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gegebene Farbglas OG 1 mit einer Kantenlage 7 45%0
bei 530 nm (vergl. Abb. 9) ist als Sperrfilter nicht
so gut geeignet, da es im Bereich des Emissions-
maximums von FITC eine geringere Durchldssigkeit
besitzt. Insgesamt gesehen, sind also fiir die FITC-
Routinefluoreszenzmikroskopie und im Prinzip dann
auch fiir andere Fluorochromierungen wie z. B. TBC
Auramin ebenfalls Moglichkeiten gegeben, mittels
einer Halogen-Gliihlampe und geeigneten Filtern
mit entsprechender asymmetrischer DurchlaBcharak-
teristik helle, kontrastreiche und vor allem klar zu
interpretierende fluoreszenzmikroskopische Bilder
zu erhalten.

Zum AbschluB sei das Ergebnis unserer Betrachtun-
gen noch einmal in einer Ubersichtstabelle zusam-
mengefalt.

Anschrift des Verfassers: Dr. Friedrich Walter, Ernst Leitz
GmbH Wetzlar, Labor ANWENDUNG MIKRO.

Meinen Mitarbeitern danke ich fiir die Hilfe bei der Aufstel-
lung der Lichtquellen- und Filterkurven.
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Beleuchtungsverfahren Mikroskop Lampenhaus Lickhtquelle/ Filter
Anregungsstrahlung
Routine- Durchlicht-Dunkelfeld LABORLUX 250 (100 Hg 200 W/UV-Violett- Durchlicht-Dunkelfeld
Diagnostik mit D 0.80/D 1.20 DIALUX + (100) Blau (Auramin-TBC,
(Halogen 100 W/Blau) FITC-Tests):
Breitbandfluoreszenz
geméaB LEITZ-Liste
52-20b und PLOEM
1969, bzw. Spezial-
filter fir FITC
250, 100 Hg 200 W, Hg 100 W/ Auflichtanregung mit

Fluoreszer}zilluminator

Auflichtanregung mit } ORTHOLUX
nach Ploem

Forschung Durchlicht-Dunkelfeld
mit D 0.80/D 1.20
und/oder Auflichtan-
regung mit Fluores-
zenzilluminator nach

ORTHOLUX

Ploem
ORTHOLUX-
Fluoro- Auflichtanregung mit MPV
metrie Fluoreszenzilluminator
nach Ploem ORTHOPLAN-
MPV
40

250, 100

ORTHOPLAN 500, 250, 100

250, 100

ORTHOPLAN 500, 250, 100 }

UV-Violett-Blau-Griin
(Halogen 100 W/Blau)

Hg 200 W /UV-Violett-
Hg 100 W/ Blau-Griin

(Halogen 100 W/Griin)

Xenon 150 W, Xenon
75 W/von UV bis Rot
Hg 100 W/UV-Violett-
Blau-Griin

(Halogen 100 W/Griin)

Fluoreszenzilluminator
nach Ploem:

Breitbandfluoreszenz
gemalB PLOEM 1969

Schmalband-
fluoreszenz

(FITC)

gemdB PLOEM 1969

Breitbandfluoreszenz
gemdB LEITZ-Liste
52-20b und PLOEM
1969

Schmalband-
Fluoreszenz
gemdB PLOEM 1969

Schmalband-
Fluoreszenz
gemdB PLOEM 1969
oder Monochromator
bzw. Interferenz-
verlauffilter

Ein neues FITC-Erregertilter fiir die
Routinefluoreszenz

Von Winfried Kraft, Wetzlar?)

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) (5) ist heute in der
Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere der Immun-
fluoreszenz, der am hdufigsten verwendete Fluores-
zenzfarbstoff. Die Anwendung dieses Fluoreszenz-
farbstoffs brachte bisher noch technische Probleme,
denn wegen fehlender optimaler Exzitationsfilter
muBte man entweder auf eine ausreichende Fluores-
zenzintensitdt oder auf einen dunklen Hintergrund
verzichten.

