz zu beobachten ist. Auch die Lipoidlds-
lichkeit des Farbstoffes ist hier nur gering. Erst
im stark alkalischen Bereich ist Akridinorange
deutlich lipophil.

Firr die Vitalfluorochromierung stellt man sich
am besten Losungen von [:1000 bis 1:10 000
her, wobei man als Lésungsmittel immer das
Medium wihlt, in dem sich auch die Untersu-
chungsobjekte befinden (Leitungswasser, Tim-
pelwasser, Nihrlosung, physiologische Kochsalz-

- l6sung usw.). Einem Tropfen einer wiiBrigen Sus-
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pension von Mikroorganismen setzt man auf
dem Objekttriger einen Tropfen Akridinorange-
16sung zu. Dabei ist zu beachten, daB unmittel-
bar nach der Zugabe des Farbstoffes auch das
Medium fluoresziert und das mikroskopische
Bild iiberstrahlt. Bereits nach kurzer Zeit haben
Mikroorganismen und Detritus den Farbstoff-
iberschuB absorbiert. Diese Objekte leuchten
jetzt farbig auf dunklem Grund. Der Farbstoff
wurde iiberdosiert, wenn die Fluoreszenz des
Mediums bestehen bleibt und die mikroskopi-
sche Beobachtung hierdurch gestért wird. Nach
einigen Versuchen hat man die richtige Farb-
stoffkorizentration gefunden.

Die Mikroorganismen des SiiBwassers sind sehr
dankbare Objekte fiir Versuche mit Fluorochro-
men. In den lebenden Zellen leuchten die Kerne
hellgriin bis gelbgriin. Tote Organismen und or-
ganischer Detritus fluoreszieren kupferrot. Bei
sehr kriftiger Blauviolett-Anregung zeigen alle
chlorophyllhaltigen Objekte eine tiefrote Primar-
fluoreszenz. Die hier beschriebene Vitalfluoro-
chromierung mit Akridinorange sollte auch ein-
mal mit Akridingelb, Coriphosphin, Euchrysin,
Auramin und Rhodamin B durchgefithrt werden.
Obgleich diese Stoffe teilweise toxischer sind als
das bewihrte Akridinorange, kann man damit
unter den gleichen Bedingungen sehr schone
Fluoreszenzbilder erzielen. Auch Kulturen von
Protozoen und Algen sind fiir solche Untersu-
chungen geeignet. Man kann diese Organismen
im durchfluorochromierten Zustand zur Ver-
mehrung bringen, was besonders gut mit einem
zum Blaulicht-Fluoreszenzmikroskop umgebau-
ten Planktonmikroskop zu beobachten ist.

Fluorochromierung von Schleim und Mastzellen
(nach HAITINGER)

A. Mehrere Fluorochrome in wiBriger Losung
sind geeignet. 5 Minuten fluorochromieren in
Akridinorange NO,  Brillantphosphin G,
Euchrysin 2 GNX, Aurophosphin G oder Co-
riphosphin O 1:20000. Alle Loésungen auf
pH 3 gepuffert.

Bild 1: Cannabis sativa (Hanf), Stengel quer. Primire
Fluoreszenz. Film: Ektachrome 400 ASA Erregerfilter
BG 12/4 mm, Sperrfilter OG 530/2 mm, Achromat
10X /0,24 und Achromat 20 x /0,40; Projektiv 8 X

B. 5 Minuten in destilliertem Wasser, gepuffert
auf pH 3, auswaschen.

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

D. In steigender Alkoholreihe rasch entwissern
und iiber Xylol in UV-Inert einschlieBen.

Ergebnis: Schleim gelbgriin bis kupferrot. Mast-

zellen kupferrot.

Zellwinde in Pflanzenschnitten

. 1 Minute fluorochromieren in waBriger Lo-

sung von Coriphosphin O 1: 1000.

Farbstoffiiberschuf3 mit Wasser auswaschen.

. Nachbaden in 4%igem Formol

. An der Luft trocknen lassen oder durch die
steigende Alkoholreihe in Xylol iibertragen.

