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Vorwort

Nachdem zum Anfang dieses Jahrhunderts die ersten Instru-
mente zur Beobachtung von Fluoreszenz-Erscheinungen in
mikroskopischen Praparaten zur Verfiigung standen, konnte
sich die Anwendung fluoreszenzmikroskopischer Untersu-
chungstechniken entwickeln. Dies vollzog sich verstandli-
cherweise zunachst nur sehr langsam. Die Arbeiten von HAI-
TINGER, HAGEMANN und STRUGGER Ende der 30er und An-
fang der 40er Jahre erbrachten eine gewisse Belebung dieser
bis dahin haufig stagnierenden Entwicklung. Der Impuls fiir ei-
nen entscheidenden Durchbruch, fir eine breitere Anwen-
dungsmoglichkeit dieses Verfahrens erfolgte erstin den 50er
Jahrendurch die Arbeiten von COONS und KAPLAN, die unter
dem Begriff Imnmunfluoreszenz bekannt wurden.

Methodisch und instrumentell vollzog sich in den folgenden
Jahren eine Entwicklung, die aus der Sicht lichtmikroskopi-
scher Verfahren fastohne Beispiel ist. Dievon LEITZ in Zusam-
menarbeit mit PLOEM entwickelten Auflicht-llluminatoren
setzten Anfang der 70er Jahre neue MaBstédbe in der Fluores-
zenzmikroskopie. Neben vielen anderen Vorteilenist esvor al-
lem dem hohen Bedienungskomfort dieses mikroskopischen
Verfahrens zu danken, daB die Fluoreszenzmikroskopie seit
dieser Zeit so schnell und umfassend Eingang in die medizini-
sche Diagnostik gefunden hat. Die auBerordentliche Bedeu-
tung der Fluoreszenzmikroskopie fiir Forschung und Routine
auf den verschiedenen Anwendungsgebieten, insbesondere
denen der Medizin und Biologie, ist unbestritten. Die Zahl de-
rer, die dieses moderne mikroskopische Verfahrenanwenden,
wird immer groBer.

Die vorliegende Broschire soll und kann weder die Bedie-
nungsanleitungen zu den verschiedenen Fluoreszenzmikro-
skopen und ihrem spezifischen Zubehor, noch die von den
Chemikalienherstellern und anderen Autoren gegebenen Ver-
fahrensvorschriften ersetzen. Sie soll in erster Linie die theo-
retischen, instrumentellen und anwendungstechnischen
Grundlagen vermitteln, die zum Verstehen und Beherrschen
dieses modernen mikroskopischen Verfahrens und seiner
Maoglichkeiten erforderlich sind. Literaturhinweise erganzen
die technischen Darstellungen.
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|. Grundlagen

Lumineszenz

Unter dem Begriff Lumineszenz sind alle Leuchterscheinun-
gen zu verstehen, bei denen die Lichtemission nichtauf hoher
Temperatur der leuchtenden Substanzen beruht, sondern
durch eine vorausgegangene Bestrahlung mit Licht verur-
sacht wird.

Aber auch durch chemische Vorgénge, durch Einwirkung
elektrischer Felder oder durch elektrische Entladungsvorgén-
ge kdnnen Lumineszenzerscheinungen ausgeldst werden. Al-
le diese Einwirkungen fiihren zu einer direkten Anregung der
Atome oder Molekiile des die Lumineszenz zeigenden Stof-
fes, des Luminophors.

GemaB dem Gesetz von der Erhaltung der Energieistnach der
Stokeschen-Regel die Frequenz des bei der Lumineszenz
emittierten Lichtes kleiner oder gleich der Frequenz des zuvor
absorbierten Lichtes. Das emittierte Licht ist also langwelliger
als das absorbierte.