Auf Grund steigender technischer Anforderungen
durch Verwendung neuer Fluoreszenzfarbstoffe
(FITC, Tetramethylrhodamin, Rosamin B, Lissamin-
Rhodamin B 200) reichen Farbgldser, d. h. in der
Schmelze gefdarbte Gldser, als Exzitationsfilter nicht
mehr aus.

Bei diesen Fluorochromen liegt das Exzitations- und
das Emissionsmaximum in der Wellenldngenskala
zu dicht beisammen, als daB sie von normalen Farb-
glasexzitationsfiltern, die meist zwischen dem jewei-
ligen Exzitations- und Emissionsmaximum keine ge-
eignete Kante aufweisen, getrennt werden konnten.
Wir sehen schon hieraus, daB in der Fluoreszenz-
mikroskopie immer das Zusammenspiel von Licht-
quelle, Fluorochrom und Filterkombination (Exzita-
tions- und Sperrfilter) beachtet werden muB.

Durch die Verwendung von Interferenzfiltern in der
Fluoreszenzmikroskopie ist dieses Problem, das bei
Farbglasfiltern fast immer auftritt, erheblich geringer
geworden, da es jetzt moglich ist, mit Hilfe eines
speziell fir FITC entwickelten Interferenzexzita-
tionsfilters auBerordentlich brillante, kontrastreiche
FITC-Fluoreszenzen zu erzeugen.

Bisher war eine anspruchsvolle Fluoreszenzmikro-
skopie lediglich mit den groBen Forschungsmikro-
skopen ORTHOLUX und ORTHOPLAN in Verbin-
dung mit dem LEITZ-Fluoreszenzopak nach Ploem

1) Aus der Wiss. Abt., Entwicklungslabor Mikrophotometrie,
der Ernst LEITZ GmbH.
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(1,4,5,6,7 8,9, 12, 13) bzw. LABORLUX mit Fluo-
reszenzeinrichtung moglich. Der LEITZ-Fluoreszenz-
opak mit dichromatischen Teilerspiegeln, in Verbin-
dung mit einer Quecksilberhochstdrucklampe HBO
100/HBO 200xB075/xB0150 und z. T. mit Inter-
ferenzfiltern als Exzitationsfilter, erzielt die qualita-
tiv und quantitativ beste FITC-Fluoreszenz, die mit
Objektiven hoher und hochster Aperturen derzeit
erreichbar ist. AuBerdem bietet er bei Verwendung
dieser Objektive fiir alle anderen bekannten Fluo-
reszenzanwendungen die denkbar giinstigsten Vor-
aussetzungen beziiglich Fluoreszenzhelligkeit, spezi-
fischer Fluoreszenz und Kontrast.

Jetzt kann man in der Routinediagnose auf ein-
fachste Weise auch mit Laboratoriums-, Kurs- und
Arbeitsmikroskopen eine brillante, intensitatsstarke
und spezifische FITC-Fluoreszenz erzielen, sofern
man einen Dunkelfeldkondensor und eine entspre-
chende Lampe adaptieren kann.

Als Exzitationslichtquelle fiir diese moderne FITC-
Fluoreszenzmethode benétigt man nicht mehr un-
bedingt eine Quecksilber- oder Xenonhéchstdruck-
lampe. Einfache Glihwendellampen, an erster Stelle
die Halogenglihlampe 12 V 100 W, mit geringen In-
tensitdtsverlusten auch die in ihrer Abstrahlenergie
etwas schwdchere Glihlampe 12 V 60 W, ergeben
bei den meisten Prdparaten eine hervorragende
Fluoreszenzqualitdt, da die Abstrahlenergie, insbe-
sondere bei der Halogenglithlampe (Abb. 1), im Ge-
gensatz zu fritheren Erkenntnissen (11), im Wellen-
langenbereich des Absorptionsmaximums von FITC
— gleichzeitig Anregungsmaximum — vollkommen
ausreichend ist (Abb. 2), d. h. im Wellenldngen-
bereich von 470 bis 500 nm ist das Energieverhaltnis
Halogenglihlampe 12 V 100 W — Quecksilber-
héchstdrucklampe HBO 100 fast wie 1:1, da nur noch
das fast kontinuierliche Untergrundspektrum der
HBO 100 wirksam ist. Ganz anders liegen die Ver-
hdaltnisse natiirlich in anderen Wellenldngenberei-
chen, insbesondere bei den Hg-Linien, im violetten
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und im ultravioletten Spektralbereich, wo die Halo-
genglihlampe keine nennenswerte bzw. gar keine
Energie mehr besitzt. Ein weiterer Vorteil der Halo-
genglihlampe, bezogen auf den hier behandelten
Anwendungsfall, ist der um den Faktor 10 niedrigere
Preis gegentiber der HBO 100.

