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Ausbleichen. Die Leichtigkeit, mit der die Verhält-
nisse für die Fluoreszenzanregung mittels Auflicht-
beleuchtung in der Objektebene reproduziert wer-
den können, ermöglicht das Messen vieler Zellen.

Zusammenfassung

Es wird die Fluoreszenzmikroskopie mittels eines
neuen Auflichtilluminator-Typs unter Verwendung
von ultraviolettem, violettem, blauem oder grünem
Erregerlicht beschrieben. Die Benutzung von Schmal-
bandfiltern in Kombination mit dieser Beleuchtung
wird erörtert. Es erfolgt weiterhin eine Besprechung
der Verwendung von Fluoreszenz-Selektionsfiltern
als Sekundärfilter (Sperrfilter) für die Verbesserung
des Bildkontrastes bei mikroskopischen Präparaten.

Es wird eine Anzahl Anwendungsmöglichkeiten der
Auflichtbeleuchtung, wie z. B. bei der ImmunHuores-
zenz, der Supravital- und Vitalfärbung sowie den
histochemischen Färbungen, beschrieben. Zum Schluß
werden die vielversprechenden Anwendungsmög-
lichkeiten der Auflicht-Fluoreszenz bei der Mikro-
üuorometrie in der Immunofluoreszenztechnik und
der Histochemie aufgezeigt.
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Die Technologie

des LEITZ-FIuoreszenzopuk
Von Winfried Kraft, Wetzlar')

In der Fluoreszenzmikroskopie wurde bis vor weni-
gen Jahren fast ausschließlich Durchlichtbeleuchtung
angewandt und die Diagnose nach dem visuellen
Eindruck und der Erfahrung des jeweiligen Beob-
achters gestellt. Dabei konnte das Untersuchungs-
ergebnis durch eine Reihe von Faktoren ungünstig
beeinflußt werden. Dazu zählen zu dicke mikrosko'-
pische Präparate, zu starke Fluorochromierungen
verbunden mit einer zu hohen Absorption, nicht
lichtbeständige Fluorochrome und vor allem zu ein-
seitige Fluorochromierungen mit einem einzigen je-
weils bekannten Fluoreszenzfarbstoff, auch solchem
mit zu niedriger Quantenausbeute, obwohl andere
Fluorochrome in einigen Fällen sehr viel besser ge-
eignet wären.

Bei der Auswahl von Fluoreszenzfarbstoffen muß
man zunächst aus der Vielzahl jener Farbstoffe die-
jenigen aussuchen, die für den jeweiligen Fall geeig-
net sind. Auch können zwei oder mehrere spezifische
Färbungen mit sehr verschiedenen Fluoreszenz-
eigenschaften in einem Präparat vorteilhaft sein.
Deshalb ist es von entscheidender Bedeutung, die
Exzitations- und Emissionsspektren der in Betracht
kommenden Fluorochrome zu kennen (HANSEN,
1964). Um die geeigneten Erreger- und Sperrfilter
beschaffen zu können, sind unter Umständen dahin-
gehende Untersuchungen erforderlich. Dabei wird es
nahezu unmöglich sein, mit nur jeweils einem Filter
ein auch nur annähernd befriedigendes Ergebnis zu
erzielen. Die Erfahrungen langer Versuche zeigen
vielmehr, daß nur ausgewählte Filterkombinationen
einen hinreichend dunklen Untergrund und damit
zufriedenstellenden Kontrast ergeben,
Aus diesem Grunde kann man für die Fluoreszenz-
mikroskopie auch nicht vorbehaltlos alle verfüg-
baren Objektive verwenden. So werden z. B. für die
chromatische Korrektion und die Bildfeldebnung be-
stimmte hierfür geeignete Glassorten verwendet, die
aber zum Teil für die Fluoreszenzmikroskopie ganz
ungeeignet sind.