Phosphoreszenz

Den Anteil der Lumineszenz, der nicht sofort, sondern erst ei-
ne gewisse Zeit nach der Anregung ausgesandt wird, nennt
man Phosphoreszenz. Das fiir die Phosphoreszenz charakte-
ristische Nachleuchten kann von Bruchteilen einer Sekunde
bis zu mehreren Monaten dauern.

Auf der Phosphoreszenz beruht z.B. die Wirkungsweise von
Leuchtschirmen, bei denen zur Darstellung eines zusammen-
hangenden Bildes durch den abtastenden Elektronenstrahl
ein gewisses Nachleuchten erforderlich ist.

Abb. links:
Aujeszky-Virus
Objektiv NPL FLUOTAR 40/1.30, FITC, Filter 12/3

Fluoreszenz

Den Anteil der Lumineszenz, der im Gegensatz zur Phospho-
reszenz kein Nachleuchten zeigt, nennt man Fluoreszenz. Das
Fluoreszenzlicht erlischt gleichzeitig oder ganz kurze Zeit
nach der Bestrahlung. Die Elektronen der angeregten Atome
oderMolekiile des Fluoreszenzstoffes springen spontan unter
Emission des charakteristischen Fluoreszenzlichtes wieder in
ihren Grundzustand zurlick. Je groBer der Sprung ist, desto
groBer wird die Energiedifferenz.

Abb. 1:
Entstehung der Fluoreszenz aus Elektronenspriingen
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Primar-Fluoreszenz

Eine Reihe von Substanzen, z.B. Chlorophyll, Ole, optische
Aufheller, aber auch manche Nativ-Praparate haben von sich
aus die Eigenschaft, bei Anregung mit kurzwelliger Strahlung
Fluoreszenzlicht zu emittieren. Diese Art der Fluoreszenz be-
zeichnet man als Eigen-, Auto- oder Primér-Fluoreszenz.

Sekundar-Fluoreszenz

Die Mehrzahl aller mikroskopisch zu untersuchenden Objek-
te, wie Zellen, Gewebe, Bakterien usw., verfiigen nichtvon sich
aus Uber die Eigenschaft zu fluoreszieren.

Da es in der Fluoreszenzmikroskopie darauf ankommt, ganz
bestimmte Objekstrukturen sichtbar zu machen, d.h. nur die
Obijektdetails herauszuheben, die mit den jeweiligen Verfah-

Abb. 2:
Abhangigkeit der Farbe des Fluoreszenzlichtes von der des Erregerlichtes:
das Fluoreszenzlicht ist langwelliger oder gleich dem des Erregerlichtes.

?

Lichtquelle Praparat Sperrfilter

Erregerfilter

ren spezifisch analysiert werden sollen, miissen diese Prapa-
rate mit einem fluoreszierenden Farbstoff gefarbt werden.
Diese durch Fluorochrome  bewirkte Lichtemission
bezeichnet man als Sekundar-Fluoreszenz.

Fluorochrome (Fluorophore)

Fluorochrome sind Farbstoffe, die ein nicht fluoreszierendes
Objekt fluoreszieren lassen. Fluorophore sind die Trager der
Fluoreszenz organischer Verbindungen.

Bei organischen Farbstoffen ist das Fluoreszenzvermogen,
das Verhaltnis von emittierter zu absorbierter Lichtmenge,
von der Konzentration der dafir verantwortlichen Atome oder
Molekiile bzw.auch von dem Vorhandensein etwaiger Fremd-
atome oder Verunreinigen stark abhangig. Eine Zugabe von
Fremdstoffen kann sogar zum volligen Verschwinden der
Fluoreszenz fuhren.

Fluorochrome sind z.B. Acridinorange, Acriflavin, Auramin,
Berberinsulfate, Calcein, Phosphin, usw. Auch Verbindungen,
wie das Antibiotikum Tetracyclin, welches von bestimmten
Geweben des Qrganismus (Knochen, Zahne) gespeichert
wird und die Eigenschaft besitzt zu fluoreszieren, zahlen im
weiteren Sinne zu den Fluorochromen.

