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FIuoreszenzmikroskopie in
Biologie und Medizin

von Friedlich Waller, Wetzlar')

Die Fluoreszenzmikroskopie in ihrer heutigen An-
wendung auf dem Gebiet biologischer und medizini-
scher Forschung ist auf zwei Hauptziele gerichtet.
Einmal geht es darum, in der Zelle und im Gewebe
nach spezifischer Fluorochromierung bestimmte Sub-
stanzen oder Strukturelemente durch ihre charakte-
ristische Fluoreszenz qualitativ nachzuweisen. Die
andere Arbeitsrichtung ist quantitativ und als Fluo-
rometrie, also Messung der Intensität einer Fluores-
zenzstrahlung, bekannt.

Betrachten wir zunächst die qualitativen Methoden,
Hier sind vor allem die immunologischen Verfahren
zu nennen, welche Fluoreszenztracer wie z. B. FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) und TRITC (Tetramethyl-
rhodaminisothiocyanat) benutzen. Es folgen die zy-
tochemischen und histochemischen Fluoreszenzfär-
bungen. Hier gebraucht man Farbstoffe wie z. B.
Auramin, Acridinorange, basisches Fuchsin, Pararos-
anilin oder als Fluorochrome Verbindungen wie das
Tetrazyklin, um Zellstrukturen distinkt und mit
hoher Nachweisempfindlichkeit darzustellen. Bei der
histocUemischen Färbung werden durch Vorbehand-
lung des Untersuchungsmaterials mit chemischen
Agenzien fluoreszierende Reaktionsprodukte erhal-
ten. Das bekannteste, oft als Falk-Methode bezeich-
nete Verfahren dieser Art, stellt die Kondensation
biogener Amine (Katecholamine, Hydrotryptamine)
mit Formaldehyd dar.

Die Fluorometrie als quantitative Methode stützt
sich auf die Tatsache, daß unter der Voraussetzung
einer stöchiometrischen Fluoreszenzfärbereaktion
die Intensität der Fluoreszenzstrahlung proportional
der Stoffmenge ist und letztere dadurch meßbar wird.
Die fluorometrische Bestimmung von DNA ist z. Z.
das Hauptanwendungsgebiet der Methode. Die
Fluorochromierung kann hier mit verschiedenen

•) Aus dem Laboratorium für Angewandte Mikroskopie der Ernst
Leitz GmbH.
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Farbstoffen auf der Basis der Feulgen-Reaktion er-
folgen, wodurch die erforderliche stöchiometrische
Bedingung erfüllt werden kann. Bei der Anwendung
anderer Färbetechniken ist dies bis heute leider noch
nicht möglich.

Diese Entwicklungstendenzen der modernen Fluores-
zenzmikroskopie prägen natürlich auch das Bild des
mikroskopischen Instrumentariums neu. Der frühere
Begriff des Fluoreszenzmikroskops schlechthin ist
heute zu eng. Je nach dem Anwendungscharakter
sind 3 Klassen von Fluoreszenzmikroskopen zu un-
terscheiden:

l. Das einfache Mikroskop für Routineuntersuchun-
gen in der Diagnostik, vorzugsweise für Durch-
licht-Dunkelfeld-Fluoreszenz.

2. Das qualifizierte Forschungsmikroskop für die
Fluoreszenzmikroskopie im durchfallenden Licht
und die moderne Auflicht-Fluoreszenzmikrosko-
pie.

3. Das Mikroskop-Fluorometer, bestehend aus For-
schungsmikroskop und Mikroskop-Photometer als
Basisinstrumente sowie einem dem Unter-
suchungsziel entsprechenden Aufwand an Regi-
strier- und Auswerte-Einrichtungen.

Um unter dem Aspekt dieser Klassifizierung die Be-
Ziehungen zwischen Anwendung der Fluoreszenz-
methode und Technologie des Fluoreszenzmikro-
skops aufzuzeigen, sind Betrachtungen zur Frage des
Beleuchtungsverfahrens, der Lichtquelle und der
Lichtfilter notwendig.

Beleuchtungsverfahren

Zur Fluoreszenzanregung im durchfallenden Licht
wird heute praktisch nur noch Dunkelfeldbeleuch-
tung angewandt. Entsprechend den hierfür bekann-
ten Regeln über die Aperturbeziehung zwischen
Kondensor und Mikroskopobjektiv kommen also der
LEITZ-Dunkelfeldkondensor D 0.80 und der LEITZ-
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Immersionsdunkelfeldkondensor D 1.20 01 zum Ein-
satz. Fluoreszenzanregung im auffallenden Licht er-
folgt grundsätzlich nur mit dem LEITZ-Auflicht-
Fluoreszenzilluminator nach Ploem. über den Fort-
schritt, den die Einführung dieser Auflichtfluores-
zenzanregung erbracht hat, wurde von PLOEM (1969)
in den LEITZ-Mitteilungen für Wissenschaft und
Technik, Bd. IV, Heft 8 ausführlich berichtet. Die
Technologie des LEITZ-Fluoreszenzopak hat W.
KRAFT im gleichen Heft dieser Zeitschrift beschrie-
ben.