. EinschlieBen in Paraffin6l oder UV-Inert.

Ergebnis: Zellwande Orange.

o o e Y- 4

Vitalfirbung von Vakuolen (Zellsifte)

Methode 1:

A. 5 bis 10 Minuten fluorochromieren in alkali-
scher Losung (pH 8 bis 10) von Akridinoran-
ge NO 1:5000.

B. Waschen mit alkalischer Pufferlosung (pH 8
bis 10)

C. In der Pufferlosung einschlieBen und sofort
mikroskopieren.

Ergebnis: Speichernde Zellsifte griin bis gelb-

griin, nicht speichernde Zellsifte ziegelrot.

Methode 2:

A. 5 bis 10 Minuten fluorochromieren in waB-
riger Lésung von Rhodamin B 1: 1000.

B. Farbstoff mit destilliertem Wasser auswasch-
en.

C. In Wasser oder Glyzerin einschlieBen.

Ergebnis: Speichernde Zellsifte goldbraun, nicht

speichernde Zellsifte fluoreszieren nicht.

’
%\

N

A
[/
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Vitalfluorochromierung
von Bakteriensuspensionen

Fiir sehr viele Bakterienkulturen ist ein von
STRUGGER (1949) beschriebenes Schnellverfah-
ren geeignet. Mehrere Objekttriger werden mit
je einem Tropfen Akridinorangeldsung in phy-
siologischer Kochsalzlosung beschickt. Die Farb-
stoffkonzentration soll 1:5000 bis 1:10000 be-
tragen. Mit einer Platindse werden unterschied-
lich groBe Mengen Untersuchungsmaterial in
den Tropfen verrithrt. Nach dem Auflegen von
Deckgldsern wird mikroskopiert. Meistens ist ein
Priparat dabei, in dem das Bakterienmaterial
den Farbstoff vollig absorbiert hat, der Unter-
grund also vollkommen schwarz ist. Solche Fluo-
reszenzbilder sind sehr klar. Die Bakterien
leuchten in griiner. gelblicher oder gleiBend kup-
ferroter Fluoreszenzfarbe. Vorhandene Ein-
schliisse, Vakuolen oder Sporen sind deutlich
differenziert.

Vitalfluorochromierung von Hefezellen
und Pilzmycelien

In 1 ml Akridinorangelésung 1:10000 (herge-
stellt mit abgestandenem, chlorfreiem Leitungs-
wasser) wird eine Ose voll Hefematerial so ver-
teilt. daB eine leichte Triibung zu bemerken ist.
Einen Tropfen dieser Suspension iibertrdgt man
auf einen Objekttrager und legt ein Deckglas

Vitalfluorochromierung von Blut

Ein Tropfen Blut wird mit einem gleichgroBen
Tropfen Akridinorangelésung 1:10 000 (in phy-'
siologischer Kochsalzlosung) verriithrt und mit
einem Deckglas bedeckt. Die roten Blutkérper-
chen firben sich kaum an. Hingegen leuchten
die weiBen Blutkorperchen grell griin oder kup-
ferrot. Diese Methode hat eine besondere Bedeu-
tung fir den schnellen Nachweis von Blutparasi-
ten. deren Feinbau gut zu erkennen ist. Bei An-
wesenheit von Trypanosomen leuchtet deren Zy-
toplasma schwach griin, Die Kerne sind hellgrin
und die Volutinkérper kupferrot.

Diese kleine Auswahl von Anwendungsmoglich-
keiten der Vitalfluorochromierung soll den Mi-
kroskopiker.zu eigenen Versuchen anregen. Die
im Literaturverzeichnis aufgefiihrten Arbeiten
konnen dabei sehr hilfreich sein. Wie eingangs
gezeigt wurde, laBt sich die Fluoreszenzmikro-
skopie vielfiltig modifizieren und mit anderen
lichtmikroskopischen Verfahren kombinieren. Es
gibt heute eine groBe Palette von Fluorochro-
men, die allein angewendet bereits polychrome
Bilder liefern, miteinander gemischt oder bei
gleichzeitiger Verwendung von Diachromen je-
doch brillante Mehrfachfirbungen erméglichen.