Die heute bekannten Fluoreszenzmikroskopierver-
fahren kann man entsprechend der Exzitationsart
grob in drei Gruppen gliedern (Abb. 3):

a) Auflichthellfeldexzitation
b) Durchlichthellfeldexzitation
c) Durchlichtdunkelfeldexzitation

Von diesen Verfahren werden jedoch fast nur noch
die Verfahren a und c angewandt, da das Verfahren
b erhebliche technische Probleme, z. B. Fluoreszenz
der Sperrfilter und groBere Hintergrundhelligkeit
mit sich bringt.

Fiir die hier beschriebene FITC-Fluoreszenzmethode
erscheint somit die Durchlichtdunkelfeldexzitation
besonders geeignet, da zudem die Dunkelfeldkon-
densoren immer lichtstarker werden, gréBere Objekt-
felder optimal ausleuchten und hier das Problem
der UV-Durchlassigkeit nicht vorhanden ist.

Abb. 1: Plancksche Strahlungsverteilung.
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Die Verfahren, wie Phasenkontrastfluoreszenz,
Fluoreszenz mittels zweier gekreuzter Polarisatoren
und Fluoreszenz mit Polarisation tberlagert, sollen
hier nicht weiter behandelt werden.

Unsere Untersuchungen sowie die nebenstehenden
Abbildungen (Abb. 4 und Abb. 4a) wurden mit fol-
gendem Gerdteaufbau durchgefiihrt: Neues LEITZ-
DIALUX') mit Halogenglithlampe 12 V 100 W,
einem Warmeschutzfilter 2 mm KG 1 und einem Rot-
dampfungsfilter 4 mm BG 38 im Lampenhaus 100 Z,
FITC-Erregerfilter KP 490, eingelegt in die Filterauf-
nahme des Staubschutzglases, einem Dunkelfeldkon-
densor D 1.20 sowie einem neu entwickelten Sperr-
filter K 510 nm, welches dem FITC-Filter speziell zu-
geordnet wurde. Sperrfilter mit einer Kante oberhalb
520 nm sind nicht mehr zuldssig, da man die Fluores-
zenzfarbe damit verfélscht und das Emissionsmaxi-
mum bereits beschneidet. Fiir selektive Fluoreszenz-
beobachtungen kann an Stelle des neuen Sperrfilters
K 510 ein Interferenzbandfilter?) AL 525 nm3) ver-
wendet werden.

Als Basis dieser Filterentwicklung dienten die von
HANSEN (2, 3) (1964) veroffentlichten Exzitations-
und Emissionsspektra verschiedener Fluorochrome.
Fluoresceinisothiocyanat hat ein Absorptionsmaxi-
mum zwischen 490 und 495 nm sowie ein Fluores-
zenzmaximum zwischen 520 und 525 nm (Abb. 5).

Auf Grund intensiver Messungen am Mikroskop-
photometer MPV bei FITC-gefarbten Prdaparaten und
durch die Erkenntnisse, die wir bei der Entwicklung
unseres LEITZ-Fluoreszenzopak sammeln konnten,
war es moglich, in Zusammenarbeit mit der Fa. Bal-
zers!) ein speziell fir die FITC-Fluoreszenz - be-
stimmtes Interferenzkantenfilter vom Typ eines
KurzendpabBfilters zu entwickeln.

