IV. Lichtquellen

Generelle Hinweise

Lichtquellen, die Uber eine ausreichende Strahlungsintensitat
zur Anregung der Fluoreszenz verfiigen, sind wesentliche Vor-
aussetzung fiir die Fluoreszenzmikroskopie. Diese Forderung
wird im besonderen MaBe von Quecksilber-Hochstdrucklam-
pen und Xenon-Hochdrucklampen erfiillt. Hierbei handelt es
sich um Gasentladungslampen. Die beim Durchgang des
elektrischen Stromes durch ein Gas (Quecksilberdampf oder
Xenon) entstehende Strahlung wird als Erregerlicht benutzt.
Setzt man die Leistungsaufnahme der Gasentladungslampen
=100%, entfallen auf die gesamte Strahlungsleistung bei den
Quecksilberlampen ca. 70% bei den Xenon-Lampen ca. 62%;
der Rest auf Konvektion- und Warmeleistung. Die Strahlungs-
leistung wiederum teiltsichin Prozent der Leistungsaufnahme
wie folgt auf (Angaben der Fa. Philips):

Spektralbereich Hg-Lampen Xe-Lampen
Ultraviolett 380 nm ca. 20% ca. 3%
Sichtbarer

Bereich 380-760 nm ca. 20% ca.15%
Infrarot 780 nm ca. 30% ca.44%

Das Spektrum der Quecksilber-Hochstdrucklampe besteht
aus einem Grundkontinuum, das sich in etwa gleicher Starke
Uber das ultraviolette, sichtbare und infrarote Gebiet erstreckt
und den charakteristischen Hg-Linien mit hoher Intensitét. Der
sichtbare Anteil der Strahlung erzeugt ein blaulich-weiBes
Licht.

Das kontinuierliche Spektrum der Xenon-Hochdrucklampe
ergibt im sichtbaren Bereich eine Lichtfarbe, die dem aus di-
rektem Sonnen- und Himmelslicht gemischten Tageslicht
sehr nahe kommt.

Die technischen Angaben zu den Gasentladungslampen kon-
nen der Tabelle auf der folgenden Seite entnommen werden.
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Abb. 14:
Relative spektrale Strahlungsverteilung von Quecksilber-Héchstdrucklam-
pen (Firma Philips)

Abb. 15:
Relative spektrale Strahlungsverteilung von Xenon-Hochdrucklampen (Firma
Philips)
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Technische Daten

Lampe elektr. Brenn- Lampen- Licht- mittlere Leuchtfeld- Farb- Mittlere
Leistung spannung strom strom Leuchtdichte abmessung temperatur Lebensdauer
(W) ) (A) (Im) (sb) (mmLxB)  (K) (Std.)

Hg-Hochst-

drucklampe 50~ L139..45 L113 2.000 30.000 0,3 x1,0 ca. 100

50 W L234..39 L2145

Hg-Hochst-

drucklampe 100 - 20 5 2.200 170.000 0,25x0,25 ca. 200

100 W

Hg-Hochst-

drucklampe 200~ 616 3,6 9.500 33.000 0,6 x2,2 ca. 200

200 W

Xenon-Hoch-

drucklampe 75- 14 54 1.000 40.000 0,25x0,5 6.100 ca. 400

75 W

Xenon-Hoch-

drucklampe 150 - 20 7.5 3.000 15.000 0,5 x2,2 6.100 ca. 1.200

150 W

Xenon-Hoch-

drucklampe 450- 18 25 13.000 35.000 0,9 x2,7 6.300 ca. 200

450 W

Halogen-

Gliihlampe 100~ 12 8 2.800 3.100 ca. 50

12V,100 W bei 74 A

Abb. 16: Linienspektrum des Quecksilbers; nicht sichtbar die UV-Linie 365.0 nm
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Anwendung der Lichtquellen

Lampe Anwendung in der
Auflichtfluoreszenz

Anwendung in der
Durchlichtfluoreszenz

Anwendung in der
Fluorometrie

Quecksilber-
Hochstdrucklampe 50 W
Quecksilber-
Hochstdrucklampe 100 W
Quecksilber-
Hochstdrucklampe 200 W
Xenon

Hochdrucklampe 75W
Xenon-

Hochdrucklampe 150 W
Xenon-

Hochdrucklampe 450W X

X X X X X

X

X

* Fur die Durchlichtfluoreszenz sind diese Lampen nicht geeignet, da sie die

Eintrittspupille der Dunkelfeldkondensoren nicht ausleuchten.