Bild 2: Melilotus officinalis (Steinklee), Stengel quer
und langs. Primire Fluoreszenz. Film: Ektachrome 400
ASA Erregerfilter BG 12/4 mm, Sperrfilter OG 530/2
mm Achromat 10X /0.24; Projektiv 8 X

auf. Das Zytoplasma der toten Hefezellen fluo- Fluorochromierung von Holzschnitten und Sten-
resziert kupferrot, das der lebenden Zellen gelquerschnitten

leuchtend griin. Die Feinstruktur der Protopla-
sten ist sehr gut zu erkennen.

Pilzmycelien werden auf dem Objekttriger mit v Zers :
einem Tropfen Akridinorangelésung 1:50 000 ist mit einer ganzen Reihe von Fluorochro-
verrithrt und nach dem Auflegen des Deckglases men méglich, die in wiBriger Losung ange-
mikroskopiert. Ergebnis: Sporenmembran kup- wendet werden:

ferrot, Zytoplasma griin, Kerne leuchtend griin, =

Vakuolen ungefirbt.

A. Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung
von verholzten und unverholzten Zellwinden
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Fluorochrom Kon-  Ein- Fluoreszenzfarbe
zen- wir-
tration kungs- verholzt unver-
dauer holzt
Coriphosphin O 1:1000 I Min. griingelb orange
Euchrysin 1:1000 15 Sek. hellgrin  orangerot
2GNX
Primulin O 1: 500 | Min. gelb hellgriin

Rhodamin 6 G 1:1000 1Min. orangegelb gelblich
Akridinorange 1:1000 1Min. griin -

Bild 5: Zea mays (Mais). Stelzwurzel quer. Fluorochro-
miert mit Primulin. Film: Ektachrome 400 ASA Erre-
gerfilter BG 12/4 mm. Sperrfilter OG 530/2 mm Achro-
mat 10X /0.24: Projektiv 8 X

B. 10 Minuten in 4%igem Formol nachbaden.

C. Lufttrocknen oder schnell entwissern (Alko-
holreihe-Xylol)

D. EinschluB in Glyzerin. Paraffinol oder UV-
[nert (Dauerpriparat).

Leukozyten und Lymphozyten

A. Diinnen Blutausstrich auf gut gereinigtem
Objekttrager herstellen.

B. 10 Minuten in Methylalkohol fixieren.

C. 4 Minuten fluorochromieren in einer wiB-
rigen Losung von Coriphosphin O oder Eu-
chrysin 2 GNX 1:1000.

D. Farbstoffuberschu8 mit dest. Wasser aus-
waschen. Sofort mikroskopieren.

Ergebnis: Lymphozyten und Leukozyten orange

bis gelborange.

Nachweis von Bakterien-Sporen
(nach STRUGGER)

A. Material auf sorgfiltig gereinigtem Objekt-
triger ausstreichen und an der Luft trocknen.

B. In der Flamme fixieren.

C. Tropfen einer Mischung von 100 ml Brillant-
sulfoflavin 1:400 und 0,5 ml verfliissigten
Phenols (90-prozentig) aufbringen. Objekt-
triger sofort bis zur Dampfbildung in der

Flamme erhitzen, dann 2 Minuten einwirken
lassen.

D. Mit destilliertem Wasser auswaschen.

E. 40 Sekunden fluorochromieren mit Cori-
phosphin 1 : 1000 in destilliertem Wasser.

F. FarbstoffilberschuB mit destilliertem Wasser
auswaschen.

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

Ergebnis: Bakterien kupferrot, Sporen griingelb.

