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Optische Filter und ihre Anwendung in der Mikroskopie

1. Optische Filter

Optische Filter sind Glaser oder Folien, die fir einen Teil des sichtbaren Lichtes mehr
oder weniger undurchlassig sind. Da sich nun nicht mehr alle Anteile des sichtbaren
Lichtes paarweise zu weiRem Licht erganzen (,Komplementarfarben®), erscheinen
derartige Filter farbig. Werden alle Anteile des sichtbaren Lichtes in gleichem Mal3e
geschwacht, spricht man von ,Grauscheiben®.

1.1. Absorptions- und Reflektionsfilter

Absorptionsfilter sind gefarbte Glaser und farbige Gelatineschichten, die denjenigen
Teil des Lichtes absorbieren, der geschwacht oder gesperrt wird. Sie wandeln des-
sen Energie in Warme um. Bei den in der Mikroskopie ublichen Lichtintensitaten
kann die Erwarmung eines solchen Filters vernachlassigt werden, arbeitet man g-
doch mit sehr intensiven Lichtquellen (Fluoreszenzmikroskopie), kann die Erwar-
mung zur Zerstorung des Filters fuhren.

Reflektionsfilter bestehen aus einem Glasplattchen, auf das zahlreiche sehr dinne
halbdurchlassige Schichten aufgedampft sind. Durch Interferenz werden Teile des
sichtbaren Lichtes durchgelassen, wahrend andere reflektiert werden. Ein derartiges
Filter erwarmt sich folglich auch bei hohen Lichtintensitaten nicht. Man erkennt sol-
che Filter daran, dal3 sie im auffallenden Licht wie ein farbiger Spiegel aussehen —
erst wenn man sie gegen eine Lampe halt, erkennt man, dal3 sie auch farbiges Licht
durchlassen. Angemerkt sei, dal3 die Bezeichnung ,Reflektionsfilter” uniblich ist —
man bezeichnet diese Filter gewohnlich als ,Interferenzfilter”. Wegen ihrer aufwendi-
gen Herstellungsweise sind Interferenzfilter recht teuer, dafur sind sie aber wesent-
lich leistungsfahiger als Absorptionsfilter (s.u.).

1.2. Spektral-, Sperr- und Kantenfilter

Ein Spektralfilter (Abb.1) ist nur fir einen sehr schmalen Langenwellenbereich durch-
lassig, das austretende Licht ist daher weitgehend monochromatisch.

Ein Sperrfilter (Abb.2) ist fir einen mehr oder weniger breiten Wellenlangenbereich
undurchlassig, kurzerwellige und langerwellige Anteile werden jedoch durchgelassen
(oft unerwiinscht!).

Ein Kantenfilter (Abb.3) lal3t alle Wellenlangen unterhalb (oberhalb) einer bestimmten
Wellenlange durch (Absorptionskante) und sperrt fur alle Wellenlangen oberhalb (un-
terhalb) dieser Wellenlange. Derartige Filter sind besonders wichtig; erwiinscht ist
eine moglichst steile ,Absorptionskante®.
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1.3. Filtercharakteristik

Zur Bestimmung der ,Filtercharakteristik mi3t man die ,Transparenz” in Abhangig-
keit von der Wellenlange. Wird das Licht nicht geschwéacht, hat die Transparenz den
Wert 100 %; wird das Licht vollstandig gesperrt, betragt die Transparenz 0 %.

Angemerkt sei, dald eine Transparenz von 100 % niemals erreicht werden kann, da
an beiden Seiten eines Filters unweigerlich einige Prozent des Lichtes reflektiert
werden. Gewohnlich tragt man dem bei der Aufnahme der Transparenzkurve durch
eine entsprechende Justierung Rechnung, so dal3 die Transparenzkurven dann
trotzdem zwischen 0 % und 100 % verlaufen (sog. ,interne Transparenz").

2. Handelsubliche Farbfilter (Glas); s.a. Anhang 5
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Die hier gezeigten Transmissionskurven gehodren zu handelsiblichen Farbfiltern, wie
sie in der Fotografie verwendet werden. Die meisten dieser Filter sind Kantenfilter,
lediglich das Grunfilter (Abb.7) gehort zu den Spektralfiltern, allerdings ist das durch-
gelassene Licht bei weitem nicht spektralrein (breiter Durchlassbereich, unzurei-
chende Sperrwirkung im &angwelligen Bereich). Abb.9 zeigt die Transmissionskurve
eines Interferenzfilters, das griines Licht durchlaf3t. Hier ist der durchgelassenen Wel-
lenl&angenbereich sehr schmal, das Licht ist folglich weitgehend spektralrein. Dies ist
ein Beispiel fur die viel hohere Leistungsfahigkeit von Interferenzfiltern. Entsprechen-
de Kantenfilter (Abb.10) besitzen aul3erst steile Absorptionskanten.
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(schwach rosa)

Nun ist es naheliegend, Spektralfilter durch Kombination zweier geeigneter Kantenfil-
ter zu realisieren, aber dies gelingt nur mit Interferenzfiltern — andernfalls sind die
Kantensteilheiten zu gering.