Das neue Filter (KP 490)%), FILTRAFLEX-FITC?)
(Abb. 6), nach modernsten Rechenverfahren unter
Einbeziehung von Computern geschaffen, besitzt
Transmissionswerte auf der Erregerseite von 7 = 50

1) DIALUX-Laboratoriumsmikroskop. LEITZ-Druckschrift Nr. 512
bis 111.

2) Jenaer Glaswerke Schott & Gen., Mainz.

5) In Vorbereitung.

Abb. 2: Exzitations- und Emissionsspekirum von Fluor-
esceinisothiocyanat (FITC) (2). Die Emissionsenergie
wurde zur besseren Darstellung energiegleich gezeichnet.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der wichtigsten Metho-
den zur Auflichthellfeldexzitation.

bis 80%¢ zwischen 370 und 460 nm und erreicht
schlieBlich mehr als 85%0, beim vorliegenden Muster
bis zu v = 92%0 im Wellenldangenbereich von 460 bis
495 nm. Die ungewodhnlich steile Kante wurde so ge-
wdahlt, daB sie im optimalen Bereich zwischen Exzita-
tions- und Emissionsmaximum des Fluorochroms
FITC liegt. Oberhalb der Kante — die Zé&hlrichtung
geht vom ultravioletten zum roten Licht — sperrt
das Filter bis maximal 10-5 bei 520 nm bis ca. 0,2%b.
Grine oder rote Dunkelfeldbilder innerhalb und an
den fluoreszierenden Objekten sind auf Grund der
ausgezeichneten Sperreigenschaften dieses Filters
von der sogenannten Kante aus im interessierenden
langerwelligen Spektralbereich bis ca. 650 nm nicht
vorhanden. Der in der Literatur u. a. von RYGAARD
und OLSEN (1969) (10) beschriebene rote Farbkon-
trast, der als Ersatz fiir das Phasenkontrastverfahren
in der Fluoreszenzmikroskopie vorgeschlagen wird,
wird nicht angestrebt, da ein rotkontrastiertes Fluo-
reszenzbild in der Schwarzweiphotographie eine
nachtragliche Aussage iiber fluoreszierende Struktu-
ren sehr erschwert. Dies gilt um so mehr, da es noch
keine Rotabsorptionsfilter mit einer geeigneten Kan-
tenlage gibt, die den Rotanteil im Fluoreszenzbild,
verursacht durch das Dunkelfeldbild, und un-
gewlnschtes Streulicht absorbieren.

Fur die quantitative Fluoreszenzmikroskopie wird
jedoch die Auflichtfluoreszenz weiterhin als Methode
der Wahl bestehen bleiben, da sie verschiedene Vor-
teile hat. Objektiv und Kondensor sind identisch
und demzufolge genau zentriert und zu gleicher Zeit
fokussiert. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der
Fluoreszenzbedingungen in der Objektebene wah-
rend der Bewegung des Prédparates mit dem Mikro-
skoptisch garantiert (RUCH, 1966; THAER, 1966).
Ebenso missen die besseren Ausblendmdéglichkeiten
einzelner Zellen und damit gleichzeitig vermiedene
Ausbleichungen der benachbarten Objektpartien als
groBer Vorteil angesehen werden (PLOEM, 1969).
Wir haben auBler den sonstigen Eigenschaften, wie
maximale Transmission auf der Exzitationsseite,
extreme Kantensteilheit zwischen Exzitations- und