Es stellt sich nunmehr die Frage: Wo wird in der
Praxis die eine und wo die andere Beleuchtungsart
angewendet? Die Antwort hierauf ist abhängig da-
von, unter welchem Aspekt der Fluoreszenzmikro-
skopiker seine Untersuchungen im Einzelfalle be-
treibt, d. h. welche Aussagen er erwartet und welche
weiteren Anwendungsmöglichkeiten der Methode er
verfolgt. Nach unserer Kenntnis und Erfahrung kann
man im allgemeinen folgendes feststellen:
Durchlicht-Dunkelfeld-Fluoreszenz ist für die Rou-
tine-Diagnostik in sehr vielen Fällen die Methode
der Wahl. Das gilt sowohl für herkömmliche Verfah-
ren, wie z. B. den TBC-Nachweis am mit Auramin
fluorochromierten Präparat (HAGEMANN 1938) als
auch für die mannigfachen Diagnosetechniken auf
der Basis der FITC-Antikörper-Fluoreszenz (CHER-
RY 1960, NAIRN 1962 und 1969). — Da man häufig
für die mehr oder minder standardisierte Arbeit im
klinischen Laboratorium einfache Fluoreszenzmikro-
skope der Klasse SM oder LABORLUX anschafft, er-
gibt sich die Entscheidung für das Durchlichtverfah-
ren allein schon vom Instrument her.
Wird dagegen ein Forschungsmikroskop vom Typ
ORTHOLUX oder ORTHOPLAN auch für die Rou-
tinearbeit eingesetzt, dann kann man heute schon in
vielen Fällen den Trend zum leistungsfähigeren Auf-
lichtverfahren erkennen; vorausgesetzt, daß die
Notwendigkeit der Verwendung von Objektiven
mittlerer (etwa ab 22fach) bis starker Vergrößerung
besteht. Hier ist der LEITZ-Fluoreszenzopak allen
anderen Illuminatoren deutlich überlegen in bezug
auf Fluoreszenzausbeute, Selektionsmöglichkeiten
spezifischer Anregungswellenlängen und Bedie-
nungsmodus (vgl. z. B. WALTER 1964, LEITZ-Mit-
teilg. Wiss. u. Techn., Bd. II, Heft 7).
Der Grund, warum in der fluoreszenzmikroskopi-
sehen Routinediagnostik schlechthin nicht nur das
Auflichtverfahren zur Anwendung gelangt, liegt vor
allem in den vergleichsweise höheren Anschaffungs-
kosten eines Auflichtfluoreszenzmikroskops gegen-
über einem Instrument für die Durchlichtmikro-

skopie.
Die Fluoreszenzmikroskopie in der Forschung und
die Fluorometrie bedienen sich aufgrund des aus-
schließlichen Einsatzes der ausbaufähigen For-
schungsmikroskope ORTHOLUX bzw. ORTHOPLAN
bevorzugt der Fluoreszenzanregung durch auffallen-
des Licht — also Fluoreszenzopak nach Ploem. Aber
auch das Durchlicht-Dunkelfeldverfahren kommt zu-
sätzlich überall da zur Anwendung, wo es methodi-
sehe Vorteile bietet. Dies ist besonders bei Beobach-
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tungen im Bereich schwacher bis mittlerer Vergröße-
rungen der Fall. So wird man z. B. mit dem Objektiv
10/0.25 bei Dunkelfeld-Durchlicht mit Kondensor
D 0.80 aufgrund der größeren Einstrahlungsmenge
an Anregungsenergie ein heileres Fluoreszenzbild
erhalten als mit dem Fluoreszenzopak, da das Ob-
jektiv hier ja gleichzeitig als Kondensor wirkt und
seine Apertur eben um 0.55 geringer ist als die des
Durchlicht-Dunkelfeldkondensors.

Die Fluoreszenzmikroskopie in der Forschung und
die Fluorometrie werden demnach beide Beleuch-

tungsverfahren so einsetzen, daß zwischen den Vor-
und Nachteilen ein Ausgleich angestrebt wird. Nicht
zuletzt bestehen hier auch eine ganze Reihe von
Möglichkeiten der Kombination beider Beleuch-
tungsarten — sei es Auflichtfluoreszenz mit Durch-
licht-Phasenkontrast bzw. Polarisation (GREHN und
KORNMANN 1965) oder sei es Auflicht- und Durch-
lichtfluoreszenz gemeinsam (EICHLER und WALTER
1967). 0
An dieser Stelle noch ein paar Worte zur Frage der
für FIuoreszenzmikroskopie geeigneten Objektive
und Okulare. Hier läßt sich keine Norm aufstellen.

Man kann nur ganz allgemein auf das schon Be-
kannte hinweisen, also möglichst solche Objektive
zu verwenden, die geringe bis keine Eigenüuores-
zenz aufweisen! Dies ist bei fast allen modernen

Mikroskopobjektiven der Fall. Objektive, bei denen
eine fluoreszierende Glassorte notwendigerweise
benutzt werden mußte, um ihnen bestimmte optische
Eigenschaften zu verleihen, werden ohnehin nicht
für fluoreszenzmikroskopische Zwecke angeboten.
Wichtig im Falle der Auflichtüuoreszenz ist es, hoch-
aperturige Systeme zu benutzen. Dies werden meist
Immersionsobjektive sein, wobei Wasser- und 01-
Immersionen gebräuchlich sind (vgl. PLOEM 1969).
Die Okulare haben auf die Helligkeit des Fluores-
zenzbildes auch einen wesentlichen Einfluß. Je ge-
ringer die Okularvergrößerung ist, um so brillanter
wird das mikroskopische Bild erscheinen. Wir emp-
fehlen daher, vorzugsweise Okulare mit 6,3facher ( )}
Vergrößerung zu verwenden. Dieser EinHuß des
Okulars ist auch im Rahmen der Fluoreszenz-Mikro-
photographic zu beachten!