Schlie3lich sei noch die Transmissionskurve eines schwach rosa gefarbten Neodym-
glases gegeben (Abb.11). Obwohl sich das Filter kaum von einer einfachen Glas-
scheibe zu unterscheiden scheint — es ist lediglich schwach rosa gefarbt — werden
mehrere schmale Wellenlangenbereiche fast vollstandig unterdrickt. Derartige
Transmissionskurven sind typisch fur Glaser, die Oxide bestimmter Seltenerdmetalle
enthalten.

Zusammenfassend lafit sich feststellen:

1. Es ist unmoglich, von der Farbung eines Filters auf dessen Transmissionskur-
ve zu schliel3en.

2. Will man Filter gezielt einsetzen, mul3 man die entsprechenden Transmissi-
onskurven kennen.

3. Steht kein Spektralfotometer zur Verfigung, sollte man nur mit Filtern arbei-
ten, deren Durchlaf3kurven vom Hersteller angegeben werden.

4. Viele Probleme lassen sich nur mit den leistungsfahigeren Interferenzfiltern I6-
sen (Fluoreszenzmikroskopie, s.u.).

3. Gelatinefilter; s.a. Anhang 5
Gelatinefilter lassen sch sehr leicht selbst herstellen: Man benétigt eine warme, mog-

lichst konzentrierte Gelatineldsung und konzentrierte wassrige (!) Losungen unter-
schiedlicher Farbstoffe.
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Die Gelatinelésung wird mit der erforderlichen Menge Farbstofflésung versetzt, dann
rihrt man sehr grindlich um, damit die Filter keine Farbschlieren enthalten, schliel3-
lich giel3t man die Gelatineldsung auf eine saubere Glasplatte, lal3t erkalten und war-
tet einige Tage, bis das in der Schicht enthaltene Wasser verdunstet ist. Danach l6st
man de nun harte Gelatineschicht von der Glasplatte. Es empfiehlt sich, durch Vor-
versuche zu ermitteln, von welchem Tragermaterial sich die getrocknete Gelatine
besonders leicht ablosen laft.

Noch besser ist es, runde Weil3glasfilter mit einem Ring aus Tesafilm zu versehen
und die gefarbte Gelatine in das so entstandene N&pfchen zu giel3en. Man erhalt
dann von vornherein ein mechanisch stabiles Filter passender Grof3e und muf3 die
Gelatineschicht nicht erst miithsam vom Tragermaterial |6sen.

Es ist auf diese Weise auch leicht mdglich ganze Filtersatze zu gief3en. Etwa 100 ml
Gelatinelésung werden mit 1 ml Farbstofflésung versetzt, man giel3t ein kleines Filter,
versetzt abermals mit 1 ml Lésung, giel3t ein zweites kleines Filter, versetzt mit 2 mi
Losung, giel3t das nachste Filter u.s.w. (1+1+2+4+8+16...). Verwendet man den
Farbstoff ,Direkttiefschwarz”, erhdlt man einen Satz unterschiedlich dunkler Grau-

scheiben.
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Gelatinefilter bewahrt man vor Licht geschiitzt auf, am besten in einem mit Trocken-
mittel versehenen Exsiccator, um Schimmelbildung zu vermeiden. UV-haltiges Licht
fuhrt zum Ausbleichen der Farbstoffe, starke Erwdrmung zum Schmelzen der Gelati-
ne.

Die Abbildungen 12 bis 17 zeigen die Transmissionskurven gangiger organischer
Farbstoffe, die wohl jeder Mikroskopiker zur Hand hat. Safranin, Chrysoidin und O-
range-G liefern Kantenfilter, Kristallviolett, Anilinblau und Methylenblau ergeben typi-
sche Sperrfilter.

Man erkennt jedoch an allen Transmissionskurven eine gemeinsame Schwache von
Filtern, die mit Hilfe organischer Farbstoffe realisiert werden: Organische Farbstoffe
sind in aller Regel zumindest fur langwelliges Rot mehr oder weniger durchlassig.
Deshalb sind z.B. die gezeigten Blaufilter als Erregerfilter (Fluoreszenzmikroskopie)
ungeeignet, da sie den hohen Rotanteil von Lampenlicht nicht sperren, so dal3 bei
Verwendung eines orangefarbenen Sperrfilters der Hintergrund nicht schwarz, son-
dern dunkelrot erscheint.