Immunfluoreszenz, direkter und indirekter
Immunfluoreszenztest

Immunfluoreszenz ist eine hochempfindliche Methode zum
topographischen Nachweis von Antigenen in Zellen und Ge-
weben, sowie zum Nachweis und zur Differenzierung von Vi-
ren, Bakterien und Pilzen mittels Antikorpern, die durch Fluo-
rochrome markiert sind.

Uber eine feste chemische Bindung werden Antikorper (Ab-
wehrstoffe gegen artfremde EiweiBe) mit fluoreszierenden
Farbstoffen verbunden. Ein so markiertes Antikorper-Prapa-
rat ist ein Konjugat. Wird z.B. ein Bakterien- oder Schnittpra-
parat, das ein spezifisches Antigen (artfremder EiweiBstoff)



enthélt, mit dem Konjugat in Verbindung gebracht, kommt es
zur Bindung der fluoreszierenden Antikorpermolekiile an das
Antigen. Diese Bindungist so fest, daB anschlieBende Wasch-
vorgénge zwar andere markierte Proteine, z. B. Antikdrper an-
derer Spezifitat, aus dem Praparat entfernen, die Bindung
markierter Antikorper an das homologe Antigen aber nicht zu
I6sen vermogen.

Die Stellen des Praparates, an die Antikorpermolekiile gebun-
den werden, leuchten bei Bestrahlung mit einem geeigneten
Erregerlicht auf, wéahrend der nicht fluoreszierende Hinter-
grund dunkel bleibt.

In der Immunfluoreszenz-Technik sind die beiden folgenden
Modifikationen gebrauchlich:

Direkter Immunfluoreszenztest

Das gesuchte Antigen wird durch Bindung des spezifischen
markierten Antikorpers direkt nachgewiesen (Abb. 3). Dabei
kann es sich um Antigene von Bakterien, Viren usw. handeln.

Indirekter Immunfluoreszenztest

Inder 1. Phase (Abb. 4 a) wird das Antigen mit dem zu untersu-
chenden Patientenserum inkubiert. An den so entstandenen
Antigen-Antikdrper-Komplex wird in der 2. Phase (Abb. 4 b)
ein markiertes Anti-Human-Globulin angelagert. Der indirekte
Testermdglichtden Nachweis von Antik6rpern; die gegen Zel-
len, subzellulare Bestandteile und Gewebe gerichtet sind.

Abb. 3:
Schematische Darstellung des Reaktionsablaufes bei Durchfiihrung der Fluo-
reszenz-Antikérper-Technik: Direkter Immunfluoreszenztest

Abb. 4:
Schematische Darstellung des Reaktionsablaufes bei Durchfiihrung der Fluo-
reszenz-Antikérper-Technik: Indirekter Immunfluoreszenztest

Abb. 3

Abb. 4a

Abb. 4b
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ll. Instrumente

Fluoreszenzmikroskopie

Wéhrend die normale Hellfeld-Mikroskopie durch Lichtab-
sorption und Lichtbeugung die Strukturen von Zellen und Ge-
weben fiir das Auge sichtbar macht, arbeitet das Fluoreszenz-
mikroskop nach einem grundsétzlich anderen Prinzip. Wirdim
Fluoreszenzmikroskop ein nicht fluoreszierendes Praparat
beobachtet, erscheint das Gesichtsfeld mehr oder weniger
dunkel. Befinden sich im Gesichtsfeld aber fluoreszierende
Substanzen, so werden durch Bestrahlung mit ultraviolettem,
violettem, blauem oder griinem Erregerlicht die fluoreszenz-
fahigen Stellen des Praparates zu selbststandigen Leuchtern,
waéhrend die nicht fluoreszierende Umgebung dunkel bleibt.
Die Konstruktion eines Fluoreszenzmikroskopes ist also in er-
ster Linie dahin orientiert, unter Verwendung eines physika-
lisch zweckmé&Bigen Erregerlichtes, das man durch geeignete
Lichtquellen und Erregerfilter erhélt, eine moglichst starke
Fluoreszenzstrahlung im mikroskopischen Bild zu erzeugen.
Zur Beobachtung der vom Préparat emittierten Fluoreszenz-
strahlung muB ein auf die Wellenlange des Fluoreszenzlichtes
abgestimmtes Sperrfilter in den Strahlengang gebracht wer-
den. Es absorbiert oder reflektiert die fiir das Auge schadliche
Anregungsstrahlung und erzeugt einen dunklen Bildunter-
grund. Fiir eine optimale Fluoreszenzausbeute ist die auf das
Praparat abgestimmte Kombination von Erreger- und Sperrfil-
tern wesentlich.

