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und DORMER 1972). Die Einzelwerte werden wieder
zusammen mit den statistischen Berechnungen aus-
gegeben und nach Gegenwichtung in Form von Hé&u-
figkeitsverteilungen geplottet (Abb. 13). Wenn der
Thymingehalt der diploiden Zelle bekannt ist, kann
sodann die DNS-Synthesedauer berechnet werden
(DORMER und BRINKMANN 1970 a, 1970 b). Auch
diese Daten werden in derselben Weise wie die vor-
hergehenden statistisch berechnet, umgerechnet und
ausgegeben (Abb. 14).

Zusammenfassung

Die Entwicklung der Auflicht-Hellfeld-Photometrie in
der quantitativen Autoradiographie fiihrt zur elektro-
nischen Datenverarbeitung hin. Bei dieser Tendenz
erweist sich eine Technik des MeBablaufes am ein-
fachsten, die von den Gegebenheiten der elektroni-
schen Datenverarbeitung her bestimmt ist. Ein neuer
und variabler Reflexionsstandard, der mit einem Ob-
jektiv verbunden ist, bedeutet eine wesentliche Ver-
einfachung der MeBprozedur. Dieser Standard befin-
det sich neben dem MeBobjektiv am Objektivrevolver
und wird zur Eichung in den Strahlengang gebracht.
Der Reflexionsstandard kann auch dazu beniitzt wer-
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den, die jeweils eingestellte MeBblendenflédche in ein-
facher Weise zu bestimmen. Die MeBblendenflache
wird bendtigt, um rechnerisch eine Linearisierung
der Photometerwerte, eine Beriicksichtigung der
Strahlengeometrie bei '“C-markierten Zellen und eine
automatische Untergrundkorrektur durchzufiihren.
Fir diese Prozeduren wird der Reflexionsstandard
nach jeder Silberkornmessung einmal in den Strah-
lengang gebracht und bei den vorgegebenen photo-
metrischen Einstellungen gemessen.

Am Beispiel der Messung der DNS-Synthesegeschwin-
digkeit und DNS-Synthesedauer einzelner, in vitro
markierter Zellen wird der Ablauf eines Datenerfas-
sungs- und -verarbeitungsprogrammes skizziert. Die
DNS-Synthesedauer der Einzelzelle ist ein Para-
meter, der bisher mit keiner anderen Methode zu er-
halten war. Hierbei kdnnen auch menschliche Zellen
untersucht werden.
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Moderne Immunfluoreszenzmikroskopie
und ihre Anwendung
in der klinischen Immunologie

Von R. C. NAIRN und J. S. PLOEM

Department of Pathology, Monash University,
Melbourne/Australia, and Department of Pathology,
University of Leiden/Holland

Neben der Aufgabe des Beherrschens aller techni-
schen Probleme einer hochspezialisierten Mikrosko-
pie bestehen fiir den Immunologen noch geniigend
Fragen bei der routineméBigen Anwendung der Im-
munofluoreszenz. Man betrachtet es heute als die
Pflicht verantwortungsbewuBter Hersteller von Fluo-
reszenzmikroskopen, bei diesen Instrumenten die
Moglichkeit optimaler Nutzung im Rahmen ihrer spe-
ziellen Anwendung vorzusehen und ein MindestmaB
an Fehlbedienung zu garantieren. Die Entwicklung
der Fluoreszenzmikroskopie hat heutzutage einen
Stand erreicht, bei dem sie im Grunde genommen je-
der nur méglichen Aufgabe gewachsen ist, die inner-
halb der derzeitigen Grenzen der Immunbiologie vor-
aussichtlich gestellt werden koénnte. Es ist das Ziel
der vorliegenden Arbeit, ein vereinfachtes Instrumen-
tarium vorzustellen, das fiir allgemeine Untersuchun-
gen mit Immunfluoreszenzmikroskopie und insbeson-
dere fiir eine Ubernahme in den Routinebetrieb dia-
gnostischer Laboratorien sehr geeignet ist.