Lichtquellen

Gasentladungslampen vom Typ der Quecksilber-
und Xenon-Hochdrucklampen stehen nach wie vor
an der Spitze aller für die Fluoreszenzmikroskopie
und die Fluorometrie infrage kommenden Lichtquel-
len. Die Xenon-Hochdmcklampen (z. B. XBO 150,
XBO 75) besitzen ein nahezu kontinuierliches Spek-
trum. Sie eignen sich daher besonders für die
Fluoreszenzanregung vom UV an über den gesam-
ten sichtbaren Spektralbereich, d. h. man kann mit
Hilfe von Interferenz- bzw. Interferenzverlauffiltern
oder eines Monochromators alle erforderlichen Wel-

lenlängen mit einer befriedigenden Intensität selek-
tieren. Dies ist besonders in der Fluorometrie von
Bedeutung.

fc 0

I

Die Quecksilberhochdrucklampen (z, B. HBO 200,
HBO 100) mit ihren charakteristischen Linienspek-
tren besitzen gegenüber den Xenonlampen eine
höhere Intensität in den Linien, fallen aber in den
Wellenlängenabschnitten dazwischen stark ab. Sie
werden jedoch gerade wegen ihrer hohen Intensitä-
ten im UV, Violett, Blau und Grün für die qualita-
tive Fluoreszenzmikroskopie allgemein bevorzugt
and sind — wenn sie gleichstrombetrieben stabili-
siert brennen — auch für die Fluorometrie von Inter-

esse.

Die Ausrüstung eines Fluoreszenzmikroskops mit
Gasentladungslampen erfordert immer einen gewis-
sen Kostenaufwand. Für die Zwecke der Forschung
und der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie ist
dies aufgrund des Leistungsumfangs solcher Licht-
quellen in jedem Fall vertretbar. Eine wesentlich ge-
wichtigere Rolle spielt die Kostenfrage bei den ein-
fachen Fluoreszenzmikroskopen für die Routine-
Diagnose. Hier wird die teure Quecksilberlampe
mehr und mehr durch die erstinals von YOUNG und

ARMSTRONG (1967) für die Routinefluoreszenz-
mikroskopie vorgeschlagene Halogen-Glühlampe er-
setzt werden. Diese Tendenz tritt heute wieder in
verstärktem Maße hervor durch die in letzter Zeit
von RYGAARD und OLSEN (1969) durchgeführten
Versuche der Ent'ivicklung eines speziellen Fluores-
zenz-Erregerfilters, das z. B. in Verbindung mit einer
Halogen-Glühlampe verwendbar ist. Die Halogen-
Glühlampe imponiert durch die Vorteile preiswert
zu sein, ein kontinuierliches Spektrum zu besitzen
und für die Photometrie bei Blauanregung (PLOEM
1969) und bei Grünanregung (= Rotfluoreszenz) sehr
gut stabilisiert werden zu können. Ihre Nachteile
sind aber die gegenüber den Gasentladungslampen
um eine Größenordnung (1:10) tiefer liegende Inten-
sität der Gesamtstrahlung (also geringere Anre-
gungsenergie) und ihr fehlender bzw. zu schwacher
Strahlungsanteil im UV und Violett. Somit ist die
Halogen-Glühlampe wohl doch in erster Linie als
Lichtquelle für die einfachen Routine-Fluoreszenz-
mikroskope zu empfehlen. Für das Fluoreszenz-For-
schungsmikroskop kommt sie, wenn überhaupt, nur
als sekundäre Lichtquelle in Frage — ebenso in der
Fluorometrie.

In der Abbildung l sind die Ergebnisse eines von
uns durchgeführten Intensitätsvergleichs der ver-
schiedenen, für die Fluoreszenzmikroskopie zur Ver-
fügung stehenden Lichtquellen graphisch dargestellt.
Als Bezugsbasis für die Messungen diente die sta-
bilisierte 30-W-Niedervoltlampe. Zunächst fällt der
schon beschriebene Unterschied zwischen Gasentla-
dungslampen und Halogen-Glühlampe ins Auge. Es
wird aber auch überraschen, daß die Gasentlddungs-
lampen mit geringerer Leistungsaufnahme, z. B. XBO
75, gegenüber Lampen ähnlichen Typs mit höherer
Leistungsaufnahme, z. B. XBO 150, eine bessere
Lichtausbeute zeigen.
Hierzu sei bemerkt, daß die Leistungsaufnahme der
Lampe allein für den mikroskopischen Gebrauch
keine Beurteilung erlaubt: Bei Köhler'scher Be-
leuchtung wird die Lichtquelle (Entladungsbogen) in

die Eintrittspupille der Beleuchtungsoptik (Konden-
sor) abgebildet. Entscheidend für die jeweilige Be-
leuchtungsintensität im Mikroskop ist daher nicht
nur die Leuchtdichte der benutzten Lichtquelle, son-
dem auch das Größenverhältnis von Eintrittspupille
zum darin abgebildeten Lichtquellenbild. Ist also in
der Ebene der Eintrittspupille des Kondensors das
projizierte Bild der Lichtquelle z. B. wesentlich grö-
ßer als die Eintrittspupille, dann wird nur ein Bruch-
teil der zur Verfügung stehenden Intensität ausge-
nutzt.

