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Lichtmikroskopie

f'lethade ' Simultrrne Beleuchtungs- und Konfrss tverfshren

Literätur I MTKROKOSMOS 83, 69 - 72 (1994)

Anwendungsbere i ch :

A11e l'likroskope mi.t elngebarter (öh lerbeleuchtung

!1it zwej- auf einander abgesti"mnten Lichtquellen, di.e bej.rle nach
den Köhlerschen Prinzip zuerst 1n die vordere Brennebene des
Kondensors und dann in die 0bjektebene projiziert werden, kann
rnan verschiedene Beleuchtungsarcen bzw. Koncrastverfahren mitein-
an<ler konbi-nieren und nacheinander oder simul[an einsetaen.
Die YerfLechtung beider St.rahlengänge aeigt Abb. 1. Man benijtigt
einen Strahlenreiler, tler in einen Gehäuse untergebracht isL
und auf die Lichtaustrittsöffnung eines Mikroskopfußes mj.L
eingebauter (öhlerscher Bleuchlung aufgesetzt verden kann (Abb.2)
Ä1s Srrahlenteiler sind große Abbesche Würfe'1 und p1anpara11ele
GlasplarLen geeignet. Das Strahlentei.Lergehäuse in Abb. ? gehört
zu dem universellen Mikroblitz nach STAHLSCHMIDT {1), den heute
viele Mikroskopiker besl Lzen. Anstelle des Elektronenblitzes
ist hier eine Mikroskopierleuchte nit Kollektor und Leuchtfeld-
blende adaptiert worden. Die Teilerplatte hat das günsrige Tei-
lungsverhältnis 50 : 50. Die in den Mikroskopfuß eingebaute
oder an das Staciv argesetzte Leuchte ist, in den Abb,1 und
3 mir A, die aufgesetzte zweiLe Leuchte nit B bereichnet. Beide
niüssen getrennE voneinander mit je einem Transfornator regelbar
sein oder bei der simultanen Fluoreszenzanregung je ein Vorschalt-
gerät bzv. nur ein Yorschalrgeräb und einen Regeltransfornator
besitzen. Die LeuchtfeLdblenden der beiden Leuchten werden nach

voll geöffent sein, yeil sie bei der sinulcanen Beleuchtung
überflüssig ist und nur störeo lrürde.
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Abb. 1: Simultane Eeleuchtung nr:ch dem
Köhlerschen Prinzip {schemotisch) mit zwei
Glühlompen" A eingeboute Leuchte, B au{ge-
seizle Leuchie.

Prinzip nacheinander in'Präparat abgebildet.
teuchufeldblende des STAHLSCHMIDTschen Blitzes
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Abb. 2: Struhlenteiler mit odoptierter Köhler-
scher Leuchte ouf der Lichtoustrittsöffnung
eines System-Mikroskops.
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Mi.t der beschriebenen Beleuchtungsanordnung 1st die Konbinatioa
mehrerer DurchlichL-Methoden raög1ich.

Durchllcht- Ilunkelfel-d und -Eellfeld

Im BeleuchtungssLrahlengang befindet sich ein lleLl-feldkondensor,
in dessen Filterträger eine Zentralblende liegt. Diese besteht
jedoch nicht aus Lichtundurchläsi,gen Material, sondern aus einem
Kulststoff-PolarisationsfiLter von Lg bis l9 nm Durchnesser,
das in die Miute einer Glasplatte vor 32 mm Durchnesser geklebt
vurde. Äuf der T,ichcaustrittsöffnung des Mikroskopfußes befindet
sich unterhalb des StrahLenleilers ein PoJ-arisalor, dessen Schvin-
gungsrichtung nit der des kleinen Pol-Filrers (=ZentralbLende)
gekreurt ist, Beim Einschalten von Leuchte Ä 1äBt das als
Zenlralblende dienende Po1-Filter kein Licht durch. Nur das
durch die klare Randzone der Glasplatte fallende Licht kans
das 0bj ekt beleuchten. Es geLangt aber nicht ins ObJ ekriv. Bei
ricbtiger Höheneinslel lung des Kondensors b eobachtet üao mi t
den 0bj ektiven 5x/0 , 1 bis 40xl0, 65 ( letzteres mit lris- oder
Ei.nhängeblende) eia Dunkelf eldbild . Irlenn j eLzt das Licht von
Leuchte B alLnäb1ich zugenischt wi.rd, so e;rtsteht sinullan zu
dem Dunkelfetdbild ein !{e1l.fe1dbil"d. Durch Hochfahren und Zurück-
nehnen ma1 der einen und ma1 der anderen Lanpenspaaoung nit
den beiden Regeltransfortaloren kann man sehr rasch vofi elrlern
Konttäst zum anderen übergehen, ohne am Kondensor etwa,s verändern
zu _utürssen.