1) Deutsche Balzers GmbH, 6222 Geisenheim/Rhein
Marienthaler StraBe 3

2) LEITZ-Bezeichnung

3) Balzers-Bezeichnung

Emissionsmaximum und hervorragende Sperreigen-
schaften im Emissionsbereich, auch die Forderungen
erfiillen konnen, die an ein Filter gestellt werden
missen, wenn dieses Filter an irgendeinem Ort im
optischen Strahlengang des Mikroskops angeordnet
werden soll. Die Einstellung einer exakten Kohler-
beleuchtung wird nicht, wie bei &hnlichen Filter-
typen auf dem Markt, durch Mehrfachreflexionsbil-
der von Lichtquelle und/oder Leuchtfeldblende un-
moglich gemacht, da es wegen der Leistungsfdahigkeit
des Filters iiberflissig erschien, zur weiteren Quali-
tatsverbesserung zwei oder mehrere gleichartige Fil-
ter hintereinanderzuschalten. Werden z. B. zwei sol-
cher Filter mit einem kleinen Luftspalt zu einer Ein-
heit montiert, wie das bei auf dem Markt befind-
lichen dhnlichen Filtern der Fall ist, so kann ein Keil
zwischen den beiden Filtern entstehen, der eine ein-
wandfreie Abbildung der Leuchtfeldblende unmaog-
lich macht.

Abb. 5:

a) Lampenspektrum der Halogengliihlampe 12V 100 W

b) Transmissionskurve des FITC-Filters KP 490

c) Emissionsspektrum von FITC (das MeBsignal der Emis-
sionsenergie wurde elektronisch verstdrkt).

Diese Kurven wurden mit dem LEITZ-Mikrospekirogra-

phen und dem STORAGE-Speicheroszillographen Typ 564

dargestellt.

Abb. 6: MeBkurve der spektralen Charakteristik des
FITC-Filters KP 490.
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Abb. 4: Gewebezellen.
4 mm BG 38 + FITC-Filter KP 490 mit Interferenzselek-
tionsfilter AL 525.

Abb. 4a: Gewebezellen.
4 mm BG 38 + FITC-Filter vom OPTISK-LABORATO-
RIUM ATV mit Interferenzselektionsfilter AL 525.

Vergleich der Fluoreszenzqualitit beztiglich Kontrast, Brillanz, Hintergrund.

Dieses Filter KP 490 ist ganz besonders geeignet fir
die Anwendungsfélle, in denen die Objekte eine ge-
ringe bis mé&Bige Eigenfluoreszenz zeigen. Eine
solche Eigenfluoreszenz, auch Autofluoreszenz ge-
nannt, wenn sie zusammen mit FITC-Fluoreszenz
und einem Sperrfilter K 510 beobachtet wird, zeigt
die gleiche Fluoreszenzfarbe wie die FITC-Fluores-
zenz und ist somit nicht von dieser zu differenzieren.
Hier kann als Abhilfe ein Sperrfilter, z. B. K 470, auf
der Exzitationsseite angeordnet werden. Dadurch
wird das Exzitationslicht unterhalb 470 abgeschnit-
ten, was eine erhebliche Verminderung bzw. eine
vollige Vermeidung der Autofluoreszenz bewirkt.
In einigen wenigen Féllen ist es jedoch niitzlich, mit
FITC gefarbte Praparate nach der Blaulichtexzitation
nochmals mit UV-Licht anzuregen, um mit Hilfe der
Autofluoreszenz den strukturellen Aufbau der Pra-
parate festzustellen.

AbschlieBend kann gesagt werden, daB dieses FITC-

Anschrift des Verfassers: Ing. Winfried Kraft,
Wiss. Abt, d. Optischen Werke Ernst Leitz GmbH Wetzlar,
Labor Mikrophotometrie
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Filter KP 490 neue Mdglichkeiten eroffnet, so daB
die theoretischen Optimalwerte der FITC-Fluores-
zenz bezliglich Fluoreszenzintensitdt und Kontrast
nahezu erreicht werden.

Die Anwendung dieses Filters bringt keine gerdte-
technischen Probleme mehr, da man jetzt mit allen
Mikroskopen Fluoreszenzmikroskopie betreiben
kann, sofern man eine Halogengliihlampe, einen
Dunkelfeldkondensor und ein Sperrfilter adaptieren
bzw. anordnen kann.