Man muß hier andere Maßstäbe für die Verwendbar-
keit der Objektive in der Fluoreszenzmikroskopie
setzen und sollte nicht unbedingt meinen, daß ein
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gut geebneter Apochromat auch in allen Fällen das
Optimum bei der FIuoreszenzuntersuchung darstellt.
Das Kriterium ist hierbei die Eigenfluoreszenz ein-
zelner Glassorten. Ohne jeden Zweifel sind apochro-
matisch korrigierte Objektive bezüglich ihrer chro-
matischen Korrektion die Spitzenklasse der Mikro-
skopoptik. Würde der optische Rechner jedoch aus
korrektionstechnischen Gründen gezwungen, auch
nur eine einzige Objektivlinse aus einer'bei einer
bestimmten Wellenlänge stark fluoreszierenden
Glassorte herzustellen, kann dadurch dieses Objek-
uv für einen Teil der Fluoreszenzmikroskopie ~un-
brauchbar werden.

Nur in wenigen Fällen läßt sich also ein Pauschal-
urteil über die Brauchbarkeit von Objektiven abge-
ben. Es kann ohne weiteres möglich sein, daß ein
Objektiv z. B. bei UV-Anregung eine starke Eigen-
fluoreszenz zeigt, bei Anregung mit blauem Licht'da-
gegen sehr wohl verwendbar ist. D.h., jeder Fluores-
zenzmikroskopiker muß für seinen speziellen Fall
selbst entscheiden, welcher Objektivtyp für seine
Probleme die beste Lösung darstellt. Es'ist daher zu
empfehlen, mit einem nicht fluoreszierenden Glas-
Objekt vor Beginn irgendeiner fluoreszenzmikrosko-
pischen Arbeit die Autofluoreszenz aller in Frage
kommenden Objekte mit der kompletten Filterkom-
bination zu messen"). Eventuell "ist zusätzlich die
Spektralkurve dieser Autofluoreszenz aufzunehmen
und auszuwerten. Für die quantitative Fluoreszenz-
mikroskopie mit einem Mikroskopphotometer ist
dies grundsätzlich notwendig.
Bei zu dicken Präparaten wirkt sich eine Ab-
Sorption des Fluoreszenzlichtes der unteren Prä-
paratschichten bei Durchlichtanregung in den oberen
Präparatschichten negativ aus. Bedingt durch den
Charakter des zu untersuchenden Präparates kann
wegen evtl Schädigungen im Präparat häufig nur
sehr schwach fluorochromiert werden. Solche schwa-

•) Aus Wiss. Abt. Entwicklungslabor Mikrophotometrie der Ernst
Leitz GmbH.

") Objektträger und DeAglas als Objekt verwenden, wobei die
Objektträgeroberseite zweckmäßigerweise leicht markiert
wird, damit ein Fokussieren möglich wird.
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Abb. l: LEITZ-Fluoieszenzopak

chen Fluorochromierungen sind aber bei der Beob-
achtung unter Durchlicht-Fluoreszenzanregung meist
nur schwer zu erkennen. In solchen Fällen ist oft
auch die wichtige Dokumentation mittels Farbphoto-
graphic auszuschließen, da bei den zu erwartenden
langen Belichtungszeiten eine Schädigung der Prä-
parate verbunden mit einer gleichzeitigen Ausblei-
chung — „Fading Effekt" — die Folge ist. Ist in
bestimmten Fällen hingegen eine starke Fluorochro-
mierung möglich, so kommen überstrahlungserschei-
nungen hinzu, die wesentliche Einzelheiten nicht
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Abb. 2: Prinzipskizze des LEITZ-FIuoreszenzopak