Die Messungen wurden am Mikroskop-Photometer
MPV unter Verwendung des Pol-Opak vorgenom-
men. Die in Abb. 1 gezeigten Kurven gelten aber
auch in etwa für den Fluoreszenzopak nach Ploem.
In diesem Fall -ist die Eintrittspupille des Beleuch-
tungssystems relativ klein. Deshalb wird von den
relativ großen Lichtbogen der XBO 150 und HBO 200
nur ein Teil herausgeschnitten.

Werden für das gleiche Beleuchtungssystem die
XBO 75 bzw. die HBO 100 mit den kleineren Licht-
bogen und der höheren Leuchtdichte benutzt, dann
ist der Wirkungsgrad wesentlich größer, so daß beim
Intensitätsvergleich diese Lampen gegenüber XBO
150 bzw. HBO 200 besser abschneiden. Wiederholten
wir den Lampenvergleich mit einem Durchlichtkon-
densor (z. B. D 1.20), der ja eine größere Eintritts-
pupille besitzt, dann würden aufgrund der besseren
Ausnutzung der Leuchtfläche XBO 150 bzw. HBO 200
gegenüber XBO 75 bzw. HBO 100 die höheren Inten-
sitäten zeigen.
Für unsere Messungen haben wir mit einer Halb-
wertsbreite von ca. 2 nm (Monochromator) gearbei-
tet.

Bei der Fluoreszenzanregung werden aber nicht
solche schmalen Halbwertsbreiten verwendet, son-
dem es werden in der Regel solche von 20 nm, häu-
fig sogar mehr, benutzt. Für einen Vergleich müßten
wir daher die Flächen unter den Kurven, die der be-
nutzten Bandbreite entsprechen, heranziehen. Dies
ergibt natürlich bei dem hier verwendeten logarith-
mischen Maßstab ein schwer interpretierbares Bild.
Wenn man zur besseren Veranschaulichung die In-
tensitätsvergleiche mit einer Halbwertsbreite von
20 nm wiederholt, läßt es sich zeigen, daß die Queck-
silberlampen im Bereich ihrer Maxima immer noch
eine ca. 5- bis Sfache Intensität gegenüber den ent-
sprechenden Xenonlampen aufweisen.

Die Intensität der Halogen-Glühlampe dagegen liegt,
wie bereits oben gesagt, um eine Größenordnung
tiefer. — Die 30-W-Niedervolüampe ist für die
Fluoreszenzanregung nicht brauchbar.
Noch ein paar Worte zur Frage der Stabilität dieser
Lichtquellen:

Als Richtwerte für Intensitätsschwankungen in einer
Stunde können aufgeführt werden

Halogen-Glühlampen (12 V/100 W) ±0,l°/o
Gleichstrom-Gasentladungslampen (XBO 75,
XBO 150, HBO 100) ±1»/»
Wechselstrom-Gasentladungslampen (HBO 200)
±10°/o
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Die Stabilität von Gasentladungslampen hängt er-
heblich von der Einbrennzeit ab. Unbedingt empfeh-
lenswert ist es, die Lampe während der ersten 30
Brennstunden nicht auszuschalten! Durch sehr sorg-
faltiges Einbrennen gelang es uns bei einer XBO
150, eine Stabilität von ±0,20/i) zu erreichen.

Filter

Der Trend der Fluoreszenzmikroskopie zum spezifi-
sehen Nachweisverfahren und zur quantitativen Me-
thode hdt die Frage der Beziehung Lichtquelle/Fil-
ter und die der optimalen Kombination von Erreger-
filter und Sperrfilter in den Mittelpunkt der Diskus-
sion gerückt. Während früher das Präparat mehr
oder weniger unkritisch bei einer vorgegebenen
Lichtquelle und Filterkombinaüon untersucht und
interpretiert wurde, beschreitet man heute den um-
gekehrten Weg: Man geht vom Präparat, d. h. vom
Fluorophor oder Fluorochrom aus und legt nach Er-
mittlung der spektralen Werte für Excitation (= An-
regung) und Emission (= Fluoreszenz) die notwen-
dige Filterzusammenstellung in Verbindung mit der
Lichtquelle fest.
Unter den Filtersystemen unterscheiden wir mit
PLOEM (1969)
l. Kombinationen von Erregerfiltern mit Sperrfiltern

für Fluoreszenz mit Breitbandanregung und
2. Kombinationen von sog. Primärfiltern (lampen-

seitig) mit sog. Sekundärfiltern (beobachtungs-
seitig) für Fluoreszenz mit Schmalbandanregung.

Wir wollen im Folgenden die Termins „Breitband-
fluoreszenz" und „Schmalbandfluoreszenz" verwen-
den.
Breitbandfluoreszenz ist die klassische Methode der
Ausfilterung von Erregerlicht mit Hilfe von gefärb-
ten Glasfiltern (UG-Filter, BG-Filter u. ä.) und der
Öffnung eines Durchlaßbereiches für Fluoreszenz-
licht ab einer bestimmten Wellenlänge durch die
üblichen Kantensperrfilter. Sie wird im Durchlicht
wie im Auflicht überall da angewendet, wo Anre-
gungs- und Emissionsmaximum des Fluorochroms
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weit auseinanderiiegen. Mit Hilfe der breiten Durch-
laßbereiche der Erregerfilter kann daher die Fluores-
zenz im oder in der Nähe des Maximums mit hin-

Abb. 5b: FITC-FluoreszenzbiId (Toxoplasmen.) im Mikro-
sJcop bei Anregung gemäß Abb. 5a.
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Abb. 6ö: FITC-FIuoreszenzbiId (Toxoplasmen) im Mikro-
shop bei Anregung gemäß Abb. 6a.