Die FITC-Fluoreszenz kann jetzt mit minimalem
Aufwand und maximaler Fluoreszenzqualitat auf
einfachste Weise in allen Labors durchgefithrt wer-
den, da die hier beschriebene FITC-Filterkombina-
tion KP 490 + K 510 die beiden Spektralbereiche der
Exzitation und der Emission streng voneinander
trennt.

Ahnliche Filter werden von verschiedenen Herstel-
lern bereits angeboten?).
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Mikrotomtechnik im
Industrielaboratorium

von Friedrich Walter, Wetzlar*)

Einleitung

Das Mikrotom ist heutzutage gleich dem Mikroskop
und der mikrophotographischen Apparatur ein
Grundelement in der Ausriistung mikroskopischer
Forschungs- und Priiflaboratorien der Industrie.
Ausgehend von den schon relativ alten Erfahrungen
aus der Mikrotomtechnik der Textilfaser, wurde
diese ,industrielle” Mikrotomie in den letzten 15
bis 20 Jahren zu ihrer heutigen Breite ausgebaut.
Besonders belebend wirkte hierbei unter anderem
die bis zum Tage noch in immer weiter fortschreiten-
der Entwicklung befindliche Chemie der Kunststoffe.
Es sind in erster Linie Fragen der Verarbeitung
der Rohprodukte zu Gebrauchsartikeln verschieden-
ster Art und ihrer Bewdhrung unter den Einfliissen
der Benutzung, deren Zusammenhénge erkannt und
kontrolliert werden miissen. So muBten zur Erfil-
lung der Anforderungen einer forschenden und pri-
fenden Technik flir bestimmte mikroskopische Un-
tersuchungsmethoden die Voraussetzungen geschaf-
fen werden: das diinnschichtige, durchstrahlbare mi-
kroskopische Préparat oder die glatte, alle Struktur-
details in ihrer gegebenen Anordnung erhaltende
und enthaltende Anschnittfliche fiir die Mikrosko-
pie im Auflicht.

Dies alles, so einfach in ein paar Worten gesagt, be-
inhaltet Entwicklung, breit angelegte Erprobung,
methodische Spezialisierung, Einengung derselben
zum Routineverfahren.

Die industrielle Mikrotomie hat ihren Ursprung in
der Préaparationstechnik der biologischen Wissen-
schaften. Bei aller zu erwartenden weiteren Spezia-
lisierungstendenz zeigt sie dies hier und da durch
gewisse ,atavistische Zige": Der Gerdtetyp — das
Mikrotom — ist in seiner Grundkonzeption bis auf
einige unwesentliche Abdnderungen aus dem biolo-
gischen Sektor tibernommen. Weiterhin kennt die

*) Aus dem Laboratorium fiir Angewandte Mikroskopie der Ernst
Leitz GmbH Wetzlar.
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Mikrotomie des Industrielaboratoriums neben halb-
synthetischen und rein synthetischen Objekten
ebenfalls noch Verarbeitungsprodukte von Stoffen
natiirlichen Ursprungs, wie z. B. Naturfasern oder
Holz. Und nicht zuletzt zdhlt auch in weiterem Sinne
der mikrotomtechnisch-préaparative Teil der Unter-
suchungsmethoden in den Laboratorien der Nah-
rungsmittelindustrie zu diesem Gebiet.

Die Mikrotome

Die Objekte der industriellen Mikrotomie verlangen
robuste und in ihrer Ausriistung weitgehend vari-
able Mikrotome. Es kommen daher in erster Linie
schwere Schlittenmikrotomtypen zum Einsatz und
daneben in besonderen Fallen Serienschnittmikro-
tome; z. B. flir Textilfaserquerschnitte. Gefrier-
mikrotome der speziellen Bauart, wie sie in der hi-
stologischen Mikrotomtechnik sehr verbreitet ange-
wendet werden, sind heute fast ausschlieBlich durch
die fir Gefriertechnik umriistbaren Schlittenmikro-
tome ersetzt. Nur in der Nahrungsmittelindustrie

Abb. 1 LEITZ-Grundschlittenmikrotom 1300, Gesamt-
ansicht
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