Wir sind der festen Uberzeugung, daB jedes Labor —
ganz gleich fiir welchen Zweck es Immunfluoreszenz-
technik praktiziert und vor allem, wenn es noch keine
groBe Erfahrung im Mikroskopieren besitzt — fiir die
Fluoreszenztechnik ausschlieBlich ein speziell ausge-
ristetes Mikroskop benutzen sollte. Nur auf diese
Weise konnen all die Fehler, die ein dauerndes Wech-
seln von Beleuchtung, Filtern und Optik mit sich
bringt, vermieden und eine Minderleistung der von
allen Variablen am einfachsten zu kontrollierenden
Mikroskopie ausgeschlossen werden. Irgend eines
der zahlreichen fluoreszenzmikroskopischen Systeme
mit dem ein Laborpersonal vertraut ist wird bei opti-
malem Einsatz zu besseren Resultaten fiihren als die
falsche Anwendung einer hochspezialisierten Ausri-
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stung. Das hier zu beschreibende System ist durch
seine gleichbleibend hohe Leistungsféhigkeit beson-
ders geeignet.

Fur die Routineuntersuchung schlagen wir vor, sich
auf die Immunfluoreszenzmarkierung mit Fluoreszein-
isothiocyanat zu beschrédnken. Zur Mikroskopie ist
dafiir ein Zweiwellenldngen-System zu empfehlen:

1. Ultraviolettanregung in Verbindung mit einem farb-
losen Sperrfilter. Sie ergibt ein polychromatisch
griines Fluoreszenzbild des Tracers auf ungeférb-
tem, meist in schwachen Blauténen eigenfluores-
zierendem Untergrund.

2. Schmalband-Blauanregung im Absorptionsmaxi-
mum des Fluoreszeins in Verbindung mit einem
gelbgefarbten Sperrfilter. Sie fihrt zu einem mono-
chromatisch griinem Fluoreszenzbild der Tracer-
substanz mit gréBerer Leuchtkraft gegen einen
sehr viel blasseren, ungefarbten grinlichen Unter-
grund.

Die zur Zeit beste Lichtquelle fir diese Mikroskopier-
technik ist die Quecksilberdampflampe, die eine dis-
kontinuierliche spektrale Emission mit vergleichs-
weise reichhaltigem Vorkommen der erforderlichen
Wellenldngen besitzt. Lichtquellen mit kontinuier-
licher Strahlung im Sichtbaren sind dagegen nicht
geeignet. Allgemein gebrauchliche Quecksilberdampf-
lampen sind die HBO (Osram) und CS (Philips) 50,
100 und 200 Watt. Die 100-W-Lampe ist am hellsten;
aber sie erfordert zum Betrieb ein relativ teures
Gleichstrom-Vorschaltgeréat. Die 50-W- und 200-W-Hg-
Lampen sollte man nach dem ersten Einschalten 2
bzw. 6 Stunden erschitterungsfrei ,einbrennen” las-
sen, damit nur ein einziger Krater und Brennfleck im
Bereich des Entladungsbogens entsteht und ein flak-
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Abb. 1: LEITZ Auflicht-Fluoreszenzilluminator PLOEMO-
PAK 2 am Mikroskop DIALUX®. (Ende 1974 lieferbar.)

Abb. 2: Schematische Darstellung des fiir FITC — Immun-
fluoreszenzmikroskopie ausgestatteten PLOEMOPAK 2.

Abb. 3: Schema der Zweiwellenldngen-Immunfluoreszenz
geméB Tabelle 1.

Abb. 4: Unfixierter Nierenbiopsie-Gefrierschnitt von einem
Patienten mit proliferativer Glomerulonephritis. Unregelmé-
Bige Immunglobulin-Ablagerungen werden durch Immun-
fluoreszenzfdarbung mit fluoreszeinmarkiertem Anti-IgG lo-
kalisiert; VergréBerung im Mikroskop 100fach;

a) Ultraviolettanregung und farbloses Sperrfilter ergeben
ausgezeichneten Kontrast zwischen griiner Immunfluo-
reszenzfdarbung und blauer Autofluoreszenz, die in der
Elastica interna der Arterie (unten) besonders hell ist.

b) Schmalband-Blauanregung und gelbes Sperrfilter zei-
gen erhéhte Brillanz der griinen Immunfluoreszenz ge- ’ c
gen einen viel schwécheren griinlich autofluoreszieren-
den Untergrund.

c¢) Breitband-Blauanregung und gelbes Sperrfilter zeigen
nicht klar definierte Strahlungsintensitdten des Immun-
fluoreszenz-Tracers und Eigenfluoreszenz des Unter-
grundes. Die arterielle elastische Membran ist leicht zu
verwechseln mit der hellen spezifischen Immunfluores-
zenzférbung.