mehr erkennbar werden lassen. Dies kann beson-
ders in der Hämatologie und Cytologie zutreffen.
Diese Umstände führten schließlich zu der Auflicht-
Fluoreszenzanregung. Man bediente sich einiger
Auflichtilluminatoren, die mittels 50°/o Teilerspiegel
eine Fluoreszenzanregung und gleichzeitige Beob-
achtung ermöglichten. Dies war zunächst ein Fort-
schritt. Doch konnte auch diese Entwicklung nicht zu-
friedenstellend verlaufen, denn erstens konnten auch
theoretisch nur 50°/o der Anregungsintensität zur
Fluoreszenzanregung beitragen, und zweitens wur-
den nochmals 50°/o der Fluoreszenzintensität von
diesen Teilerspiegeln zur Lampe reflektiert und gin-
gen somit der Beobachtung verloren. Es muß hier
deutlich hervorgehoben werden, daß der theoreti-
sehe Endwert von 25°/o niemals erreicht wurde, denn
an jeder Glas-Luftfläche werden etwa 4 bis 50/o des
ankommenden Lichtes reflektiert; bei vergüteten
Glas-LuftHächen ist dieser Wert für den vergüteten
Spektralbereich etwas geringer (ca. l bis 2°/o). Man
kann somit sagen, daß weniger als 25°/o der theore-
tisch möglichen Fluoreszenzintensität zum Beobach-
ter gelangen.

Hierbei ist darauf hinzuweisen, daß auch dieser
Wert nicht für alle Wellenlängenbereiche gilt, denn
auch die Reflexionen an einem sogenannten 500/o-
Teilerspiegel beträgt nur für einen bestimmten
Spektralbereich ca. 50°/o. Da bei dem heutigen Stand
der Fluoreszenzmikroskopie nahezu der gesamte
Spektralbereich von ca. 250 bis ca. 600 nm zur
Fluoreszenzanregung herangezogen wird, kann man
sofort erkennen, daß ein 50°/o-Teilerspiegel vollkom-
men ungeeignet ist, um dem Fluoreszenzmikroskopi-
ker in allen Fragen gerecht zu werden.

Einen Ausweg schafften BRUMBERG und KRYLOVA
(1953). Der von ihnen entwickelte Fluoreszenzillu-
minator konnte an fast allen vorhandenen Mikro-
skoptypen verwendet bzw. adaptiert werden. Er
hatte einen Interferenzteilerspiegel, der nur ultra-
violettes und violett-blaues Erregerlicht reflektierte.
Damit konnte dieser Fluoreszenzilluminator bei
Fluorochromen verwendet werden, die ein Exzita-
üonsmaximum im ultravioletten und violett-blauen
Bereich des Spektrums haben. Handelt es sich jedoch
um Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Exzitations-
maximum im Blau- oder Grünbereich, so muß der
Illuminator mit anderen Interferenzteilerspiegeln
ausgerüstet werden,

Diesen Schritt verfolgte PLOEM (1965) weiter und
entwickelte auswechselbare dichromatische Teiler-
Spiegel für unterschiedliche Wellenlängen-
bereiche. Damit hatte er die Grundlage zu dem heu-
tigen Fluoreszenzopak geschaffen (Abb. l).

Wird von einer geeigneten Lichtquelle Licht der ge-
wünschten Wellenlänge in ausreichender Intensität
emittiert, so wird zunächst dieses Erregerlicht mit
Hilfe von Erregerfiltern selektiert und trifft dann auf
den unter einem Winkel von 45° zur Einstrahlungs-
richtung stehenden sogenannten dichromatischen
Teilerspiegel. Dieser reflektiert ca. 90°/o des Erreger-
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Abb. 3: Schematische Darstellung der ReHexionskanten
und Durchlaßbeieiche der dichromatischen Teileispiegel
(links Rellexionsbereich, rechts Transmissionsbereich)