Abb. Tb: FITC-Fluoieszenzbild (Toxoplasmen) im Mikro-
skop bei Anregung gemäß Abb. 7a.

reichender Energie angeregt werden, ohne ddß eine
BeeinHussung des emittierten Fluoreszenzlichtes
durch die Erregerstrahlung erfolgt. Das bedeutet, be-
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obachtungsseitig kann also ein Sperrfilter gewählt
werden, das auf Grund seiner Kantenlage die Erre-
gerstrahlung praktisch völlig sperrt, jedoch das
Maximum der Fluoreszenzstrahlung und somit die
„echte" Farbe des Fluoreszenzlichts voll erfaßt. Ab-
bildung 2 zeigt hierzu einen typischen Fall am
Beispiel der FIuoroszenz von Acriflavin, einem
dem Acridinorange-Farbstoff chemisch verwandten
Fluorochrom. Die beiden Maxima von Anregung
und Emission liegen ca. 100 nm weit auseinander.
Somit können ein Erregerfilter BG 12 (3 mm) und
ein Sperrfilter K 510 oder K 530 als effektvolle Breit-
bandfluoreszenz-Kombination gewählt werden.

Abbildung 3 ist geeignet, die Notwendigkeit des
Übergangs von Breitbandfluoreszenz auf Schmal-
bandfluoreszenz zu demonstrieren. In unserem Bei-
spiel handelt es sich um die von FALK u. a. (1962)
entwickelte Nachweismethode des Katecholamins
durch seine Fluoreszenz. Anregungs- und Emissions-
maximum von Katecholamin liegen wesentlich näher
zusammen als die Maxima des Acriüavins in unse-
rem ersten Beispiel. Mit anderen Worten, die Fluo-
reszenzanregung muß mit violettem Licht etwa bei
410 nm erfolgen, und die Fluoreszenz selbst wird im
Bereich des Maximums um 470 nm als blaue Strah-
lung zu beobachten sein (vgl. PLOEM 1969). Würde
man Breitbandanregung mit einem Filter BG 12 be-
treiben, etwa wie im Acriflavin-Beispiel, dann wäre
die blaue Fluoreszenz des Katecholamins durch das
vom Erregerfilter noch mit durchschlagende Blaulicht
völlig unterdrückt. Man müßte, um überhaupt noch
etwas an Fluoreszenz beobachten zu können, durch
die Wahl eines das Erregerlicht absorbierenden
Sperrfilters K 510 bzw. L 530 in den grünen bzw. gel-
ben Bereich des Spektrums ausweichen. Die dann er-
faßte Fluoreszenz des Katecholamins in diesem
Spektralbereich ist aber nicht mehr als Kriterium
voll anwendbar. Geht man dagegen zur Schmalband-
fluoreszenz über, die sich durch Verwendung der
Kombination eines Interferenzbandfilters von defi-
niertem Transmissionsmaximum (Halbwertsbreite
von 20 bis 25 nm) mit einem Glasfilter als sog. Pri-
mär-Erregerfilter auszeichnet, so ergeben sich die in
Abbildung 3 dargestellten Verhältnisse. Hierbei ist
zu beachten, daß Schmalbandfluoreszenz unter Ver-
Wendung von Interferenzfiltern — die ja eine gerin-
gere Transmission als normale Glasfilter besitzen —
neben dem Betrieb von Lichtquellen mit hoher Inten-
sität, vor allem den Übergang zur Auflicht-Fluores-
zenzanregung, also zum LEITZ-Fluoreszenzopak
nach Ploem, als vorteilhaft postuliert. Damit erreicht
man den bestmöglichen Nutzeffekt in bezug auf den
dem Präparat zuzuführenden Betrag an Anregungs-
energie. So haben wir in Abbildung 3 die Kurven für
die Primärfilter BG 3 + AL 405 und das Sekundär-
filter K 460 unter Berücksichtigung der Wirkungs-
weise von Interferenzteilerplättchen TK 455 und
Sperrfilter K 455 des Fluoreszenzopaks gezeichnet.
Das Diagramm zeigt die selektive Anregung der Ka-
techolaminfluoreszenz im Bereich des Maximums
und das ungestörte Erfassen des Fluoreszenzmaxi-
mums im Blaubereich durch ein geeignetes Sekun-