Fluoreszenzmikroskope fiir Durchlicht-
anregung

Beider Anschaffung eines Fluoreszenzmikroskopes stellt sich
zunachst die prinzipielle Frage, ob der Durchlicht- oder der
Auflicht-Anregung der Vorzug zu geben ist. Noch vor wenigen
Jahren gab es eine solche Alternative nicht: Fluoreszenz-
Mikroskopie wurde ausschlieBlich im Durchlicht betrieben.

Die zunéchst praktizierte Hellfeld-Durchlichtanregung wurde
schon sehr bald von der Dunkelfeld-Durchlichtanregung ver-

drangt, weil bei Verwendung eines Hellfeld-Kondensors Erre-
gerlicht in das Objektiv gelangt, der Praparathintergrund da-
durch stark aufgehellt wird und der Bildkontrast entsprechend
gering ist.

Ein Dunkelfeld-Kondensor dagegen |48t die Anregungsstrah-
len so flach in das Préaparat eintreten, daB sie das Mikroskop-
objektiv gar nicht erreichen. Nur das an den Objektstrukturen
gestreute Licht wird vom Objektivaufgenommen: Exzitations-
und Emissionsstrahlung wird getrennt, der Praparatunter-
grund ist dunkel, der Bildkontrast optimal.

Abb. 6:
Schematische Darstellung der Fluoreszenz-Durchlichtanregung

—— Erregerlicht ‘
—  Fluoreszenzlicht
<> Okular
Sperrfilter
——
Objektiv
Praparat
Kondensor

Erregerfilter 27640-512 R



Da aber die Objektivapertur nicht hoher als die innere Grenz-
apertur des Dunkelfeld-Kondensors sein darf, ist bei Dunkel-
teld-Durchlichtanregung im Bereich der hohen VergroBerun-
gen eine Reduzierung der Objektivapertur erforderlich. Es
miissen also Objektive mit eingebauter Irisblende oder Objek-
tive mit Einhangeblenden benutzt werden.

Die Durchlicht-Fluoreszenzeinrichtung besteht aus einem Er-
regerfilterrevolver und einem Sperrfilterschieber. Der Erre-
gerfilterrevolver wird anstelle des Staubschutzglases in den
StativfuB des Mikroskops gesteckt und dient zur Aufnahme
von drei frei zu wahlenden Erregerfiltern, die wechselweise in
den Strahlengang gebrachtwerden kénnen. Eine vierte Revol-
verposition erlaubt die Anwendung aller anderen Durchlicht-
Verfahren, ohne die Erregerfilter zuvor entfernen zu mussen.
Es ist also jederzeit moglich, auch Untersuchungen im Hell-
feld, Dunkelfeld usw. alternativ durchzufiihren.

In dem Sperrfilterschieber, der zwischen Obektivrevolver und
Okular in den Tubus geschoben wird, sind vier Sperrfilter fur
UV-, Violett-, Blau- und Griin-Anregung eingebaut.
Durchlicht-Fluoreszenz ist in vollem Umfang nur mit Mikro-
skopen maglich, die mit angesetzten,d.h. wechselbarenLam-
penhausern ausgerustet sind. Nur in diese speziellen Lam-
penhauser konnen die fiir alle Fluoreszenzverfahren generell
zu empfehlenden Gasentladungslampen eingesetzt werden.
Mikroskope mit Einbaubeleuchtung sind immer mit Halogen-
lampen ausgeristet, deren Strahlungsintensitat fiir diese
Zwecke meist nicht ausreicht.