lichtes bis zu der jeweils angegebenen Reflexions-
kante — wobei die Zählrichtung vom ultravioletten
bis zum roten Licht geht — (Abb. 2) durch das Ob-
jektiv, das hier gleichzeitig als Kondensor dient, zum
Objekt. Im Objekt wird das Erregerlicht absorbiert
und das Fluorochrom zur Strahlung angeregt. Das
Objekt bzw. das Fluorochrom im Objekt wird jetzt
zum Selbststrahler und strahlt ein charakteristisches
Fluoreszenzlicht aus. Gleichzeitig wird ein kleiner
Teil des Erregerlichtes im Objektiv, auf dem Deck-
glas und zum Teil im Objekt reflektiert. Es gelangt
somit ein Mischlicht, bestehend aus Erregerlicht und
Fluoreszenzlicht in das Objektiv. Am dichromati-
sehen Teilerspiegel wird nun das reflektierte Er-
regerlicht wieder zu ca. 90''/o in Richtung der Licht-
quelle abgelenkt, so daß nur Fluoreszenzlicht vom
Teilerspiegel durchgelassen wird. Damit erfüllt der
dichromatische Teilerspiegel auch eine erste Sperr-
filterfunktion. Unmittelbar hinter dem dichromati-
sehen Teilerspiegel ist ein dem dichromatischen Tei-
lerspiegel entsprechendes Sperrfilter angeordnet,
welches den Rest des noch verbleibenden Erreger-
lichtes absorbiert. Somit wird eine stufenweise Fil-
terung vorgenommen.

Es besteht weiterhin die Möglichkeit, daß der ver-
wendete Fluoreszenzfarbstoff nicht nur e i n Fluores-
zenzwellenlängenband, sondern mehrere aussendet,
von denen eventuell eines herausgefiltert werden
muß. Für diesen Fall ist eine Reihe von Sperrfiltern
mit möglichst geringen Kdntenabstufungen unerläß-
lich, wobei Stufen von etwa 10 bis 20 nm empfeh-
lenswert erscheinen.

Weiterhin sind die Sperrfilter erforderlich, weil in
einem Fluoreszenzopak nicht beliebig viele Plätze
für alle erforderlichen dichromatischen Teilerspiegel
vorhanden sind und somit die Fälle, die von den
optimal eingebauten Möglichkeiten abweichen, eine
zusätzliche Filterung mit vorgenannten Filtern not-
wendig machen.

Betrachten wir nun den Gewinn bezüglich der
Fluoreszenzintensität ohne die anderen Verluste,
die sowohl bei dem 509/o;Teilerspiegel als auch bei
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Abb. 4: Fluoreszenzopak mit seitlicher Einspiegelung für
die Photometric

den dichromatischen Teilerspiegeln auftreten, so ste-
hen zur Anregung ca. 90°/o des Erregeriichtes zur
Verfügung. Das bedeutet, daß wir etwa den Faktor 4
bezüglich der Fluoreszenzintensität gewinnen, so-
fern man für diese einfache Betrachtung lineare Ver-
hältnisse zwischen Anregung und Fluoreszenz vor-
aussetzen kann.

Die Reflexionskanten der dichromatischen Teiler-
Spiegel (Abb. 3) K 400 / K 455 / K 495 /K 580 wur-
den mit den jeweils erforderlichen Erreger- und
Sperrfiltern von PLOEM für das Erregerlicht einiger
bestimmter Fluorochrome ausgewählt.

Abb. 5: FIuoreszenzopak in Frontansicht mit Schaltrad
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Für den dichromatischen Teilerspiegel K 400 sind
dies z. B. DANS-Fluoreszenzfarbstoffe und Auto-
üuoreszenz von Pigmenten und Geweben.

Für den Teilerspiegel K 455 sind vor allem die Kate-
cholamin-Reaktions-Produkte (Falck-Methode) zu
nennen.

Es folgt für den Teilerspiegel K 495 Fluorescein-
isothiocyanat (FITC), und für den Teilerspiegel K 580
sind Tetramethylrhodamin-isothiocydnat (TRITC),
Lissamin-Rhodamin (RB 200), Pararosanilin und
Feulgen-Färbung zu nennen.