In diesem Beitrag konnten nur wenige. leicht
durchfithrbare Methoden Peschriebenjverden. )

Spezielle Methoden der Durchlicht-Fluoreszenz-
mikroskopie -

Es werden einige Methoden beschrieben, die
leicht durchfithrbar sind und in kiirzester Zeit
brillant fluoreszierende Bilder liefem. Damit
sind die Anwendungsmoglichkeiten des Verfah-
rens jedoch keineswegs erschopft. 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 groBes Expe-
rimentierfeld bietet, wie die Fluoreszenzmikro-
skopie.

Die meisten Fluorochrome werden in wisse-
rigen. stark verdiinnten Losungen angewendet.
Man wiegt eine entsprechende Menge des Farb-
stoffes ab und 16st sie unter wiederholtem Schiit-
teln in 100 ml bzw. 1 Liter destilliertem Wasser
restlos auf. Zur Konservierung kann man einige
Tropfen verfliissigtes Phenol (Karbolsdure) zu-
setzen. Wenn die Fluorochrome bei einem be-
stimmten pH-Wert verwendet werden sollen
oder fiir die Vitalfluorochromierung bestimmt
sind. entfillt dieser Zusatz. Einige Fluorochrome
miissen in Alkohol (Athanol) gelost werden.
0.1 g Farbstoff in 100 ml Losungsmittel ent-
spricht einer Konzentration von 1:1000. in ei-
nem Liter von 1:10000. Pflanzenextrakte, zum
Beispiel Chelidonium-Extrakt. werden unver-
diinnt als Fluorochrome verwendet.

Bei einigen Fluorochromierungen miissen be-
stimmte pH-Werte eingehalten werden. die man
mit geeigneten Pufferlosungen einstellt. Ge-
briauchlich sind zwei Methoden, von denen die
zuerst beschriebene in den meisten Fillen aus-
reicht. Erforderlich sind nur zwei Stammld-
sungen:

Stammlosung 1: 9.078 g Kaliumdihydrogenphos-

phat KH,PO, und 8.404 g Oxalsdure werden in
1 Liter dest. Wasser gelost.

Stammlosung 2: 25,480 g Borax (= Dinatriumte-
traborat Na, B,O; - 10 H,0) werden in 1 Liter
dest. Wasser gelost.

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

pH-Wert  ml Stammlosung |~ ml Stammlésung 2

4,0 57.8 422
5.0 518 482
6.0 46,6 534
7.0 41,2 58.8
8.0 32.2 67,8
9.0

24,6 754

Ein groBerer pH-Bereich wird mit der zweiten
Methode abgedeckt. Allerdings sind hierfiir vier
Stammldsungen erforderlich:
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Stammlosung 1:

n/10 Salzsdure (am besten als Ampulle fertig
kaufen).

Stammlosung 2:

9.08 g Dikaliumhydrogenphosphat KH,PO, in
1 Liter dest. Wasser.

Stammlosung 3:

23,89 g Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO, in
1 Liter dest. Wasser.

Stammlosung 4:

2535 g Trikaliumphosphat K;PO, in I Liter
dest. Wasser.

Gut verschlossen sind diese Losungen praktisch
unbegrenzt haltbar. Kurz vor Gebrauch werden
sie miteinander gemischt:

pH-Wert ml = ml ml ml
Stamm-  Stamm-  Stamm-  Stamm-
losung 1 losung 2 losung 3 losung

2.09 95 S - -
3.51 =) 95 - -
4,84 - 100 - -
5,81 - 90 10 -
6.36 - 80 20 -
7,11 - 40 60 -
7,63 = 60 - 40
8.22 - 55 - 45
10,15 - 50 - 50
11.14 - 40 = 60

Fir die fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chung ist unfixiertes oder kurz fixiertes Material
am besten geeignet, weil nach langer Fixierung
Anderungen der Primir- und Sekundirfluores-
zenz auftreten. Alle Quecksilber-, eisen- und jod-
haltigen Fixierungsmittel sind unbrauchbar. For-
maldehydlésung (10 ml 35%iges Formol+ 90 ml
Wasser) oder gasformiges, aus Paraformaldehyd-
Tabletten hergestelltes Formaldehyd und Car-
noysches Gemisch (60 ml Athanol +30 ml Chlo-
roform+ 10 ml Eisessig) sind geeignete Fixie-
rungsmittel.