Die groBere Strahlungsleistung im ultravioletten, violetten und
griinen Spektralbereich pradestiniert die Quecksilberlampen
als ,Universal-Lichtquellen” fiir die Fluoreszenzmikroskopie.
Aber auch fiir die Anregung mit blauem Licht liefert sie die er-
forderliche Energie. Die Xenon-Lampen dagegen sind nur bei
Blau- und Griinanregung sowie bei Anregung im fernen UV-
Bereich (315 nm) optimal.

Die fiir die Fluoreszenzanregung gebrauchlichsten Gasentla-
dungslampen Hg 50 W und Hg 200 W sind Wechselstromlam-
pen, die Hg 100 W und Xe 75W Gleichstromlampen. Gegenii-
ber Wechselstrombetrieb hat Gleichstrombetrieb den Vorteil,
daB die Lampen sehr ruhig brennen. Sie werden deshalb be-
vorzugt in der Fluorometrie eingesetzt. AuBerdem verfiigen
sie Uber eine nahezu doppelt so groBe Lebensdauer. Gleich-
stromlampen erfordern eigene Vorschaltgerite.

** Fir die Fluorometrie sind diese Lampen nicht geeignet, da die Stabilitat
des Entladungsbogens fiir diesen Anwendungsbereich nicht ausreicht.
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Lampeneinbau und Lampenwechse| sofort, d. h. auch im heiBen Zustand wieder geziindet werden
kénnen, missen Quecksilberlampen fiir Wechselstrom-Aus-

Blendungsgefahr, UV-Strahlung und der im Betrieb hohe fiihrung wegen der hierbei verwendeten gUndgeréte vor Wie-

Druck erfordern die Unterbringung von Gasentladungslam-  derzindung auf Zimmertemperatur abkihlen.

pen in speziellen, mit Liftungsoffnungen versehenen Lam-

penhausern. Vor der ersten Inbetriebnahme sollten, soferner-

forderlich, die Gasentladungslampen zunachst mit Alkohol

und anschlieBend mit destilliertem Wasser gereinigt werden; Lebensdauer

so kann das Einbrennen von Fingerabdriicken 0.&.in denKol-

ben vermieden werden. Dieinder Tabelle angegebenen Werte fiir die mittlere Lebens-

Gasentladungslampen diirfen wegen der unterschiedlichen  dauer sind bei Quecksilber-Hochstdrucklampen auf ca. 2

Ausdehnung von Lampen- und Metallteilen nur einseitig ge-  Stunden je Einschaltung, bei Xenon-Hochdrucklampen bei

haltert werden, damit bei Erwarmung im Quarzkorper keine mindestens 20Minutenje Einschaltung bezogen. BeigroBerer

Spannungen auftreten. Beim Einsetzen der Lampen muB zu- Schalthaufigkeit wird die Lebensdauer der Lampen verkirzt.

nachst die flexible Zuleitung angeschlossen unddannerstdie  BeiHg-Lampenist auBerdem die Mindestbrennzeitvon 15 Mi-

Lampe in der Halterung befestigt werden. Die Anweisungen  nuten zu beachten. Mit zunehmender Brenndauer bildet sich

der Lampenhersteller sind hierbei sorgfaltig zu beachten! durch verdampftes Elektrodenmaterial auf derInnenseite des
Beim Ein- und Ausbau von Gasentladungslampen sind die ge- Lampenkolbens ein dinner Belag, der einen Rickgang der
setzlichen Schutzvorschriften genauestens zu befolgen. nutzbaren Strahlungsleistung verursacht. Dieser allméhliche