4. Anwendungen
4.1. Lichtschwachung

Ist die mikroskopische Beleuchtung zu hell, so pilegen selbst erfahrene Mikroskopi-
ker einfach die Aperturblende zuzuziehen. Das Bild erscheint dann dunkler und
zugleich kontrastreicher, auf3erdem nimmt die Tiefenscharfe zu. Trotzdem ist dieses
Verfahren falsch, denn durch SchlieRen der Aperturblende nimmt die effektive nume-
rische Apertur des Objektives ab, Feinstrukturen verschwinden und man gerat in den
Bereich der ,leeren Vergro3erung®, wodurch die Bildqualitat weiter sinkt. Man sollte
daher die Aperturblende nur soweit schlieRen, dal? Uberstrahlungen vermieden wer-
den.
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Besser ist es, die Beleuchtung zu dimmen, aber hierdurch wird das Bild immer gelb-
stichiger. Unser Auge nimmt dies zwar kaum wahr, wohl aber das Filmmaterial und
auch die Digitalkamera.

Richtig ist es, die Lichtintensitat durch das Einlegen von Grauscheiben zu verringern,
und die kann man sich leicht selbst herstellen (s.0.).

4.2. Konversionsfilter

Lampenlicht besitzt einen starken Gelbstich, auch wenn wir das nicht so empfinden.
Stellt man Farbfotografien bei Lampenlicht mit einem Tageslichtfilm her, so besitzen
die Bilder einen sehr starken Gelbstich. Man vermeidet dies, indem man ein passen-
des Blaufilter in den Strahlengang bringt. Derartige Kompensationsfilter werden als
~Konversionsfilter* bezeichnet.

Arbeitet man, wie heute Ublich, mit einer Digitalkamera, so stort ein starker Farbstich
der Rohbilder nicht, da man diesen spater mit einem Bildverarbeitungsprogramm be-
seitigen kann. Da aber jede nachtragliche Bildbearbeitung tendenziell mit einer Quali-
tatsminderung verbunden ist, sollte man sich bemihen, ein mdglicht ,gutes” Rohbild
zu erzeugen, so dald nur noch geringfligige Nachbearbeitungen erforderlich werden.
Daher ist die Anwendung geeigneter Konversionsfilter (Blaufilter oder Violettfilter)
auch bei der digitalen Mikrofotografie sehr zu empfehlen!

Da sich beim Dimmen der Farbton des Lampenlichtes immer weiter in den langerwel-
ligen Bereich verschiebt, missen die Konversionsfilter dem angepal3t werden. Es ist
daher besser, bei konstanter Lampenhelligkeit zu arbeiten und das Licht ggf. durch
Grauscheiben zu schwachen, da diese den Farbton des Lichtes nicht verandern.

4.3. Beseitigung stérender Farbsdume

Gewohnlich sind Mikroskope mit ,achromatischen Objektiven” ausgerustet. Diese
Objektive sind ,weitgehend” farbkorrigiert, allerdings treten bei starkeren Objektiven
immer noch stérende Farbsdume auf, die sich insbesondere bei der Untersuchung
von farblosen Objekten (Diatomeen, Radiolarien, Foraminiferen) stérend bemerkbar
machen, zumal sie gleichzeitig die Bildscharfe vermindern. Eine (sehr teure!) Abhilfe
sind vollstandig farbkorrigierte ,apochromatische Objektive®, aber es geht auch an-
ders:

Es genigt, die genannten farblosen Objekte mit monochromatischem Licht zu unter-
suchen und die intensiv farbstichigen Digitalbilder dann in Graustufenbilder umzu-
wandeln. Da im Idealfall Licht von nur einer Wellenl&nge vorliegt, kbnnen Farbsaume
nicht entstehen, selbst bei unzureichender Farbkorrektur!
Folgende Lichtquellen kommen infrage:

1. Natriumdampflampe

2. Glahlampe in Kombination mit einem griinen Spektralfilter (gemaf Abb.7).

3. Gluhlampe in Kombination mit einem Interferenzfilter (geman Abb.9).



9

Die Abbildungen 18 — 20 und 21 — 23 zeigen eine Kieselalge, aufgenommen mit un-
gefiltertem Lampenlicht (Abb.18), unter Verwendung eines Grunfilters (Abb.19, vergl.
Abb.7) und unter Verwendung eines Interferenzfilters (Abb.20, vergl. Abb.9). Es wur-
den lediglich die Filter ausgetauscht, die Fokussierung blieb unverandert.