Abb. 4b Abb. 4c

Abb. 5: Immunfluoreszensfdarbung der Membran lebensfé-
higer menschlicher Lymphozyten in Suspension durch fluo-
reszenzmarkiertes Anti-Immunglobulin; VergréBerung im
Mikroskop 200fach.

a) Die UV-Anregung zeigt die periphere Anfdrbung eines
Immunglobulin-positiven Lymphozyten (,B-Zelle“); 1G-
negativer Lymphozyt (,T-Zelle”) unten rechts, erkenn-
bar durch die blaue Eigenfluoreszenz. Diese Methode
erlaubt die Durchfiihrung einfacher T- und B-Zellzéhlun-
gen.

b) Schmalband-Blauanregung zeigt eine erhéhte Brillanz
der Membrantirbung der B-Zelle. Die T-Zelle ist un- Abb. 5a , Abb. 5b
sichtbar. Hier ist das Studium der B-Zellen und ihre ’) c
mikrofotografische Dokumentation leichter méglich, ob-
gleich die Differentialzdhlung der T- und B-Zellen nicht
durchfiihrbar ist.

Abb. 6: Immunfluoreszenzfdrbung von Mitochondrien in den
Nierentubuli der Ratte mit Autoantibody-Humanserum; Ver- 4
gréBerung im Mikroskop 50fach.

a) Die Ultraviolettanregung ergibt das (bliche polychroma-
tische Bild. Man beachte hier wiederum die blaue ela-
stische Innenmembran der Arterie oben rechts.

b) Schmalband-Blauanregung zeigt verstédrkte, optisch
spezifische Strahlungsintensitdt der Immunfluoreszenz-
férbung.

¢) Breitband-Blauanregung ergibt ein schwécheres und
morphologisch unklares Bild.

Alle Mikroaufnahmen wurden mit dem ORTHOMAT® W auf
hochempfindlichen Umkehrfarbfilm hergestellt: ANSCO-
CHROME® (500 ASA) fiir Abb.4, EKTACHROME® (320 ASA)
fir Abb. 5 und 6. Die Belichtungszeiten betrugen bei
- Schmalband-Blauanregung 5 bis 10 Sekunden; bei Ultra-
Abb. 3 | violettanregung waren sie um etwa den Faktor 4—8 ldnger.
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kerfreies Brennen bei der anschlieBenden Benutzung
garantiert ist. Ein Wechselstrom-Stabilisierungsgerat
ist fiir den NetzanschluB zu empfehlen, um evtl. Span-
nungsanderungen auszugleichen.

Am einfachsten ist die Fluoreszenzmikroskopie mit
Auflichtbeleuchtung (PLOEM 1967) (Abb. 1 u. 2). Den
héchsten Wirkungsgrad besitzt die Auflichtbeleuch-
tung in Verbindung mit Objektiven hoher numerischer
Apertur, da Praparatbeleuchtung und Aufnahme der
Fluoreszenzstrahlung quadratische Funktionen der
numerischen Apertur des Objektives sind. Immer-
sionsobjektive verringern die Reflexion von Erreger-
licht am Deckglas des Préparates und sind daher
Trockensystemen vorzuziehen. LEITZ hat eine neue
Serie von Wasserimmersionsobjektiven (W 25/0.60,
W 50/1.00 und W 100/1.20) entwickelt. Diese Objektive
erleichtern sehr das Arbeiten mit in Wasser einge-
schlossenen Immunfluoreszenzpréaparaten.

Auflichtbeleuchtung ist bei héheren VergréBerungen
(z. B. mit dem 50fachen Wasserimmersionsobjektiv)
praktisch heller als die alternativ anwendbare Durch-
licht-Dunkelfeldbeleuchtung und sie bleicht nur den
Teil des Préparates aus, der sich effektiv im Objekt-
feld befindet. Fir die Fluoreszenzmikroskopie mit
schwachen VergréBerungen (z.B. 25fache Wasser-
immersion) und insbesondere bei UV-Anregung be-
vorzugt man jedoch das Durchlicht-Dunkelfeld.