där-Sperrfilter. Die grüne und gelbe Komponente der
Fluoreszenzemission wird dabei auch durchgelassen,
jedoch von der intensiveren Blaufluoreszenz über-
lagert.
Sehr instruktiv zeigen zum Beispiel die in Band IV,
Heft 8 der LEITZ-Mitteilungen für Wissenschaft und
Technik auf den Seiten 236 und 248 bis 249 veröffent-
lichten Mikrophotos von Katecholaminfluoreszenzen
den Unterschied zwischen Schmalband- und Breit-
bandanregung.
Ein weiteres typisches Beispiel für Schmalband-
fluoreszenz zeigt Abbildung 4. Hier handelt es sich
um die Anregung der Rotfluoreszenz von Tetra-
methylrhodaminisothiocyanat (TRITC) — einem
Antikörper-Fluoreszenztrdcer — durch grünes Licht
bei 546 nrn. Die TRITC-Maxima liegen hier so dicht,
daß die primärfilterseitige Kombination des Inter-
ferenzbandfilters AI 546 mit den Glasfiltern BG 38
und BG 36 nötig wird, um die Anregungsstrahlung
im Bereich des Emissionsmaximums von TRITC ab-
zuschneiden. Wie aus dem Diagramm weiterhin er-
sichtlich ist, kann als Fluoreszenz wegen der Lage
der Maxima und den Gegebenheiten der Primärfil-
ter-Kombination zwar nicht das gelbe Emissions-
maximum, aber eine kräftige rotorange oder rote
Fluoreszenzfarbe (PLOEM 1969) beobachtet werden,
da man über einem Sperrfilter K 590 bzw. K 610 be-
ob achten muß.

Schließlich wollen wir uns noch speziell der Filter-
kombination für die Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-Fluoreszenz zuwenden. Diese Untersuchungs-
technik besitzt von allen Methoden der Immuno-
fluoreszenz z. Z. die größte Anwendungsbreite. Ins-
besondere in der Diagnostik der Infektionskrankhei-
ten hat sie sich einen imponierenden Platz erobert
(siehe z. B. CHERRY 1960, NAIRN 1969, WALTER
1968, PLOEM 1969).
Die Maxima der Anregung und der Emission liegen
bei FITC sehr dicht beieinander. Würde man für die
Fluoreszenzanregung übliche Farbglasfilter oder In-
terferenzbandfilter benutzen, deren Transmissions-
maximum mit dem FITC-Anregungsmaximum etwa
zusammenfällt, dann entstünden erhebliche Schwie-

rigkeiten auf der Sperrfilterseite. Die Erregerfilter
störten aufgrund ihrer symmetrischen Transmis-
sionscharakteristik die FITC-Fluoreszenzstrahlung
empfindlich, und ein Sperrfilter, das ja im oder in
der Nähe des Emissionsmaximums des Fluorochroms
hohe Durchlässigkeit erfordert, würde wirkungslos.
Daher muß man bei Verwendung von Erregerfiltern
mit symmetrischer Durchlaßkurve den Schwerpunkt
der Anregung nicht in das FITC-Hauptmaximum bei
ca.490 nm legen,sondern in das Nebenmaximum bei
etwa 470 nm. Die von dem Farbstoff bei dieser Wel-
lenlänge absorbierte Anregungsenergie reicht völlig
aus, um eine entsprechende, helle FITC-Fluoreszenz
zu erzielen und vor allem letztere mit Hilfe geeigne-
ter Sperrfilter (z. B. K 510, K 530 oder Interferenzfil-
ter AL 525 bzw. 530) im Bereich des Emissionsmaxi-
mums zu selektieren. Die Verhältnisse sind in den
Abbildungen 5 bis 7 für den Fall der FITC-Auflicht-
fluoreszenz mit Fluoreszenzopak nach PLOEM dar-
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gestellt. In den Kurvendarstellungen sind wiederum
die Durchlässigkeitswerte für Primär- und Sekundär-
filter unter Berücksichtigung des Interferenzteiler-
plättchens und des Sperrfilters im Ploem-Opak ge-
zeichnet. Abbildung 5a zeigt die früher übliche Ver-
wendung von Blauglasfiltern (BG 12) zur Breitband-
Anregung des FIuoresceinisothiocyanats. Zweck-
mäßigerweise benutzt man ein BG-12-Filter von 3
oder 5 mm Dicke, um die Transmission bei etwa
500 nm abzuschneiden. Diese Filter haben den Nach-
teil, aufgrund ihres relativ hohen Durchlässigkeits-
maximums bei ca. 400 nm dort eine unspezifische
Fluoreszenz neben der FITC-Hauptfluoreszenz an-
zuregen, die sich als Störung des Untergrunds im
mikroskopischen Bild auswirkt und durch Verwen-
dung einer Sperrfilterkombination TK 495/K 495
(Opak) + K 510 (Mikroskoptubus) voll sichtbar wird
(Abb. 5b). Wird anstelle des Sperrfilters K 510 ein
Interferenzbandfilter (z. B. AI 525) benutzt, so führt
das zu einer wesentlichen Verbesserung des Bildes,
da diese Filterkombination ab 540 nm recht gut
spent. Dennoch läßt sich im Mikroskop aufgrund des
starken Maximums des BG-Filters noch immer ein
Teil der unspezifischen Fluoreszenz beobachten.
Um zu einer entscheidenden Verbesserung des Bild-
Untergrundes durch Schmalband-Anregung zu gelan-
gen, benutzt man heute speziell in der Auflicht-
fluoreszenz anstelle der Farbglasfilter primär ein In-
terferenzbandfilter AL 470 in Kombination mit den
Farbglasfiltern BG 38 (4 mm) und BG 12 (1,5 mm).
Dadurch gelingt es, die Kontrastverhältnisse im Prä-
parat um ein Vielfaches zu verbessern, d. h. einen
praktisch schwarzen Präparathintergrund zu erzeu-
gen und nur die apfelgrüne FITC-Hauptftuoreszenz
zu selektieren. Dies ist in Abbildung 7a und 7b dar-
gestellt. Benutzt man nur das Interferenzbandfilter
allein als Primärfilter, so wird man gemäß Abbil-
dung 6a wegen der Überlappung des rechten Schen-
kels der Durchlässigkeitskurve AL 470 + TK 495 und
der Sperrfilterkurven (TK 495 + K495 + K 510 bzw.
AL 525) eine Aufhellung des Bilduntergrundes er-
halten, die in Abbildung 6b gezeigt ist.
Zusammenfassend läßt sich für den Fall der FITC-
Fluoreszenz feststellen, daß auch hier die Schmal-
bandanregung, wie sie PLOEM (1969) vorschlägt,
und die Selektion der spezifischen Fluoreszenzstrah-
lung durch ein Interferenzsperrfilter klar definierte
mikroskopische Bilder liefert.
Es ist klar, daß die beschriebenen Filterkombinatio-
nen auf der Anregungsseite den Einsatz einer Hoch-
leistungslichtquelle, also einer Gasentladungslampe
erfordern. Im Rahmen der Anwendung des Fluores-
zenzmikroskops in der FITC-Routine-Diagnostik be-
steht jedoch, wie bereits gesagt, teilweise der ver-
ständliche Wunsch, ein einfacheres Mikroskop mit
einer Halogen-Glühlampe einzusetzen. Hierbei er-
geben sich auf der Filterseite insofern Schwierigkei-
ten, als die Intensität der Halogen-Glühlampe im
Blau nicht ausreicht, um mit einem Blauglasfilter
oder einem Interferenzbandfilter bei 470 nm genü-
gend Anregungsenergie auf das Präparat zu bringen.
Es ist daher notwendig, direkt im FITC-Anregungs-
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einem, gelieferten Filtes (weitere Erläuterungen im Text).