Als EinschluBmittel sind je nach Art des Mate-
rials und der Fiarbung folgende Medien verwend-
bar: Fluoreszenzfreies Paraffinol, Glyzerin, Was-
ser, Entellan, Plexigum und UV-Inert (Serva,
Heidelberg). Die drei zuletzt aufgefiihrten Mittel
sind in Toluol geléste Kunstharze, bei deren Ver-
wendung das einzuschlieBende Objekt vorher in
der steigenden Alkoholreihe entwissert werden
muB, bevor es iiber Xylol oder Toluol in das Ein-
schluBmittel gebracht wird. Da manche Fluo-
rochrome alkoholl6slich sind, muB diese Ent-
wisserung rasch erfolgen.

Bei Blauviolett- und Blauanregung kénnen auch
halbweiBe Objekttriger verwendet werden. Bei
UV-Anregung sind hingegen unbedingt reinwei-
Be, fluoreszenzfreie Objekttrager erforderlich.
Fluorochromiert wird auf dem Objekttriger. Der
UberschuB des zuletzt verwendeten Waschwas-
sers wird mit Filtrierpapier abgesaugt. Mit Hilfe
eines Tropfréhrchens bringt man die Fluoro-
chromlésung auf den Schnitt oder den Ausstrich
und 148t sie der Vorschrift entsprechend lange
einwirken. Danach wird sie mit Filtrierpapier
abgesaugt und durch die Waschfliissigkeit er-
setzt, die solange erneuert und wieder abgesaugt
wird, bis das Filtrierpapier vollkommen farblos
bleibt. Danach kann man das Priparat in Glyze-
rin einschlieBen, an der Luft trocknen lassen und
mit Paraffin6l abdecken oder itber die steigende

Alkohoireihe und Xylol in einem der genannten

Kunstharze einbetten.

" m

Primirfluoreszenz von Vogelfedern

Die roten und gelben Federn der Papageien, Tu-
kane, Prachtfinken, Webervogel und vieler an-
derer Arten zeigen bei Blauviolett- und Blauan-
regung eine prichtige Primarfluoreszenz. Von
einer Deckfeder schneidet man das dicke Ende
des Kiels ab, legt sie kurze Zeit in Xylol oder To-
luol und ibertrigt sie tropfnaB in UV-Inert.
Nach dem Auflegen des Deckglases muB je nach
der Dicke des verbliebenen Kiels noch UV-Inert
nachgefiillt werden.

Primirfluoreszenz von Insektenschuppen

An den pigmentgefirbten rétlichen und gelb-
lichen Fliigelschuppen von Schmetterlingen, be-
sonders von den prichtig gefirbten Exoten, aber
auch von vielen anderen Insekten, ist bei UV-,
Blauviolett- und Blauanregung eine schéne Pri-
mirfluoreszenz zu beobachten. Die Schuppen
werden auf dem Objekttriger mit UV-Inert ver-
rithrt und mit einem Deckglas abgedeckt.

Primirfluoreszenz von Pflanzenteilen

Ungefirbte Schnitte von Holzern zeigen oft eine
kriftige Primirfluoreszenz. Aber auch in vielen
Stengelquerschnitten sind bei UV-, Blauviolett-
und Blauanregung Fluoreszenzen zu beobach-
ten. Ein gutes Beispiel ist das Holz der Berberit-
ze. Die Schnitte konnen mit UV-Inert zu Dauer-
priparaten verarbeitet werden.

Zellkerne und Protoplasma in Pflanzenschnitten

Methode 1 (nach HAITINGER):

A. 4 Minuten Fluorochromieren in einer Mi-
schung von 75 ml wiaBriger Coriphosphin
O-Losung 1:10000 und 25 ml einer wabBri-
gen Fuchsin-Losung 1: 10 000.