Die derzeitigen Konstruktionen der schwachvergro-
Bernden Objektive zeigen ein gewisses MaB an — in
Zukunft vielleicht korrigierbarer — Fluoreszenz-, Auf-
hellung”, die méglicherweise durch Reflexionen kurz-
welligen Lichtes und durch Eigenfluoreszenz einzel-
ner Linsenglieder unter dem EinfluB von ultravioletter
Strahlung bedingt ist. Diese Aufhellung des Bildes
kann man im Falle der Routineuntersuchung ohne
weiteres in Kauf nehmen — ja selbst bei der Mikro-
photographie mit stérkeren Objektiven oder bei
Schmalband-Blauanregung stoért sie praktisch nicht.
Leichtes und rasches Wechseln zwischen Ultraviolett-
und Blauanregung (Tabelle 1 und Abb. 3) ermdglicht
die spezielle Version des von LEITZ neuerdings ent-
wickelten Vertikalilluminators PLOEMOPAK® 2*). Die-
ser llluminator ist se konstruiert, daB mit einer einzi-
gen Bewegung die kompletten Filtersatze fiir UV- und
Blauanregung in Sekundenschnelle gewechselt wer-
den koénnen, wodurch der unmittelbar aufeinander
erforderliche Vergleich derselben Praparatstelle bei
der jeweiligen Anregungswellenldnge wesentlich ver-
einfacht wird.

Ultraviolett-Auflichtbeleuchtung erhédlt man mit den
Glasfiltern 4 mm BG 38 und 4 mm UG 1, die mit dem
dichromatischen Teilerspiegel TK 400 und einem farb-
losen Sperrfilterglas K 400 kombiniert sind. Aufgrund
der spekiralen Energieverteilung des Hg-Lichtbogens
liegt der Strahlungsschwerpunkt im Ultraviolett bei
365 nm.

Schmalband-Blauanregung erhdlt man mit einem
4 mm BG 38-Filter, zwei KP 490 Interferenzfiltern und
einem Farbglas 1 mm GG 475 in Kombination mit dem

* lieferbar Ende 1974
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Tabelle 1: Filterkombinationen im LEITZ PLOEMOPAK 2

Position
1 2 3

Erregerfilter 4 mm BG 38*) 4 mm BG 38*) entfallt
2+ 2mmUG1*) 2xKP 490

1 mm GG 475
Dichromat- TK 400 TK 510 entfallt
Teilerspiegel
Sperrfilter K 400 K 515 entfallt

Anregungs-  Ultraviolett Schmalband- entfallt
strahlung Blau

Fluoreszenz- veranderliche starke Griin-  Glih-

strahlung griine FITC-Flu- fluoreszenz lampen-
oreszenz/stark von FITC/ beleuch-
blau autofluores- schwach griin tung oder
zierender Unter- autofluores- Phasen-

grund zierender Un- kontrast flr
tergrund konventio-
nelle Mikro-
skopie

*) Mitunter fiihren diinne Filter zu besseren Ergebnissen.

dichromatischen Teilerspiegel TK 510 und dem Gelb-
glas-Sperrfilter K 515. Der Schwerpunkt der Anre-
gungsstrahlung liegt nahe dem Absorptionsmaximum
von Fluoreszein bei 495 nm. Eine etwas breitbandi-
gere Blauanregung fiir ausnehmend schwache fluo-
reszierende Prédparate wird durch Austausch des
1 mm GG 475 gegen ein 1 mm GG 455 erreicht.

Das Zweiwellenldngen-Beleuchtungssystem sollte fir
die Immunfluoreszenzmikroskopie bei Durchlicht-
Dunkelfeldbeleuchtung ebenfalls Anwendung finden,
wenn auch fiir die Routinearbeit mit dem PLOEMO-
PAK 2 eine Dunkelfeldeinrichtung nicht erforderlich
ist. Zur Ultraviolett-Dunkelfeldbeleuchtung wird ein
2 mm UG 1-Glasfilter mit dem Sperrfilter K 400 kom-
biniert. Zur Schmalband-Blauanregung im Durchlicht-
Dunkelfeld dient die Kombination BG 38, Interferenz-
filter KP 490 und 1 mm GG 475 oder 455 mit dem
Sperrfilter K 515. Es sei darauf hingewiesen, daB fur
Durchlicht-Dunkelfeld eine weniger strenge Filterung
des Erregerlichtes erforderlich ist als beim Auflicht-
verfahren.