Für diese wurden mit noch sinnvollem Aufwand
nahezu ideale Verhältnisse für die Trennung von
Exzitaüon und Emission erreicht. Es ergab sich dabei,
daß nahezu alle bekannten Fluorochrome, die im Be-
reich von etwa 350 bis 560 nm ein Exzitationsspek-
trum und im Bereich von etwa 400 bis 700 nm ein
Emissionsspektrum haben, erfaßt werden. Für die
Fluoreszenzfarbstoffe, die nicht optimal erfaßt wer-
den, liegen die Verhältnisse dennoch wesentlich bes-
ser als bei Verwendung eines SO'/o-Teilerspiegels.
Bei der konstruktiven Ausführung wurde ein beson-
derer Wert auf hohen Kontrast und höchstmögliche
Lichtausbeute gelegt.

Das Streulichtproblem, welches allen Fluoreszenz-
mikroskopikern Sorgen macht, wurde dadurch ge-
löst, daß eine feste Streulichtschutzblende eingebaut
wurde. Sie ist im optischen Strahlengang (Beleuch-
tungs- und Abbildungsstrahlengang) nicht sichtbar.
Die Streulichtschutzblende wurde für die Sehfeld-
zahl 18 angelegt, wobei die Pupillen der Objektive
einen Durchmesser von 11 mm haben dürfen, ohne
daß eine Vignettierung eintritt. Durch diese kon-
struktive Maßnahme wurde es möglich, prinzipiell
alle Objektive, die für Sehfeldzahl 18 korrigiert sind,
zu verwenden.

Die feste Streulichtblende durch eine Irisblende zu
ersetzen, erwies sich nicht als besonderer Vorteil,

insbesondere bezüglich der maximalen Einstellung
des Mikroskopes, da man diese Blende bewußt nicht
scharf abbilden kann. Eine Aperturblende wäre
widersinnig, denn sie würde lediglich die Lichtinten-
sität schwächen, die wir durch die dichromatischen
Teilerspiegel gewonnen haben. Wir arbeiten aus
diesem Grunde mit der vollen Apertur der Objek-
tive, die ja gleichzeitig als Kondensoren wirken.

Eine spezielle seitliche Einspiegelung (Abb. 4) er-
möglicht das Photometrieren einzelner Objekt-
details, ohne dabei die Objektpartien, die nicht ge-
messen werden, durch unnötige Bestrahlung zu
schädigen.

Aufbau des LEITZ-Fluoreszenzopak nach PLOEM:
(s. Abb. l).

In einem Vierfach-Revoler befindet sich ein von
außen drehbarer Halter mit den vier dichromati-
sehen Teilerspiegeln und vier jeweils fest zugeord-
neten Sperrfiltern.

Am Schaltrad (Abb. 5) sind vier Positionen mit
Zahlen markiert, wobei die Zahl 3 der Kantenlage
K 495 entspricht usw.

Für die Photometrie kann eine Einrichtung zur seit-
lichen Einspiegelung (s. Abb. 4) mitgeliefert werden.
Dadurch ergibt sich gleichzeitig die Möglichkeit, mit
zwei verschiedenen Lichtquellen in Auflichterregung
durch Betätigen eines Schalthebels wahlweise zu
arbeiten. Der Beobachter ist damit in die Lage ver-
setzt, bei einer Fluorochromierung mit zwei in Anre-
gung und Fluoreszenz unterschiedlichen Fluoro-
Aromen die entsprechende Filterkombination in
zwei Lampenhäusern mit eventuell unterschiedli-
chen Lichtquellen wie Xenon- oder Quecksilberhoch-
drucklampen anzuordnen und durch einfaches Schal-
ten wechselweise zu arbeiten.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. J. S. Ploem für
seine wissenschaftlichen Anregungen bei der Schaf-
fung dieses Fluoreszenzopak.