Vorgang vollzieht sich desto langsamer, je geringer die Schalt-
haufigkeit ist.
Gegen Ende der mittleren Lebensdauer ist es ratsam, die
- . Brennner gegen neue auszuwechseln.Dasam Quarzglas nie-
Z!'mdung’ StromversorgungSgerate’ dergeschlagene Elektrodenmaterial, das zur Schwarzungdes
Einbrennvorgang Kolbens filhrt, absorbiert Strahlung und fiihrt somit zur Rekri-
stallisation und Verminderung der Festigkeit des Quarzglases.
Zur Ziindung ist sowohl bei Hg- als auch bei Xe-Lampen eine Dies erhoht die Explosiongsgefahr!
Spannung erforderlich, die weit Uber der Versorgungsspan-  Ein vorzeitiger Wechsel ist insbesondere auch dann zu emp-
nung liegt. Es diirfen nur die zu dem jeweiligen Lampentyp ge- fehlen, wenn mikrophotographische Aufnahmen hergestellt
lieferten Ziindgerate benutzt werden. werden sollen. Bei wechselstrombetriebenen Lampen ver-
Bei Quecksilberlampen tritt mit der Ziindung zunachst eine starkt sich mit zunehmender Lebensdauer das Flackern, das
Bogenentladung im Grundgas auf. Durch die Warmewirkung  nicht nur bei visueller Beobachtung stort, sondern auch zu ei-
der Entladung verdampft das genau dosierte Quecksilber in-  ner ungleichmaBigen Ausleuchtung der Aufnahme fihrt.
nerhalb von einigen Minuten vollstandig. Die Stromstérke Halogen-Lampen werden in der Fluoreszenz-Mikroskopie,
sinkt dann von einem hoheren Anfangswert auf die Betriebs-  insbesondere der Immunfluoreszenz, heute nur noch selten
stromstarke. Dieser sogenannt Einbrennvorgang ist nach ca. benutzt. Die spektrale Energieverteilung ist ungiinstig, da der
15 Minuten Mindestbrennzeit je Einschaltung abgeschlossen. Hauptteil der Strahlung im nahen Infrarot liegt. Wenn tber-
Wihrend die gleichstrombetriebenen Xenon-Lampenunddie  haupt, dann sind Halogen-Lampen nur bei Blau- und Griinan-
ebenfalls gleichstrombetriebene Quecksilberlampe 100W  regung zu gebrauchen.
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V. Filter

Filterwirkung

Féllt weiBes Licht durch ein Glasprisma, wird es in Licht unter-
schiedlicher Wellenlénge zerlegt, von dem das Auge den Be-
reich von ca. 380 nm bis ca. 780 nm als Farbfolge von Violett,
Blau iber Griin zu Gelb und Rot sieht. Unter 380 nm liegt das
unsichtbare Ultraviolett, iber 780 nm das ebenfalls unsichtba-
re Infrarot.

Ein farbloses Filter 1aBt alle Spektralfarben gleichmaBig und
mit nahezu ungeschwéchter Intensitét passieren. Neutralfilter
schwéchen alle Spektralfarben gleichmaBig. Beim Durchtritt
des Lichtes durch ein Farbglas wird ein Teil der Lichtenergie
selektiv absorbiert, ein anderer Teil wird an den beiden Grenz-
flachen (Glas/Luft) reflektiert; der Rest der Lichtenergie wird

Abb. 17: O v

Zerlegung des weiBen Lichtes durch ein Prisma

Abb. 18:
Kontinuierliches Spektrum; sichtbarer Bereich ca. 380-780nm

vom Filter durchgelassen. Farbfilter lassen also vorzugsweise
nur Strahlungen bestimmter Wellenldngenbereiche passie-
ren. In der Fluoreszenzmikroskopie kommt es entscheidend
auf die Auswahl geeigneter Filter an. Es werden unterschiedli-
che Typen und unterschiedliche Filterarten verwendet.

Glasfilter

Hierbei handelt es sich um Klarglaser, die durch individuelle

Absorptionseigenschaften fiir bestimmte Spektralbereiche

mehr oder weniger durchlassig sind. Grundsatzlich lassen

sich Farbglaser in zwei Klassen einteilen:

1. Der Glasschmelze werden farbende Oxyde von Schwer-
metallen (Kupfer, Kobald, Nickel, Eisen, Chrom, Mangan)
zugesetzt, diese werden in der Schmelze als Metallionen
geldst. Dadurch wird das Glas in seiner gesamten Masse
homogen gefarbt.

2. Die Farbe wird durch kolloidale Teilchen von Sulfiden und
Seleniden (Kadmium-Sulfid, Kadmium-Selenid) oder von
Metallen (Kupfer, Silber, Gold, Selen) erzeugt. Die optische
Wirkung wird meist nicht nur von ihrer Zusammensetzung,
sondern auch von ihrer GroBe entscheidend beeinfluBt. Da
diese Teilchen ihre wirksame GroBe meist erst durch eine
nachtréaglich vorgenommene Temperaturbehandlung der
zunachst farblosen Glaser erreichen, werden diese Farb-
glaser als Anlaufglaser bezeichnet.
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Interferenzfilter

Interferenzfilter bestehen tberwiegend aus Aufdampfschich-
ten, deren Filterwirkung nicht liberwiegend auf Absorption
oder Dispersion, sondern auf der Erscheinung der Interfe-
renz des Lichtes beruhen.