Gerste- und bedienungstechnische Nachteile haben der
Durchlicht-Fluoreszenzanregung viel von ihrer friheren Be-
deutung genommen.

A o

Abb. 7:
Schematische Darstellung des Strahlenganges in einem Durchlicht-Filter-
block und dem dazugehorigen Sperrfilter




Abb. 8:
Schematischer Vergleich zwischen Hellfeld- (8a) und Dunkelfeld-Fluores-
zenz (8b)

Abb. 8a Abb. 8b
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Fluoreszenzmikroskope fiir Auflichtanregung

Die Technik der Fluoreszenz-Auflichtilluminatoren beruht auf
entsprechender Anpassung des in der Reflexionsmikroskopie
gebrauchlichen Opak-llluminators und wurde in enger Zu-
sammenarbeit mitJ.S. PLOEM zu dem heutigen geréatetechni-
schen Stand entwickelt.

Die von derLichtquelle ausgehende Strahlung passiert hierbei
zuniachst die Anregungsfilter, trifft dann auf ein Reflexions-
KurzpaBfilter und wird von diesem zum Objektiv, das die Funk-
tion des Kondensors mitiibernimmt, abgelenkt. Das Objektiv
konzentriert also die Erregerstrahlung im Objektfeld. Das von
dort emittierte Fluoreszenzlicht wird vom Objektiv gesammelt
und trifft in umgekehrter Richtung wieder auf das Reflexions-
KurzpaBfilter und wird iiber das Sperrfilter zum Okular gelei-
tet.

Abb. 9
Schematische Darstellung der Fluoreszenz-Auflichtanregung

Erregerlicht
m——— Flyoreszenzlicht

A

C ) Okular
s Sperrfilter
—— Eingebautes
l Sperrfilter
Dichromatischer
Teilerspiegel
D) Objektiv
27639-512 R zzzizmzz Praparat
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Die Auflicht-Filterblocks beinhalten neben den Anregungs-

und Sperrfiltern auch die Reflexions-KurzpaBfilter (dichroma-

tische Teiler). Fiir die verschiedenen fluoreszenztechnischen

Verfahren in Medizin und Biologie steht einumfangreiches An-

gebot von Filterblocks zur Verfiigung, bei denen alle Kompo-

nenten exakt aufeinander abgestimmt sind.

Die Auflicht-Fluoreszenzeinrichtungen PLOEMOPAK® kon-

nen bis zu vier Filterblocks gleichzeitig aufnehmen. Damit ist

auch die Voraussetzung fiir die Anwendung der Mehrwellen-
langen-Fluoreszenz geschaffen, die mehr und mehr an Be-
deutung gewinnt.

Die Auflicht-Anregung hat gegeniiber der Durchlicht-Anre-

gung folgende wesentliche Vorteile:

- Sehr hoher Bedienungskomfort durch Kombination aufein-
ander abgestimmter Erregerfilter, Reflexions-KurzpaBfilter
und Sperrfilter zu einem geschlossenen und leicht aus-
tauschbaren Filterblock.

- Schnellschaltmdglichkeit zwischen mehreren Filterblocks
zur Anwendung der Mehrwellenlangen-Fluoreszenz.

- Sehr helle Fluoreszenzbilder durch Verwendung hochaper-
turiger Immersionsobjektive. Dabei volle Nutzung der Ob-
jektivapertur auch bei stérksten VergroBerungen.