Die Abbildungen a zeigen das Rohbild, die Abbildungen b das nachbearbeitete Bild.
Nachbearbeitung:

1. Farbformat konvertieren RGB -- > Graustufenbild

2. Farbformat konvertieren Graustufenbild -- > RGB

3. Kontrast und Helligkeit optimieren

4. Bild schwach blau tonen (Geschmackssache)
Die Bilder 18 b und 21 b erscheinen deutlich angenehmer als die entsprechenden

Rohbilder, da nun die Farbsaume nicht mehr stérend in Erscheinung treten, aber die
farbsaumbedingten Unscharfen sind nach wie vor vorhanden, denn die Farbsaume

wurden ja lediglich ,entfarbt”.

Die Bilder 19 und 22 zeigen, dal3 ein Grunfilter zwar eine gewisse Verbesserung
bringt, jedoch sind immer noch rote Farbsdume zu erkennen. Dies liegt daran, daf3
ein solches Filter nur sehr ndherungsweise als ,Spektralfilter* betrachtet werden kann
— es |lalit noch erhebliche Rotanteile des Lampenlichtes durch (vgl. Abb.7!).

Die Bilder 20 und 22 sind am brillantesten: Da fast reines monochromatisches Licht
verwendet wurde (vgl. Abb.9!), ist schon das Rohbild frei von Farbsaumen.

Zusammenfassend lai3t sich feststellen: Wie zu erwarten, ist ein Interferenzfilter ei-
nem Glasfilter gleicher Farbung bei weitem tberlegen.
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Abb. 20 a 40x Achromat Lampenlicht + Spektralfilter (Interferenzfilter)

Schon das Rohbild ist frei von Farbsaumen!

Abb. 20 b Das nachbearbeitete Bild ist brillanter als 18 b, aIIerdings"

wird dies erst bei grol3formatiger Wiedergabe deutlich
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Abb. 22 a 100x Achromat Ol Lampenlicht + Grinfilter

AT L dm—
BEETE L b s——

e m—
A LE
e —
iFFERARE N,
L]

Abb.22 b



15

Abb.23 a 100x Achromat O Lampenlicht + Spektralfilter

Abb.23 b
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5. Fluoreszenzmikroskopie

Dieses Spezialgebiet der Mikroskopie setzt die geschickte Kombination hochwertiger
Spezialfilter voraus, es ist geradezu die Doméane fur den Einsatz von Interferenzfil-
tern. Aus diesem Grunde wird es hier in einem gesonderten Kapitel behandelt.

5.1. Fluoreszenz

Zahlreiche Naturstoffe, Chemikalien, Farbstoffe und Mineralien besitzen die Eigen-
schaft, bestimmte absorbierte Wellenlangenbereiche nicht vollstéandig in Warme um-
zuwandeln, sondern einen Teil dieser absorbierten Energie als farbiges Licht abzu-
strahlen — sie zeigen Fluoreszenz. Man bezeichnet denjenigen Spektralbereich, der
die Fluoreszenz auslost, als ,Erregerlicht’, das abgestrahlte Licht als ,Fluoreszenz-
licht“. Hierbei ist das Fluoreszenzlicht stets langerwelliger als das Erregerlicht.

Im Alltag bemerken wir Fluoreszenz gewo6hnlich nicht, da das i.d.R recht schwache
Fluoreszenzlicht vom Tageslicht Uberstrahlt wird. Nur sehr starke Fluoreszenz fallt
dann auf (gelbgrine Warnwesten der Polizei, Losungen von Fluorescein, Eosin oder
Rhodamin). Anders liegen die Dinge, wenn man Fluoreszenz mit ,Schwarzlicht* (UV-
A) oder dunkelblauen TL-Leuchten anregt (,,Diskobeleuchtung®).

5.2. Blaulicht-Fluoreszenzmikroskopie

Diese Urform der Fluoreszenzmikroskopie kommt auch fir Amateure in Betracht,
denn gewohnliche Mikroskope lassen sich leicht entsprechend umrusten.

Als Lichtquelle bendtigt man einen Quecksilberbrenner (am besten), eine ,blaue* Au-
toscheinwerferbirne oder eine helle Quarzlampe (ca. 30 — 100 W), denn das Licht
muf3 einen hinlanglich hohen Anteil an blauem Licht besitzen, méglichst auch einen
Anteil von UV-A.

Als ,Anregungsfilter* legt man ein tiefblaues Kantenfilter in den Filterhalter. ,Kobalt-
glas” ist ungeeignet, da dieses ebenfalls tiefblaue Glas rotes Licht durchlafst.

Als ,Sperrfilter* verwendet man ein gelbes oder orangefarbenes Kantenfilter, das
man auf die Okularblende legt (am besten mit Hilfe eines Abstandsringes, da dann
Verunreinigungen des Filters nicht stéren).