Anschrift des Verfassers: Ing. Winfried Kraft, Wiss. Abt. d. Optischen Werke Ernst Leitz GmbI-I Wetzlar, Labor Mikrophotometrie
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0 0

über fluoreszierende Mesenchymzellen

(Fluorozyten)
Von H. Hamperl, Bonn

Schon als ich mich vor 36 Jahren — vielfach noch zu-
sammen mit HAITINGER — mit der Fluoreszenz-
mikroskopie menschlicher Gewebe beschäftigte, fie-
len mir in manchen Organen, besonders aber in der
Leber, Zellen auf, die im Fluoreszenzlicht hellgelb
aufleuchteten, im gewöhnlichen Licht aber oft kaum
hervortraten, da sie nur eine ganz blaß-hellgelbe
Eigenfarbe besaßen. Jahre später (1950) habe ich
dann diese Zellen und deren Vorkommen genauer
untersucht und vorgeschlagen, sie „Fluorozyten"
(Fl.) zu nennen, da mir die besonders starke Fluores-
zenz eine der wesentlichen Eigenschaften dieser Zel-
len zu sein schien.

Morphologie

Immer handelt es sich um größere Zellen von plump-
spindeliger bis abgerundeter Form mit einem großen,
bläschenförmigen, d. h. verhältnismäßig chromatin-
armen Kern (Abb. l, 2). In dem reichlich vorhande-
nen Cytoplasma liegen rundliche Körnchen von ver-
schiedener Größe, die hellgelb fluoreszieren (Abb.
3, 4, 7, 8). Ihre Eigenfarbe schwankt zwischen blaß-
gelb (Abb. l) bis gelb-braun, wobei die Intensität
der Fluoreszenz mit der Zunahme der Intensität der
Eigenfarbe abnimmt. Diese Körnchen zeigen auch in
anderer Hinsicht ein sehr kennzeichnendes Verhal-
ten: Am leichtesten darzustellen sind sie für die Un-
tersuchungen im Lichtmikroskop mit der PAS-Fär-
bung (Abb. 2, 5), die auch nach Diastasebehandlung
positiv ausfällt. Bei der Anwendung der ZIEHL-
NIELSEN-Färbung stellen sie sich mit Fuchsin stark
rot gefärbt dar, sind also gewissermaßen alkohol-
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säurefest. Neuerdings sind Fl. auch mit Auramin und
Thioflavin fluorochromiert worden (RICHARDS und
GRAEF). Wenig verläßlich ist der Ausfall der Eisen-
reaktion, die in einer Gruppe von Fluorozyten deren
viele darstellen kann, in einer anderen aber nur
wenige oder überhaupt keine. Auch der Ausfall der
Silberimprägnation nach MASSON-HAMPERL gibt
zumeist nur eine braun-schwarze Färbung, mit der
BODIAN-Imprägnation erscheinen die Körnchen
hellbraun gefärbt.

Sehr kennzeichnend ist das Verhalten der Körnchen
gegenüber Fettfarbstoffen. Auch im Paraffinschnitt,
also nach Behandlung des Materials und der Schnitte
mit Alkohol und Xylol ist nämlich noch immer eine
sehr deutliche Anfärbung zu erzielen (Abb. 6). Ge-
rade diese Widerstandsfähigkeit gegenüber Fett-
lösungsmitteln hat dazu geführt, daß man die
Huoreszierenden Körnchen in die Gruppe der sog.
Ceroidpigmente einreihte oder überhaupt als Ceroid
bezeichnete. Der Name „Ceroid" (LILLIE et. ai.) soll
dabei die wachsartige, also gegen Fettlösungsmittel
unempfindliche Beschaffenheit des fettigen Stoffes in
diesen Zellen anzeigen. Der Begriff Ceroid-Pigment
wird neuerdings sehr ausgedehnt verwendet und
schließt zum Beispiel bei HARTROFT und PORTA
auch Lipofuscin sowie Lipochrome ein. Alle diese
„ceroiden" Pigmente zeigen zwar unleugbar morpho-
logische Gemeinsamkeiten (Widerstand gegen Fett-
lösungsmittel, PAS-Färbung), andererseits aber
auch morphologische Unterschiede in Gestalt, Silber-
impränation etc.; auch in ihrer biologischen Bedeu-
tung und Herkunft sind die Ablagerungen in den Fl.
vom Lipofuscin in den Leberzellen und Herzmuskel-
fasern verschieden. Man kann also GEDIGK und
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