B. FarbstoffitberschuB mit Wasser auswaschen.

C. EinschluB in Glyzerin.

Ergebnis: Zellkerne gelbgriin bis gelb, Protoplas-

ma rot, Kernkérperchen orange, Karyotm gelb-

griin, Chromosomen gelbgriin.

Methode 2 (nach HAITINGER):

A. 10 Minuten fluorochromieren in waBriger

Losung von Akridinorange 1 : 5000.
B. FarbstoffiberschuB8 mit destilliertem Wasser
auswaschen.
C. In Wasser oder Glyzerin einschlieBen.
Ergebnis: Zellkerne griin, Protoplasma rot.

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

A. Mehrere Fluorochrome sind geeignet. 3 Mi-
nuten fluorochromieren in wiBriger Losung
von Akridinorange NO, Coriphosphin O,
Phosphin. 3R oder Euchrysin 2 GNX
1:10 000.
FarbstoffiiberschuB mit Wasser auswaschen
. 10 Minuten nachbaden in 4%igem Formol.
. Lufttrocknen oder in der Alkoholreihe rasch
entwissern und in Xylol bringen.
In Paraffindl oder UV-Inert einschlieBen.
rgebms Zellkerne leuchtend gelb.

m oOaOw .




o~

Nr.r% 32

Blatt 12

Tabelle 1: Anwendungsgebiete der Fluoreszenzmikroskopie

Anwendungs- Methode/Fluorochrom  Spezifisch - Erregerfilter Sperrfilter
gebiet anwendbar flr:
Antigen-Antikor- FITC (Fluorescein- Nachweis von Antigen- FITC-Filter OG 515/2 mm
per-Reaktionen isothiocyanat) Antikérper-Reaktionen
Evans-Blue Rot-Kontrastierung
von FITC-Farbungen
DANS (Diamino- Nachweis von Antigen- UG 1/2 mm + GG 10/2 mm
naphthylsuifonsiure) Antikérper-Reaktionen - BG 38/4 mm GG 4/2 mm
Rhodamin B 200 (Lis- Nachweis von Antigen- Interferenzfilter 0OG 590/3 mm
sBalznoi(x)x-Rhodamin Antikérper-Reaktionen 546/20 Griin RG 610/2 mm
)
TRITC (Tetra- Nachweis von Antigen- Interferenzfilter 0G 590/3 mm
methylrhodamin- Antikdrper-Reaktionen 546/20 Griin RG 610/2 mm
isothiocyanat)
Bakteriologie Akridinorange Viele Bakterien. Unter- BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
3 & scheidung lebender und ~ FITC-Filter
toter Bakterien o
Akridingelb Tuberkulose BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
Auramin Tuberkulose, Lepra BG 12/4 mm OG 530/2 mm
FITC-Filter
Berberinsulfat Viele Bakterien UG 1/2 mm + GG 10/2 mm
BG 38/4 mm
Coriphosphin Diphterie und andere BG 12/4 mm - OG 530/2 mm
Bakterien FITC-Filter OG 515/2 mm
Chromosomen Atebrin Chromosomen-Banden Interferenzfilter - OG 515/2 mm
436/20
Chinacrin Chromosomen-Banden  Interferenzfilter 0OG 515/2 mm