maximum um 480 bis 490 nm zu arbeiten. So hat es
nicht an Versuchen gefehlt, Filter mit hoher Trans-
mission in diesem oder bis zu diesem Wellenlängen-
bereich zu entwickeln, deren Kurven jedoch dann in
den folgenden Bereichen ab 500 nm möglichst steil in
der Durchlässigkeit abfallen. RICHARDS und WA-
TERS (1967) haben ein solches speziell für die FITC-
Fluoreszenz entwickeltes asymmetrisches Filter erst-
mals beschrieben (Abb. 8). RYGAARD und OLSEN
(1969) stellen ein Interferenzfilter mit ähnlicher Cha-
rakterisük vor (Abb. 9). Dieses Filter besitzt im Rot
noch eine Transmission (s. Abb. 9), die als beson-
ders vorteilhaft für den farbigen Bildkontrast her-
vorgehoben wird.
LEITZ wird in Kürze ebenfalls ein solches „Filter
für FITC-Fluoreszenz" liefern (vgl. Arbeit von W.
KRAFT im vorliegenden Heft). Dabei ist allerdings
dann keine so hohe Transmission mehr im Rot
vorhanden, da wir diese nicht als Kriterium für ein
zur FITC-Fluoreszenz geeignetes Filter ansehen.
Entscheidend ist die hohe Transmission bei 490 nm
und der steile Abfall der Durchlässigkeit ab 500 nm.
Mit einem solchen asymmetrischen Interferenzfilter
kann dann ein geeignetes Sperrfilter, also in unse-
rem Falle K 510 oder AL 525 + K 495, kombiniert
werden. Das von RYGAARD und OLSEN (1969) an-
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gegebene Farbglas OG l mit einer Kantenlage T 45<>/o
bei 530 nrn (vergl. Abb. 9) ist als Sperrfilter nicht
so gut geeignet, da es im Bereich des Emissions-
maximums von FITC eine geringere Durchlässigkeit
besitzt. Insgesamt gesehen, sind also für die FITC-
Routinefluoreszenzmikroskopie und im Prinzip dann
auch für andere Fluorochromierungen wie z. B. TBC
Auramin ebenfalls Möglichkeiten gegeben, mittels
einer Halogen-Glühlampe und geeigneten Filtern
mit entsprechender asymmetrischer Durchlaßcharak-
teristik helle, kontrastreiche und vor allem klar zu
interpretierende fluoreszenzmikroskopische Bilder
zu erhalten.

Zum Abschluß sei das Ergebnis unserer Betrachtun-
gen noch einmal in einer übersichtstabelle zusam-
mengefaßt.

Anschrift des Verfassers: Dr. Friedrich Walter, Ernst Leitz
GmbH Wetzlar, Labor ANWENDUNG MIKRO.
Meinen Mitarbeitern danke ich für die Hilfe bei der Aufstel-
lung der Lichtquellen- und Filterkurven.
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Beleuchtungsverfahren Mikroskop Lampenhaus Lichtquelle/
Anregungsstrahlung

Filter

Routine- Durchlicht-Dunkelfeld LABORLUX
Diagnostik mit D 0.80/D 1.20 DIALUX 250, (100)

Hg 200 W/UV-Violett-
Blau
(Halogen 100 W/Blau)