Ohne Sperrfilter soll der Untergrund leuchtend blau erscheinen, mit Sperrfilter vollig
schwarz.

Heute wird Blaulicht-Fluoreszenzmikroskopie nicht mehr angewendet, denn die Me-
thode besitzt mehrere grundsatzliche Nachteile:

1. Bei Schnitten leuchtet die Schnittunterseite viel heller auf als die Schnittober-
seite. Fokussiert man auf die helle Unterseite, storen die dartber liegenden
Schichten; fokussiert man auf die Oberseite, stort die nun unscharfe, aber hel-
le Unterseite.
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Es ist nicht moéglich, durch Wahl geeigneten Anregerlichtes bestimmte Stoffe
selektiv zur Fluoreszenz anzuregen.

Nur solche Stoffe werden zur Fluoreszenz angeregt, deren Erregerlicht im
blauen Bereich liegt.

Nur lagerwelliges Fluoreszenzlicht kann das Sperrfilter passieren — blaues o-
der grunes Fluoreszenzlicht kann nicht beobachtet werden.

5.3. Praktische Hinweise zur Blaulichtfluoreszenz

Um Enttauschungen zu vermeiden, hier einige Hinweise:

1.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie ist nicht der Beleuchtungsapparat die Licht-
guelle (dessen Licht wird vom Orangefilter gesperrt), sondern das nun zum
Leuchten angeregte Praparat. Die Aperturblende ist daher wirkungslos. Man
arbeitet mit vollstdndig gedffneter Aperturblende und stellt die Hoéhe des Kon-
densors so ein, daf’ das Fluoreszenzbild maximale Helligkeit besitzt.

. Da die Aperturblende wirkungslos ist, 1a3t sich die effektive Apertur der Objek-

tive nicht verringern. Man arbeitet daher unweigerlich mit der maximalen Aper-
tur der Objektive und der damit verbundenen mehr oder weniger geringen Tie-
fenscharfe. Selbst diinne Pflanzenschnitte (ca. 20 um) sind deswegen schon
fast zu dick, sie ergeben nur mit einem schwachen Objektiv (10-fach) brauch-
bare Bilder, starkere Objektive liefern wegen der oben beschriebenen Uber-
strahlungen keine brauchbaren Bilder mehr.

Stark vergroRernde Objektive lassen sich nur bei sehr dinnen Praparaten mit
Gewinn einsetzen (z.B. Blutausstriche, Bakterienausstriche, dinne Paraffin-
schnitte).

Nur wenige Fluorochrome besitzen eine so starke Fluoreszenz, dald sie auch
bei schwachem Anregerlicht hinlanglich helle Bilder liefern. Zu dieser Gruppe
gehort Acridinorange.

Viele Fluorochrome farben nicht selektiv, ihr Einsatz ist daher oft enttau-
schend.
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5.4. Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie

Okular

Lampe

Kantenfilter

Spektralfilter

Objektiv

Objekt 1 -

Abb.24 Strahlengang eines Auflicht-Fluoreszenzmikroskopes

Moderne Fluoreszenzmikroskope sind stets Auflichtmikroskope, da dann die hellste
Partie eines Schnittes dessen Oberseite ist. Hierdurch wird die Bildqualitat erheblich
verbessert.

Mit Hilfe schmalbandiger Interferenzfilter kann die WellenlAnge des Erregerlichtes
beliebig variiert werden, so dal’ es mdglich ist, Fluoreszenz selektiv anzuregen.

Das Sperrfilter ist ein auswechselbares Kantenfilter mit sehr steiler Kante. Es ist zum
einen moglich, auch blaues oder griines Fluoreszenzlicht zu beobachten, zum ande-
ren liefert das Mikroskop auch dann noch gute Ergebnisse, wenn sich Anregerlicht
und Fluoreszenzlicht nur wenig unterscheiden (z.B. Anregerlicht gelbgrin, Fluores-
zenzlicht gelb).
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Naturlich kénnte man das Kantenfilter (Abb.24) auch durch einen halbdurchlassigen
Spiegel ersetzen und das Filter statt dessen in das Okular einlegen, aber das ware
mit einem doppelten Lichtverlust verbunden: Nur 50% des Anregerlichtes erreicht
das Praparat, nur 50% des ohnehin schon schwachen Fluoreszenzlichtes erreicht
das Auge des Beobachters. Man macht daher gezielt von der Eigenschaft der Interfe-
renzfilter Gebrauch, auf gesperrtes Licht wie ein Spiegel zu wirken.