436/20
Quinacrine-Mustard ,,Drumsticks“ (Ge- BG 12/4 mm 0OG 530/2 mm
schlechtsbestimmung) FITC-Filter
EiweiB, Schleim Akridinorange Schleim BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter
Aurophosphin G Schleim BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
% Euchrysin Schleim BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter OG 515/2 mm
Coriphosphin Schleim BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Tizianrot R Eiweil Interferenzfilter OG 590/
546/20 2-3mm
Sulfaflavin EiweiB UG 172 mm GG 10/2 mm
+BG 3874
Holz Euchrysin Zellulose BG 12/4 mm 0OG 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Coriphosphin Zellulose BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Primulin 0 Zellulose BG 12/4 mm 0G 515/2 mm
0G 530/2 mm
Knochen Calceinblau- Polychrome Interferenzfilter 0G 515/2 mm
Xylenorange Se?ucnzmarkierung KP 490/500 0G 530/2 mm
Calceinblau-Alizarin- Polychrome Sequenz- Interferenzfilter OG 515/3 mm
komplexon markierung KP 490/500 0G 530/2 mm
Oxytetracyclin Polychrome Sequenz- BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
markierung OG 515/2 mm
Saurefuchsin Osteonen Interferenzfilter 0G 590/
546/20 2-3mm
Limnologie Akridinorange Vitalfluorochromierung ~ BG 12/4 mm 0OG 530/2 mm
Hydrobiologie FITC-Filter OG 515/2 mm
Coriphosphin Vitalfluorochrgmierung ~ BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
FITC-Filter 0G 515/2 mm
Rhodamin B Vitalfluorochromierung  Interferenzfilter 0G 590/
546/20 2-3mm
RG 610/2 mm
Zytologie Acriflavin Nukleinsduren Interferenzfilter 0G 51572
und verwandte 436/20
Gebiete BAO (Bis-amino- Quantitative UG 1/2 mm + GG 10/2 mm
phenyloxadiazol DNA-Bestimmung BG 38/4 mm
Coriphosphin Lymphozyten. BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
Leukozyten FITC-Filter OG 515/2 mm
Dansylchlorid Lysine UG 1/2 mm + GG 10/2 mm
BG 38/4 mm
Euchrysin Lymphozyten, BG 12/4 mm 0G 530/2 mm
Leukozyten FITC-Filter 0G 515/2 mm
MPS nach Ploem Blutbild-Differenzie- Interferenzfilter GG 10/2 mm
(Methylgriin- rung (Doppelfirbung) BP 365 und Inter- GG 395/3 mm
Pyronin-Stilben) 2 ferenzfilter 546/ 0G 590/3 mm
20 im Wechsel im Wechsel
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Tabelle 2: Konzentrationen und Fluoreszenzfarben bei verschiedenen Fluorochromen.