— Anwendung von Simultan- und Alternativ-Verfahren, wie

Durchlicht-Hellfeld, Durchlicht-Dunkelfeld, Durchlicht-
Phasenkontrast,  Durchlicht-Interferenzkontrast  und
Durchlicht-Polarisation.
Damit ist auch die fiir die Messungen der Fluoreszenzinten-
sitat mit Mikroskop-Photometern unerléBliche Auswahl be-
stimmter Objektstellen und ihre exakte Einstellung ohne
vorherige Belastung durch die Anregungsstrahlung mog-
lich.

— Uneingeschrankte Verwendung von fluoreszenzmikrosko-
pischen Verfahren auch an umgekehrten Mikroskopen.




Die Auflicht-Anregung wird immer dann bevorzugt, wenn mi-
kroskopische Immunfluoreszenz-Reaktionen standardisiert,
routineméaBig, also zum Zwecke der Diagnosestellung einge-
setzt werden. Ein hierfiir wesentliches Kriterium ist der Bedie-
nungskomfort, der bei einem Fluoreszenzmikroskop grund-
satzlich ein sehr hoher sein sollte.

In medizinischen und biologischen Forschungslaboratorien

|

sind Fluoreszenz-Mikroskope fiir Auflicht-Anregung unent-
behrlich, da nur sie die Voraussetzungen fiir die gleichzeitige
Anwendung der Mehrwellenldngen-Fluoreszenz und der Si-
multan- und Alternativ-Verfahren schaffen.

Alle diese Forderungen werden geratetechnisch bestmaoglich
durch die Auflicht-Fluoreszenzeinrichtungen PLOEMOPAK
erfullt.

Abb. 10
Schematische Darstellung des Strahlenganges im PLOEMOPAK
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lll. Mikroskop-Optik

Objektive

Die groBtmagliche Leistung eines Mikroskop-Objektivs wird
durch einen hohen Korrektionszustand der auftretenden Ab-
bildungsfehler (sphérische und chromatische Aberration,
Astigmatismus, Koma und Bildfeldwdlbung) erreicht. Die Mi-
kroskop-Objektive werden daher nach ihrem Korrektionszu-
stand klassifiziert und in Achromate, Fluotare und Apochro-
mate eingeteilt.

Abb. 12:

Schematische Darstellung der Wirkungsweise von Olimmersionen:

keine Brechung der Strahlen beim Austritt aus dem Deckglas; bei groBerem
Offnungswinkel auch keine Totalreflexion an der Deckglasoberfliche

R 3N

Ein weiteres wesentliches Qualitditsmerkmal ist das Auflo-
sungsvermogen, das von der Apertur des Objektives abhan-
gigist. Mitimmersionsobjektiven erreicht man héhere Apertu-
ren und damit den Vorteil hdherer optischer Auflésung.

Bei dem allgemeinen Streben nach hellen Fluoreszenzbildern
ist ein anderer Vorteil der hohen Aperturen fiir die Fluores-
zenzmikroskopie besonders wichtig: Hohe Aperturen kon-
zentrieren viel Erregerlicht auf das Praparat und ergeben licht-
stérkere mikroskopische Bilder als Trockenobjektive mit rela-
tiv niedrigen Aperturen.

Die Vorteile hochaperturiger Objektive sind aber nur bei Auf-
licht-Anregung voll wirksam, da nicht allein die Lichtstarke,
sondern auch die Anregungsstérke und damit die Helligkeit
der Objektfluoreszenz proportional zum Quadrat der Objek-
tivapertur sind. Daraus ergibt sich, daB die Helligkeit des Fluo-
reszenzbildes proportional zur vierten Potenz der Objektiv-
apertur ist. Schwéchere VergroBerungen ergeben ebenfalls
hellere Bilder.

Sehr helle Fluoreszenzbilder erzielt man also mit Objektiven
relativschwacher VergréBerung und méglichst hoher Apertur:

Beispiel 1: Mit dem Objektiv 25/0.75 OEL erhilt man ein hel-
leres Fluoreszenzbild als mit dem Objektiv EF
40/0.75.