t

Pcil-arisiertes Li.cht und f,ellfeld

Der Polarisator bLeibt rsi.e beschrieben auf der Lichtaustrittsöff-
nung des Stativfufies. An geeigneter Ste11e im Äbbildungsstrahlea-
gang des Mikroskops vird ein Änalysator eingesetzt. Die Schwin-
gungsrichtung der beiden Polare ist gekreuzt. 'w*enn l,euchte A
eingeschaltet wird, erscheinen al"1e doppelbrechenden SL.rukturen
des Präparates he11 baw. f arbig auf schwarzen Grund . f.iird ein
Koarpensator zugeschal-tet , z.B. Rot I, so ist auch der BiLdunt.er-
grund f arbig. l,Jenn ntan den Transf ornator von Leuchte B langsam
hochfährt r ,so . vird dem Polarisacioasbild gaoz a11rnäh1ich ein
He1lfe1dbi1d überlagert, Beim Zurücknehmen der Lampenspannung
voa Leuchte B wird das Polarisationsbild t^rieder aufgebaut. Die
Methode kann sinnvoll genulzl werden, r.rena in einem Mischobjekt,
z.B. in einem PflanaenschniLl oder j.n einem histologischen Prä*
parat die doppeLbrechenden Serukturen lokali.sierl raerden so11en.

Differentieller Isterferenakontr:ast (CIIf) und HelLfeld

trrieder wird der Pol-ari"sator auf der Lichtaustrittsöffnung ange-
ordneL. über dern Strahlenteiler befiridet sich das Kompensations-
prisna des DIK-Kondensors. Irn übrlgen bl-eibr der Aufbau des
DIK*Mikroskops erhalten. {rlenn teuchte A eingeschaltet ist ,
entsteht ein B j. 1d im Df K. i.lird das Licht von Leuchte B langsam
zugemlscht , so ents Lehr galrz allmähLich ein He1lf eldbild , r,re j.1
dieses tr icht nicht polarS"siert is t . 0hne die Einstell.ung des
lfi.kroskops
umschal Len

zü verändern kann nan rasch von DIK auf HellfeLd
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Durchlicbt-Fluoreszeuz und Hellfe1d

Sehr bekannt ist die sinultane Kontrastfluoresz.enz, bei der
einem durch Auflichlanregung erzeuglen Fluoresaenzbild ein Durch-
lichc-He11fe1d-, Phasenkontrast'- oder Dunkelfeldbild überlagert
r+ird. Diese Verfahren können für die DurchlichE-Fluoreszenzanre-
gung ent.sprechend raodif iziert verden.

Abb. 3 zeigt den Äufbau der BeLeuchtungsanordnung. Leuchte Ä
enthä1L eine 12 y/ i00 I.I-Halogenlanpe oder eirten HBO-Brenner.
Auf der tichtaustrittsöffung des Mikroskopfußes oder in der
Filt,ertasche befindet slch das Blauviol-ett-Erregerfilter BG
12/4 Bn, isr abbildenden Strahl"engang das Sperfilter 0G 530/2
mm. Es sind auch andere fil-terkonbinationen mögJ"ich. Das Präparat
ist fluorochromiert , z.B. nit, Akridinorange. Wenn nur Leuchte
A eingeschaltet ist, fluoreszieren die nikroskopischen 0bjekte
grün bis kupf errot auf schr.rarzen Grund. Durch Zuschalten von
Leuchte B entsLeht ein HeLLfeldbi1d, dessen Farbe vorn Sperrfilter
bestinnt vird" Man kann aber auch ein dunkel-roles Filter in
Leuchte B einlegen. Dann fluoreszieren hauptsächlich die lebenden
Mikroorganisrnen grün auf roteru Grund. Bringf nan hingegen ein
strenges Grünfilter in den Strahlengang von Leuchte B, so heben
sich die (meistens toten) rot fluoreszierendea 0bjekre sehr
schön yon grünen U-ntergrund ab. Chlorophyll hat unter diesen
Bedingungen eine rote Prinärfluores zenz. Prinaipiell sind auch
andere Fluorochrone und Fillerkombinalionen nögLich.
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Abb. 3: SimultEne Kontrqstfluoreszenz sche-
mslisch. A eingebuule KöhlErsche LEuchte'
mit GlUhbirne, I Fluoreszenrleuchle mil Erre-
gerfiltern. Die Leschten können ouch umge-
kehd ongeordnet werden,