(nach HAITINGER)

A. Mehrere lipophile Fluorochrome in wasse-
riger Losung sind geeignet: .

Fluorochrom Konzen- Einwir- Fluores-
tration kungsdauer  zenzfarbe

Chelidonium-  unver- 3 Min. tiirkisblau
Extrakt diinnt

Chlorophyll- unver- 3 Min. feuerrot
Extrakt diinnt

Coriphosphin O 1:1000 1 Min. gelbgriin

Neutralrot B 1:2000 2 Min. goldgelb

Phosphin 3 R 1:10000 2 Min. griin

Primulin O 1:10000 10 Min. griin

Thioflavin S 1:10000 10 Min. dunkelblau

B. Farbstoffitberschuf3 auswaschen.
C. In Glyzerin einbetten

Verfasser: Gerhard Goke.
Bahnhofstr. 27,
5800 Hagen |

Fluorochrom Konzentra- Zellkern  Proto- Schleim  Mark- Elastische Querge-  Fett
tion plasma scheiden  Fasern streifte
Muskeln
Akridinorange 1: 50000 grin-rot - = = - - -
Aurophosphin  1: 50000 goldgelb blaBgelb  griin - E hellgrin  blaulich
Berberin- 1: 100000 gelb = = = E = —
sulfat
Brillantdianil- 1: 100000 weiB - = blau - - rosa.
gﬁn G blau
oriphosphin O 1: 1000000 gelbgriin blaBgelb orange gelb griin blaBgriin  gelbgriin
Coriphosphin- 1: 100000 gelb rétlich-gelb leuchtend — gelb gelb blau
Fuchsin rot
.+ Rheum sinense- unverdiinnt blaBgelb- blaBgelb- — lichtgelb grau-
Extrakt griin griin griin leuchtend
gelb
Chelidonium-  unverdiinnt goldgelb - = - - - blau
Extrakt :
Chlorophyll- unverdiinnt - - - - = = blutrot
Extrakt
Euchrysin 1: 300000 gelb gelbgriin - - E blaBgriin -
Flavophosphin 1: 50000 gelb gelbgriin  griin - griin oliv griin
Fuchsin 1: 10000 - - ot o st - - blau
Geranin G 1 10000 - - - rosa weiBlich  rétlich blau
Neutralrot 1 20000 dunkelrot rotlich - gelblich rotlich gelbgriin-
blaugriin
Phosphin 3 R 1:1000000 goldgelb elblich - gelblich  rétlich gelb gelbgriin
Pinachrom I3 1000 blaBblau blaBblau weiBlich — blaBblau blaBblau blau
Primulin 1: 100000 blauwei blauweil - blaBblau blaBweiB hellblau  —
Primulingelb 1: 100000 weiBlich weiBlich weiBblau bldulich  weiBlich  blauwei blau
Rhodamin G 1: 100000 blaBgelb blaBgelb gelblich - gelb gelb
Rosolrot 1 50000 gelbrot gelbrot - - rot rot gelbgriin
Thiazolgelb G 1: 100000 — BlaBblau - blau elbrin  blau -
Thioflavon S 1:1000000 hellblau  hellblau  blau hellblau eligelb  gelbgriin  dunkelblau
Trypaflavin 1:5000000 gelbgriin gelbgriin  griin - griin grinlich  gelb
E =Eigenfluoreszenz
Fett in menschlichem oder tierischem Gewebe Literaturhinweise:
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. : Feder aus der
Haube des Nymphen-
sittichs. Primare Fluores-
zenz. Film: Fujichrome
400 ASA, Erregerfilter
BG 12/4 mm; Sperrfilter
0OG 530/2 mm, Plana-
chromat 10x 70.24 und
Planachromat 20 X/0.40:
Projektiv 8 X

Cucurbito pepo (Kiirbis), Stamm quer. Fluo-
rochromiert mit Primulin. Film: Ekiachrome 400 ASA
Erregerfilter BG 12/4 mm. Sperrfilter OG 530/2 mm
Achromat 10X /0,24”; Projekuv 8 X

. . Verholzte Wurzel der Kiefer. quer. Primire
Fluoreszenz. Film: Fujichrome 400 ASA Erregerfilter
BG 12/4 mm. Sperrﬁ{ter 0G 530/2 mm  Achromat
20% /0,40; Projektiv 8 X




Fluoreszenzmikroskopie

Sic KU LBIEF

Bild 160: Durchlicht-Hellfeldanregung schema-
tisch.

S Brenner, KI Kollektor, LB Leuchtfeidblende,
EF Erregerfilter, Sp Umlenkspiegel, Xd Kon-
densor, Pr Priparat, B/ Blende,0b Objektiv, Ze
Zwischenbildebene, Ok Okular, SF Sperrfilter.

Bild 162: Auflicht-Fluoreszenzanregung sche-
matisch.

S Brenner, EF Erregerfilter, St Strahlenteiler,
Ob Objektiv, SpF Sperrfilter, Ok Okular.

Die vier miiglichen Strahlengénge
bei der Fluoreszenzmikroskopie.
Aus GJGOKE : "Moderne Methoden
der Lichtmikroskopie”.
Franckh-Stuttgart 1988

S Kl LB EF

Bild 161: Durchlicht-Dunkelfeldanregung sche-
matisch.

DK Durchlicht-Dunkelfeldkondensor. Die an-
deren Bezeichnungen wie in Bild 160.

L

Bild 172: Auflicht-Fluoreszenzanregung in
Kombination mit Phasenkontrast oder Ampli-
tudenkontrast, schematisch. L Glithbirne, KI
Kollektor, Lb Leuchtfeldblende, Sp Umlenk-
spiegel, F Farbfilter, Rb6 Ringblende, Kd Kon-
densor, Oe Objektebene. Ph-Ob Phasenkon-
trastobjektiv, ST Strahlenteiler, S Brenner, EF
Erregerfilter, Ok Okular, SF Sperrfilter.
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