Beispiel 2: Mit dem Objektiv 40/1.30 OEL erhilt man ein hel-
leres Fluoreszenzbild als mit dem Objektiv EF
40/075.

Da Objektive mit schwacher VergréBerung und niedriger
Apertur kein sehr helles Fluoreszenzbild ergeben, sollten sie
nur fir gelegentliche Ubersichtsbeobachtungen benutzt wer-
den.

Bei Auflicht-Anregung wird das Erregerlicht auf einen dichro-
matischen Teilerspiegel (Reflexions-KurzpaBfilter) gelenkt,
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der fiir das sichtbare Fluoreszenzlicht des Abbildungsstrah-
lenganges weitgehend durchlassigistund zugleichdie kurzer-
wellige Anregungsstrahlung zum Obijektiv hinspiegelt. Das
Objektiv hat hier nebender tiblichen abbildenden Funktion die
Aufgabe, die Anregungsstrahlung auf das Objekt zu konzen-
trieren.

Objektive fur Auflicht-Anregung miissen daher ausschlieBlich
aus solchen Linsenglasern aufgebaut sein, die Anregungs-
strahlungen durchlassen und dabei weitgehend frei von Ei-
genfluoreszenz sind. Diese eigens firr die Auflichtfluoreszenz

Abb. 13:
Schematische Darstellung der Aperturwerte von Trockensystemen, Wasser-
und Olimmersionen (13a, 13b, 13c)

Abb. 13a

Abb. 13b

|

entwickelten Objektive sind mit der Gravierung ,FLUORES-
ZENZ” gekennzeichnet. Aber auch bei anderen Objektiven
wird Fluoreszenztauglichkeit angestrebt, indem moglichst
fluoreszenzarme und UV-durchléassige Linsengléaser bevor-
zugt werden. Deshalb konnen auBer den FLUORESZENZ-Ob-
jektiven auch bestimmte andere Objektive fiir die Fluores-
zenzmikroskopie mit Auflicht-Anregung empfohlen werden
(siehe Tabelle Seite 17).

Bei Immersionsoptik ist der Arbeitsabstand klein, damit das
Immersionsmittel nicht abflieBt. Beim Mikroskopieren befin-
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den sich nur eine diinne Schicht Immersionsmittel im Strah-
lengang. Immersionsdl mit geringer Eigenfluoreszenz wird da-
her den Untergrund des Fluoreszenzbildes auch dann nicht
merklich aufhellen, wenn eine gewisse Eigenfluoreszenz an
einem Oltropfen festgestellt wird.

Bei hochaperturigen Wasser-Immersionen muB auf eine kor-
rekte Objektabdeckung geachtet werden, daschon kleine Ab-
weichungen von der vorgeschriebenen Deckglasdicke 0,17
oder Deckschichten héherbrechender EinschluBmedien die
sphérische Korrektion des abbildenden Systems stéren und
damit den Bildkontrast herabsetzen. Bei Olimmersionen da-
gegen kann man, falls erforderlich, auf die Verwendung eines
Deckglases verzichten.

Verunreinigungen der Immersionsobjektive kénnen beson-
ders bei Dunkelfeld-Anregung den Préparatuntergrund st-
rend aufhellen, weil die Fremdpartikel im Anregungslicht auf-
leuchten. Erhebliche Bildstérungen kénnen bei Immersionen
auch durch Luftblasen im Immersionsmittel verursacht wer-
den.

Fir Simultan-Verfahren miissen die entsprechenden Phasen-
kontrast-, Interferenzkontrast- und Polarisations-Objektive
verwendet werden.