Auflichtanregung mit ) ORTHOLUX
Fluoreszenzilluminator [>
nachPloem ) ORTHOPLAN

250, 100

500, 250, 100
} Hg 200 W, Hg 100 W/

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

Forschung

Fluoro-

metric

Durchlicht-Dunkelfeld
mitDO.SO/D 1.20
und/oder Auflichtan-

regung mit FIuores-
zenzilluminator nach
Ploem

Auflichtanregung mit
Fluoreszerazilluminator

nach Ploem

ORTHOLUX 250, 100

ORTHOPLAN 500, 250, 100

ORTHOLUX-
MPV

ORTHOPLAN-
MPV

250,100

Hg 200 W / UV-Violett- |
Hg 100W/Blau-Grün (

(Halogen 100 W/Grün)

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

(Halogen 100 W/Grün)

Durcblicht-Dunkelfeld
(Auramin-TBC,
FITC-Tests):

Breitbandfluoreszenz

gemäß LEITZ-Liste
52-20b und PLOEM
1969, bzw. Spezial-
filter für FITC

Auflichtanregun'g mit
Fluoreszenzilluminator

nach Ploem:

Breitbandfluoreszenz

gemäß PLOEM 1969
Schmalband-

fluoreszenz

(FITC)
gemäß PLOEM 1969

Breitbandfluoreszenz

gemäß LEITZ-Liste
52-20b und PLOEM
1969

Schmalband-

Fluoreszenz

gemäß PLOEM 1969

Schmalband-

Fluoreszenz

gemäß PLOEM 1969
oder Monochromator

bzw. Interferenz-

verlauffilter
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Ein neues FITC-Erregerfilter für die
Routineüuoreszenz

Von Winfried Kraft, Wetzlai1)

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

zenzintensität oder auf einen dunklen Hintergrund
verzichten.

Auf Grund steigender technischer Anforderungen
durch Verwendung neuer Fluoreszenzfarbstoffe
(FITC, Tetramethylrhoddmin, Rosamin B, Lissamin-
Rhodämin B 200) reichen Farbgläser, d. h. in der
Schmelze gefärbte Gläser, als Exzitationsfilter nicht
mehr aus.

Bei diesen Fluorochromen liegt das Exzitations- und
das Emissionsmaximum in der Wellenlängenskala
zu dicht beisammen, als daß sie von normalen Farb-
glasexzitationsfiltern, die meist zwischen dem jewei-
ligen Exzitations- und Emissionsmaximum keine ge-
eignete Kante aufweisen, getrennt werden könnten.
'Wir sehen schon hieraus, daß in der Fluoreszenz-
mikroskopie immer das Zusammenspiel von Licht-
quelle, Fluorochrom und Filterkom.bination (Exzita-
tions- und Sperrfilter) beachtet werden muß.
Durch die Verwendung von Interferenzfiltern in der
Fluoreszenzmikroskopie ist dieses Problem, das bei
Farbglasfiltern fast immer auftritt, erheblich geringer
geworden, da es jetzt möglich ist, mit Hilfe eines
speziell für FITC entwickelten Interferenzexzita-
tionsfilters außerordentlich brillante, kontrastreiche
FITC-Fluoreszenzen zu erzeugen.
Bisher war eine anspruchsvolle Fluoreszenzmikro-
skopie lediglich mit den großen 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.

DK 535.822.5:535.371:535.345.6

(l, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13) bzw. LABORLUX mit Fluo-
reszenzeinrichtung möglich. Der LEITZ-Fluoreszenz-
opak mit dichromatischen Teilerspiegeln, in Verbin-
dung mit einer Quecksilberhöchstdrucklampe 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 höchster Aperturen derzeit
erreichbar ist. Außerdem bietet er bei Verwendung
dieser Objektive für alle anderen bekannten Fluo-
reszenzanwendungen die denkbar günstigsten Vor-
aussetzungen bezüglich FIuoreszenzhelligkeit, spezi-
fischer Fluoreszenz und Kontrast.
Jetzt kann man in der Routinediagnose auf ein-
fachste Weise auch mit Laboratoriums-, Kurs- und
Arbeitsmikroskopen eine brillante, intensitätsstarke
und spezifische FITC-Fluoreszenz erzielen, sofern
man einen Dunkelfeldkondensor und eine entspre-
chende Lampe adaptieren kann.
Als Exzitaüonslichtquelle für diese moderne FITC-
Fluoreszenzmethode benötigt man nicht mehr un-
bedingt eine Quecksilber- oder Xenonhöchstdruck-
lampe. Einfache Glühwendellampen, an erster Stelle
die Halogenglühlampe 12 V 100 W, mit geringen In-
tensitätsverlusten auch die in ihrer Abstrahlenergie
etwas schwächere Glühlampe 12 V 60 W, ergeben
bei den meisten Präparaten eine hervorragende
Fluoreszenzqualität, da die Abstrahlenergie, insbe-
sondere bei der Halogenglühlampe (Abb, l), im Ge-
gensatz zu früheren Erkenntnissen (11), im Wellen-
längenbereich des Absorptionsmaximums von FITC
— gleichzeitig Anregungsmaximum — vollkommen
ausreichend ist (Abb. 2), d. h. im Wellenlängen-
bereich von 470 bis 500 nm ist das Energieverhältnis
Halogenglühlampe 12 V 100 W— Quecksilber-
hcchstdrucklampe HBO 100 fast wie 1:1, da nur noch
das fast kontinuierliche Untergrundspektrum der
HBO 100 wirksam ist. Ganz anders liegen die Ver-
hältnisse natürlich in anderen Wellenlängenberei-
chen, insbesondere bei den Hg-Linien, im violetten
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