Zweiwellenlangen-Anregung in der Immunfluores-
zenzmikroskopie ist den anderen vergleichbaren Me-
thoden absolut ebenbiirtig und beinhaltet dariber
hinaus mehrere Vorteile:

1. Die UV-Anregung erlaubt eine morphologische
Ubersicht (iber markierte Bereiche gegen einen
schwach wahrnehmbaren und durch Autofluores-
zenz unterschiedlich gefarbten Praparathinter-
grund (Abb. 4a). Der leicht zu unterscheidende
eigenfluoreszierende Hintergrund ermdglicht es
dem erfahrenen Histologen, die Morphologie des
Gewebes oft genau so gut wie nach Applizierung
konventioneller Farbetechniken zu studieren. Sie
stellt die Form der mikroskopischen Untersuchung
dar, mit der die meisten Anwender der Immun-
fluoreszenz bereits vollends vertraut sind.

)

2. Die Schmalband-Blauanregung verbindet die opti-
sche Spezifitdt der Markierungen mit der zusétz-
lichen Méglichkeit des Erkennens sehr kleiner Tra-
cermengen. Dies ist bedingt durch die Tatsache,
daB fluoreszeinmarkierte Bereiche zu gréBerer
Brillanz und das andere, eigenfluoreszierende Ma-
terial nurmehr schwach angeregt werden. Die
auBerordentlich groBe Helligkeit verringert die Be-
lichtungszeiten bei der Mikrophotographie be-
trachtlich. Besonders vereinfacht sich die Her-
stellung von Immunfluoreszenz-Mikrophotos in
SchwarzweiB. Breitband-Blauanregung — sie wird
ohne GG-Glasfilter erhalten — sollte man wegen
der ihr fehlenden optischen Spezifitdt heute unbe-
dingt verlassen, obwohl sie in der Immunfluores-
zenzmikroskopie noch verbreitet angewendet wird.
Denn helle Autofluoreszenz kann man sonst nicht
sicher von der eigentlichen Fluoreszenzfarbung
unterscheiden (Abb. 4c).

Automatische Mikrophotographie mit dem ORTHO-
MAT® W ist die Methode der Wahl bei Immunfluores-
zenz-Untersuchungen mit Hilfe der beschriebenen
Systeme. Dies gilt sogar im Falle der Membranfar-
bung an einzelnen Zellen (Abb. 5a u. b). Man sollte
die Kamera zusammen mit einem 100%, strahlentei-
lenden Binophototubus benutzen, damit alles Licht
sowohl fiir die Bildeinstellung wie auch fiir die photo-
graphische Belichtung zur Verfligung steht. Empfeh-
lenswert ist es, am ORTHOMAT W die schwache Oku-
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larvergréBerung (6,3 x) zu wéhlen, da die im Mikro-
skop wahrnehmbare Fluoreszenzintensitdt mit dem
Quadrat der Reduktion der GesamtvergréBerung zu-
nimmt und somit eine merklich kiirzere Belichtungs-
zeit erlaubt. Die Belichtungszeiten sind in der Tat viel
kirzer als man annimmt, da die Reziprozitatsfehler
des Filmes und unnétiges Ausbleichen der Préparate
hierbei abnehmen.

Anwendungen

Jede mittels bestehender Methoden angewandte Im-
munfluoreszenz-Untersuchung (NAIRN 1969) kann
man einfacher und mit gréBerer Empfindlichkeit
durchfiihren, wenn das System der Zweiwellenlangen-
Anregung eingesetzt wird. Obwohl sie im Grundsatz
durchaus auch entbehrlich ist, bringt die Auflichtbe-
leuchtung mit ihren Vorteilen dennoch einen zusatz-
lichen arbeitstechnischen Gewinn: man braucht u. a.
weniger einzelne optische Komponenten zu justieren.
Das System hat sich fiir Autoantibody-Erkennung
(Abb. 6), fir Membran-Immunfluoreszenz zur Zahlung
von T- und B-Lymphozyten (Abb. 5) und in der Im-
munhistologie der Glomerulonephritis (Abb. 4) ideal
bewédhrt. Im Rahmen des augenblicklich weltweit
wachsenden Interesses fir eine ,Klinische Immuno-
logie“ als neuem Zweig der medizinischen Laborato-
riumsdiagnostik wird die hier beschriebene verein-
fachte und verbesserte Immunfluoreszenzmikroskopie
ein wertvolles Werkzeug der medizinischen und vete-
rindrmedizinischen Diagnostik werden.
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