5.4. Anwendungsbereiche
5.4.1. Fluoreszenz von Inhaltsstoffen

Zahlreiche pflanzliche Inhaltsstoffe (auch das Chlorophyll) zeigen Fluoreszenz. Diese
zu beobachten gelingt schon mit einfacher Blaulicht-Fluoreszenzmikroskopie; fur
Amateure ein durchaus lohnendes Gebiet.

5.4.2. Vitalfarbungen

Farbt man lebende Zellen oder Einzeller mit stark verdinnten Farblésungen an,
fuhrt oft die starke Anreicherung des Farbstoffes zu Schadigungen. Im Falle der Fluo-
reszenzmikroskopie kann man mit wesentlich starker verdiinnten Losungen arbeiten,
so dalfd keine Schadigungen auftreten.

5.4.3. Fluorochromierung

Tierische und pflanzliche Gewebe lassen sich auch mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluo-
rochromen) anfarben. Wichtig ist es, die gefarbten Objekte grindlich zu waschen,
denn Reste der Farblésung fuihren zu einer stérenden Aufhellung des Untergrundes.
Oder aber man farbt l&angere Zeit mit einer so weit verdiinnten Lésung, dafd schliel3-
lich der gesamte Farbstoff vom Objekt absorbiert wird und die Farblésung dann frei
von Farbstoff ist. Beim Anfertigen von Dauerpréparaten dirfen nur nichtfluoreszie-
rende Einschlu3mittel verwendet werden — der auch heute noch gern verwendete
CAEDAX ist ungeeignet.

Seit langem sind die Farbstoffe Acridingelb und Acridinorange als Fluorochrome in
Gebrauch, allerdings farben diese wie auch viele andere nicht selektiv. Heute stehen
aber auch zahlreiche selektiv farbende Fluorochrome zur Verfligung, entsprechende
Listen findet man im Internet. Da die Fluoreszenz oft pH-abhéngig ist, sollte man Flu-
orochrome in \Verbindung mit geeigneten Pufferlésungen anwenden. Weiterfiihrende
Schriften und Listen mit Fluorochromen werden im Anhang gegeben.

5.4.4. Immunfluoreszenz

Dies ist die wohl wichtigste Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie, allerdings
kommt sie fir Amateure nicht infrage. Es sei daher nur das Grundsétzliche kurz skiz-
ziert.

Man bendtigt einen Antikdrper (,Antikorper_A*), der selektiv an ein Zellprotein bindet
(z.B. an das Aktin des Cytoskelettes), ferner einen weiteren Antikdrper (,Antikor-
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per_B*), der mit Antikbrpern von Typ_A reagiert und dessen Molekul zugleich kova-
lent gebundene Fluorochrommolekiile tragt.

Zunachst wird das Material mit dem Antikérper_A behandelt, wobei nur ganz le-
stimmte Proteinstrukturen markiert werden, dann behandelt man das Material mit
dem (farbigen) Antikdrper B, wobei die von Antikorper A markierten Strukturen an-
gefarbt werden.

Im Durchlichtmikroskop ware nun die oben beschriebene Farbung nicht zu erkennen,
denn die lokale Farbstoffkonzentration ist viel zu gering. Im Fluoreszenzmikroskop

sind die Strukturen dagegen leuchtend hell vor schwarzem Hintergrund zu sehen, da
nun keine Uberstrahlung durch den Hintergrund erfolgt.

ANHANG 1
Weiterfihrende Schriften
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Goke G (1976)
Methoden der Fluoreszenzmikroskopie. 1. Grundlagen S 382

Goke G (1977)

Methoden der Fluoreszenzmikroskopie. 2. Die praktische Arbeit S 24
Goke G (1977)

Methoden der Fluoreszenzmikroskopie. 3. Schmalbandfluoreszenz S 148
Anhang 2

Fluorochrome

http://de.wikipedia.org/wiki/Kategorie:Fluoreszenzfarbstoff

http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorophore

http://flowcyt.salk.edu/fluo.html

Anhang 3 Filter der Firma SCHOTT

http://www.pgo-online.com/de/katalog/schott filter.html




Anhang 4

Tabellen nach GOKE ( MIKROKOSMOS 1977 S 24 ff.)