Besonders empfohlene
Spezial-Objektive fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie

NPL FLUOTAR 10/0.45 OEL FLUORESZENZ
NPL FLUOTAR 25/0.75 OEL FLUORESZENZ
NPL FLUOTAR  40/1.30 OEL FLUORESZENZ

63/1.30 OEL FLUORESZENZ

25/0.60 W  FLUORESZENZ
50/1.00W  FLUORESZENZ
100/1.20 W  FLUORESZENZ

EF 40/0.75 FLUORESZENZ

NPL FLUOTAR 25/0.75 OEL PHACO 2 FLUORESZENZ

NPL FLUOTAR 40/1.30 OEL PHACO 3 FLUORESZENZ
63/1.30 OEL PHACO 3 FLUORESZENZ

Plan Apochromate

PL Apo 40/0.75

PL Apo 40/1.00 OEL

PL Apo 63/1.40 OEL

PL Apo 100/1.32 OEL

PL Apo 100/1.32-0.60 OEL

Plan Apochromate PHACO

PL Apo 40/0.75 PHACO 2
PL Apo 40/1.00 OEL PHACO 3
PL Apo 63/1.40 OEL PHACO 4
PL Apo 100/1.32 OEL PHACO 3

Planobjektive NPL FLUOTAR®

NPL FLUOTAR 40/0.70

NPL FLUOTAR 50/1.00 OEL

NPL FLUOTAR 63/0.90 0.D.

NPL FLUOTAR 100/1.32 OEL

NPL FLUOTAR 100/1.32-0.60 OEL

Planobjektive NPL FLUOTAR PHACO

NPL FLUOTAR 40/0.70 PHACO 2
NPL FLUOTAR 50/1.00 OEL PHACO 3
NPL FLUOTAR 63/0.90 KORR PHACO 4
NPL FLUOTAR 100/1.32 OEL PHACO 3

Planfeld-Objektive EF

(Achromat) EF  4/0.12
EF 10/0.25
EF 40/0.65
EF 40/0.75 FLUORESZENZ
EF 100/1.25 OEL
EF 100/1.25-0.60 OEL

Planfeld-Objektive EF PHACO

(Achromat) EF  10/0.25 PHACO 1
EF 40/0.65 PHACO 2
EF 100/1.25 OEL PHACO 3

Objektive mit langem Arbeitsabstand

NPL FLUOTAR 25/0.35
NPL FLUOTAR 40/0.60
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Okulare

Die Helligkeit des Fluoreszenzbildes istneben anderen Fakto-
ren (Lichtquelle, Filtersystem, Objektiv) auch von der Gesamt-
vergroBerung des Mikroskops, somit also auch von der Oku-
larvergroBerung abhangig. Hier gilt dasselbe Gesetz wie bei
der Projektion: Die Lichtstarke nimmt mit zunehmender Ver-
groBerung ab. Fir die visuelle Beobachtung von Fluoreszenz-
praparaten sollten deshalbimmer Okulare niedriger Eigenver-
groBerung verwendet werden!

Aus dem gleichen Grund muB auch auf die Verwendung von
Pankratiken (VergroBerungswechsler) verzichtet, gegebe-
nenfalls eine Pankratik auf die unterste VergroBerungsstufe
eingestellt werden!

In Abhéangigkeit von konstruktiven und abbildungstechni-
schen Erfordernisse muB u.U. von der vorgeschriebenen, me-
chanischen Tubuslange des Mikroskops (Entfernung der An-
schraubflache Objektiv zum oberen Tubusrand) abgewichen
werden. Der Faktor der dann erforderlichen Zwischenoptik ist
bei Errechnung der mikroskopischen GesamtvergroBerung
zu bericksichtigen. Ist dieser Faktor gréBer als 1, so entspricht
dies einer Steigerung der mikroskopischen GesamtvergroBe-
rung (z.B. Faktor 1.25 = GesamtvergroBerung + 25%).

Um UbervergréBerungen und Intensitatsverluste zu vermei-
den, muB in diesen Fallen die OkularvergroBerung zusatzlich
reduziert werden: Anstelle eines Okulars 10x verwende man
ein Okular 8 x oder 6.3x.
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