Der SLrahlenleiler vernindert die fnrensität des Erregerlichles
un 50 %. Deshalb muß eine gute LIchtführung der Lampenopti,k
gewährleistet sein.
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Durchl-icht*Fluoresaenz und Dunkelfeld

l.lenn sich ein Dunkelf eldkondensor in $trahlengang bef indet,
gelangt das fluoreszenzanregende tichL von Leucbte A nicht
ins 0bjektiv (Dunkelfeldanregung) " Beim Zuschalten von Leuchle
B entsteht j edoch ein Dunkelfeldbild, dessen fnlensität auf
die des Fluoreszenzbildes nit den Regeltransforaator abgesliatmL
werden kann. Wegen der größeren Leuchudichte isL ein HB0-Brenner
als Lichtquelle der Halogenlampe vorzueiehen " Man rnu8 trotz
des Dunkelfeldkondensors ein geeignetes Sperrfilter einsetzen,
um das UV-Srreulicht zu elirninieren. Abb. 3 zeigc die Anordnung
für Hel1feld, Dunkelfeld und Fluoreszene.

Ilurchlicht-fluoreszenz und Phasenkorrtrasl

Auflichr-Fluoreszenz korabiniert nit Durchlicht.-Phasenkortrast
ist das bekannteste simul!ane Kontrastverfahren" Für Durchlichc*
PhasenkonLrast*Fluoreszenz ist, ein spez3-eller Phasenkontrastkon-
densor erf orderlich (Abb.4) , der s.Zt, nicht hergestellt ',/ird.
Die Ringblenden dieses Kondensors bestehen aus UV- bzu. blau-
durchlässigen Interf erenaf lltern. Deshalb .soll diese l"let,hode
hier nur arn Rande erwähnt werden. Abb. 4 zeigt. die Unterseite
des von Prof essor l'1 . Pl"uta konstruierLen Kondensors. Die Hoch-
leistungsleuchLe A nuß ein geelgnetes Erregerfilter enLhalten,
dessen Llcht 'von ,den Interferenzschichten durchgelassen uird.
In Abhängigkeit yom Fluorochrora beobachtet man ein Pluoreszenz-
biLd. Wenn nan Leuchte B zuschaltet und sich di.e ri.chtige Ri.ng-
bfende irn Strahlengang befindet, 5o wird dai FLuoreseenzbild
von einen Phasenkontraetbild überlagerl. liird leuchte A abgeschal
tel, so siehl man ein reines Phasenkoncraslbilri auf b1äulichern
Unlergrund.

Abb. 4: Blendenrevolver
lnler{erenzf iltern für die
kontrost* Fluo teszenz,

mir Ringblenden sus
simuhone Phosen-
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Sinultane Durchlicht-Fluoreszeqz

Es ist bekannL, daß ein Fluorochrom nur in einen ganz best,imüten
WeLlenlängenbereich zur Fluoreszenz befählgt ist. hlenn ein Präpa-
rat nlt zvej- verschiedenen Fl-uorochronen behandelt wurde oder
zueätzlich ei.ne charkteristi,sche Prirnärf luoreszenz besitzt,
kann die Anregung nit zwei- verschledenen He11en1ängenbereichen
sinnvoll sei.n. Die Leuchten A und B in Abb.5 sind nit IlB0-Bren*
nern, jedoch nit. unterschiedlichen Erregerfiltern ausgerüstet,.
Beisplelsweise kann leuchte A UV-ticht, teuchte B Jedoch BLau-
licht emittieren. fn beiden Fä1len würde ein Sperrfi.lt,er OG
53A/2 nrn ausreichen. Wenn beide Lichtquellen eingeschaltet. sind,
werden auch beide Fluorochrone fluoreszieren. Durch Abschalten
der einen oder der anderen Leucht.e können beide Fluorochrone
einzeln angeregt werden.
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Abb. 5: Simultqne Durchlichr-Fluoreszenz mit
zwei Fluoreszenzleuchten (schemotiech).
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