Farbstoff Spezielle Erregerfilter Sperrfilter
Anwendung

Antigen-Antikorper-

Reaktion

FITC Nachweis von Anti- | FITC-Filter OG515/2 mm

(Fluoresceinthiocya- | gen-Antikorper-

nat) Reaktionen

Evans Blue Rot-Kontrastierung | FITC-Filter OG 515/2 mm
von FITC-
Farbungen

DANS Nachweis von Anti- UG 1/2mm + GG 10/2mm

(Diaminosulfonsaure) | gen-Antikérper- BG 38/4 mm GG 4/2mm
Reaktionen

Rhodamin B200 Nachweis von Anti- | Interferenzfilter OG590/3 mm

(Lisamin-Rhodamin) |gen-Antikorper- 546 /20 Grin RG 610/2 mm
Reaktionen

TRITC Nachweis von Anti- | Interferenzfilter OG590/3 mm

(Tetramethylrhoda- gen-Antikorper- 546 /20 Grin RG 610/2 mm

minisothiocyanat) Reaktionen

Bakteriologie

Acridinorange Viele Bakterien; BG 12/4 mm OG 530/2 mm
Unterscheidung FITC-Filter
lebender und toter
Bakterien

Acridingelb Tuberkulose BG 12/4 mm OG530/2 mm

Auramin Tuberkulose BG 12/4 mm OG530/2 mm
Lepra

Berberinsulfat Viele Bakterien UG 1/2mm+ GG 10/2mm

BG 38/4 mm

Coriphosphin Diphtherie u.a. BG 12/4 mm OG530/2 mm

Bakterien FITC-Filter OG515/2 mm




Chromosomen

Atebrin Chromosomen- Interferenzfilter OG515/2 mm
Banden 436/ 20
Chinacrin Chromosomen- Interferenzfilter OG515/2 mm
Banden 436/ 20

Quinacrine- “Drumsticks” BG12/4 mm OG530/2mm

Mustard FITC-Filter

Eiweil3, Schleim

Acridinorange Schleim BG 12/4 mm OG530/2 mm
FITC-Filter

Aurophosphin G Schleim BG 12/4 mm OG 530/2 mm
FITC-Filter OG 515/2 mm

Euchrysin Schleim BG 12/4 mm OG530/2mm
FITC-Filter OG 515/2 mm

Coriphosphin Schleim BG 12/4 mm OG530/2 mm
FITC-Filter OG 515/2 mm

Tizianrot R Eiweild Interferenzfilter OG590/2 mm
546 /20 OG590/3 mm

Sulfaflavin Eiweild UG 1/2mm+ GG 10/2mm
BG 38/4 mm

Holz

Euchrysin Zellulose BG 12/4 mm OG530/2mm
FITC-Filter OG515/2 mm

Coriphosphin Zellulose BG 12/4 mm OG530/2mm
FITC-Filter OG515/2 mm

Primulin O Zellulose BG 12/4 mm OG 530/2 mm

0OG515/2 mm
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Knochen
Calceinblau- Polychrome Interferenzfilter OG530/2 mm
Xylenorange Sequenzmarkierung | KP 490 /500 OG515/2 mm
Calceinblau- Polychrome Interferenzfilter OG530/2 mm
Alizarin-Komplexon | Sequenzmarkierung | KP 490 /500 OG515/2 mm
Oxytetracyclin Polychrome BG 12/4 mm OG530/2 mm
Sequenzmarkierung OG515/2 mm
Saurefuchsin Osteonen Interferenzfilter OG590/2 mm
546 /20 OG590/3 mm
Hydrobiologie
Acridinorange Vitalfarbung BG 12/4 mm OG530/2 mm
FITC-Filter OG515/2mm
Coriphosphin Vitalfarbung BG12/4 mm OG530/2 mm
FITC-Filter OG515/2mm
Rhodamin B Vitalfarbung Interferenzfilter OG590/2 mm
546 /20 OG590/3 mm
RG 610/2 mm
Zytologie
Acriflavin Nucleinsauren Interferenzfilter 0OG512/2 mm
436/ 20
BOA Quantitative UG 1/2mm+ GG 10/2mm
(Bis-aminophenyl- DANN-Bestimmung |BG 38 /4 mm
oxadiazol)
Coriphosphin Lymphocyten BG 12/4 mm OG530/2 mm
Leukocyten FITC-Filter OG 515/2 mm
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Fluorochrom | Konz. 1: Zellkern [Plasma [ Schleim Markscheiden | Elastisxche | Quergestr. | Fett
Fasern Muskulatur

Acridinorange | 50.000 grun -rot

Aurophosphin | 50.000 goldgelb |blaRgelb | griin E hellgrin blaulich

Berberin- 100.000 gelb E

Sulfat

Brillantdianil- | 100.000 weild blau rosa,

Griin G blau

Coriphos-phin | 1.000.000 |gelbgrin |blaRgelb | orange gelb gran blaBgrin |gelbgrin

(e}

Coriphosphin | 100.000 gelb rotl.-elb | leuchtend gelb gelb blau

+ Fuchsin rot

Rheumsinen- | unverdinnt | blaf blaR lichtgelb E graugrin |leuchtend

se-Extrakt gelbgriin | gelbgrin gelb

Chelidonium-| unverdinnt | goldgelb

Extrakt

Chlorophyll- [unverdinnt blutrot

Extrakt

Euchrysin 300.000 gelb gelbgrin E blalgrin

Flavopho- 50.000 gelb gelbgriin | grin grun olivgriin grin

sphin

Fuchsin 10.000 rot blau

Geranin G 10.000 rosa weildlich rotlich blau

Neutralrot 20.000 dunkelrot | rotlich gelblich E rotlich gelbrin —
blaugrin

Phosphin 3 R | 1.000.000 goldgelb | gelblich gelblich rotlich gelb gelbgrin

Pinachrom 1.000 blablau | blaBblau | weilllich blablau blalZblau blau

Primulin 100.000 blauweild | blauweil} blablau blaBweif3 | hellblau

Primulingelb | 100.000 weilllich |weiBllich [ weiRblau [ blaulich weilllich blauweil3 | blau

Rhodamin G | 100.000 blaRgelb |[blalRgelb | gelblich E gelb gelb

Rosolrot 50.000 gelbrot gelbrot rot rot gelbgrin

Thiazolgelb G| 100.000 blalZblau blau gelbgrin |blau

Thioflavon S | 1.000.000 hellblau [ hellblau | blau hellblau hellgelb gelbgrin [dunkelblau

Trypaflavin 5.000.000 gelbgrin | gelbgrin | grin grun grinlich gelb

E = Eigenfluoreszenz
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Anhang 5

o s e e S o et Alle Mef3kurven wurden mit dem Spekt-
100 Yo = = ralfotometer HITACHI 100-60 aufge-
\ — nommen. Wie Abbildung 25 zeigt, fallt
= == EEEEE EeeE = die 0%-Linie zu kiirzeren Wellenlangen
—|Jransmission HTAGHITO0-60—tE2  hin leicht ab, die 100%-Linie ist nicht
] | E ganz linear. Trotzdem sind die MeRwerte
i e e zwischen 400 nm und 700 nm fur den
e e — hier verfolgten Zweck durchaus brauch-
e : —3 bar. Oberhalo 700 nm fallt die 100%-
= Linie stark ab, die in diesem Bereich ge-
5 1 messenen Transmissionswerte (Rohwer-
== e e e s e = te) miussen folglich umgerechnet werden
= = (s.u.). Qualitativ bedeutet dies, dal’3 die
L4 | - tatsachliche Transparenz Tea hoher ist
? T als die gemessene Transparenz Tyoh.
0 %o et T —

o U

SO - [ - I

Abb.25 Transmission 0% und 100%

Umrechnungsformel, gultig fir den gesamten Wellenlangenbereich. H sei der Ab-
stand der 100%-Linie von der 0%-Linie, gemessen in Skalenteilen SKT.

Trea| % = (Troh/H) 100

Messungen der Transparenz im nahen Infrarotbereich sind bei der Verwendung von
Digitalkameras deshalb wichtig, weil die CCD-Chips auch infrarotempfindlich sind
(bis ca. 1050 nm), allerdings wird dies durch fest eingebaute Filter mehr oder weniger
unterdrickt. Man muf3 jedoch damit rechnen, dal’ die Verwendung eines Blaufilters
zur Verbesserung der Auflosung zu enttduschenden Ergebnissen fuhrt, wenn nam-
lich das Filter langwelliges Licht durchlaft und die Kamera dieses ,wahrnimmt®. Dem
hochaufgeldsten ,Blaubild* tberlagert sich dann ein ,Infrarotbild* geringer Auflésung,
dal3 zudem noch unscharf ist, denn die Brennweite einer Optik ist fur IR-Licht deutlich
groRer als fur sichbares Licht. (Mitteilung PETER HOBEL, Mikroskopie-Forum).

Die folgenden Bildpaare zeigen den Unterschied zwischen einem IR-durchlassigen
Blaufilter und einem IR-sperrenden Blaufilter (Foto: PETER HOBEL):

Testobjekt : Diatomee

Objektiv: Zeiss Planapo 25/0,65

Beleuchtung: 20 Watt Halogenleuchte

Kamera: ImagingSource DMK72 (monochtome Kamera 350nm - 1000nm)

Filter A: einfaches Blauviolettfilter von Teleskop Service
http://www.teleskop-

express.de/shop/product_info.php/info/pl113_TS-1-25--Farbfilter--
-violett--47.html

Filter B: Infrarotsperrfilter von Fa. Astronomik
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Omegon Filter Ho. 47

entspricht 650 Hr. 47

T

r.-nl“

T

Abb.26 Verwendung eines IR-durchlassigen Filters. Man beachte die
schlechte Bildqualitat trotz bester Ausristung!
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Abb. 27 Verwendung eines IR-sperrenden Filters. Man beachte die
dramatische Qualitatssteigerung!