Bei Aufdampfschichten wird im Hochvakuum ein Dielektrikum
oder ein Metall zum Verdampfen gebracht; das entstehende
Kondensat (dlinne Schicht) 1aBt man auf Glas- oder Quarztra-
ger niederschlagen. Werden Schichten mit hohem und niedri-
gem Brechungsindex abwechselnd aufeinander aufge-
damfft, erhalt man Mehrfach- oder Vielfach-InterferenZzfilter.
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BandpaBfilter

BandpaBfilter sind Filter mit zwei steilen Kanten. Hierbei kann
es sich um Farbglaser, Interferenzfilter oder Kombinationen
beider handeln. In der Fluoreszenzmikroskopie werden sehr
hochwertige Filter, teils als Anregungs- teils als Sperrfilter ver-
wendet.
BandpaBfilter werden durch die Kennbuchstaben BP mit Zah-
lenangaben, die die Wellenlange inNanometer (1nm=10-9m)
angeben, gekennzeichnet. Zur Charakterisierung dienen ent-
weder die Filterschwerpunkte (Centre Wavelength) und die
Halbwertsbreite (Half Power Bandwidth) oder die kurz- und
R IS S SRS S S
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Wt die 7aklen durch Schragstrich, im zweiten Fall durch

Bindestrich getrennt.

Abb. 19: .
Durchiassigkeitskurven von Bandpagfiltern







KurzpaBfilter

Hierbei handelt es sich um Hochleistungs-Interferenzfilter mit
einer steilen Kante in einem bestimmten Spektralbereich. Die
Sperrung erfolgt im langwelligen Licht. KurzpaBfilter haben
die Kennbuchstaben KP mit einer Zahlenangabe, die die Kan-
tenwellenlange in Nanometer bezeichnet. KurzpaBfilter wer-
den als Anregungsfilter benutzt. Sie konnen auch mit Lang-
paBfiltern kombiniert werden, um damit breitere oder schma-
lere Banden aus dem Spektrum herauszuschneiden. Dadurch
erhalt man Filterkombinationen mit BandpaB-Charakteristik.

Abb. 20:
Durchléassigkeitskurven von KurzpaBfiltern
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LangpaBfilter

Es handelt sich hierbei um Filter mit einer steilen Kante in ei-
nem bestimmten Spektralbereich. Die Sperrung erfolgt im
kurzwelligen Licht. LangpaBfilter haben die Kennbuchstaben
LP mit einer Zahlenangabe, die die Kantenwellenlange in Na-
nometer bezeichnet.

LangpaBfilter werden vorzugszweise als Sperrfilter, gelegent-
lich aber auch in Kombination mit KurpaBfiltern als Anre-
gungsfilter benutzt.

Abb. 21:
Durchlassigkeitskurven von LangpaBfiltern
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Reflexions-Kurzpa@filter

Reflexions-KurzpaBfilter sind dielektrische Interferenzfilter
(Vielschicht-Kantenfilter). Sie besitzen ein hohes Reflexions-
vermogen in einem definierten Spektralbereich. Man bezeich-
net sie auch als dichromatische Teilerspiegel, Farbteiler oder
Reflektoren. Bestimmte Bereiche des Spektrums werden voll
reflektiert, andere voll durchgelassen. Bei den Filterblocks
werden sie im Anregungslicht als Spiegel (das Licht wird unter
45°-Einfall in Richtung Préparat gelenkt), bei Beobachtungen
der Fluoreszenz als DurchlaBfilter (ebenfalls unter 45°-Nei-
gung) verwendet. Aus praktischen Griinden werden dichro-
matische Teiler stets in Transmission gemessen. Im Anre-
gungsbereich — der Teiler wird in der Praxis als Spiegel be-
nutzt —ist wegen des hohen Reflexionsvermdgens die Durch-
lassigkeit entsprechend niedrig. Im Fluoreszenzbereich soll
die Durchlassigkeit aber moglichst groB sein. Mit Hilfe der Re-
flexions-KurzpaBfilter ist eine exakte Trennung der kurzwelli-
gen Excitations- und der langwelligen Emissions-Strahlung
moglich.

Abb. 22:
Durchlassigkeitskurven von ReflexionskurzpaBfiltern
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Rot-Absorptionsfilter

Zur Unterdriickung von Nebendurchléssigkeit der Erregerfil-
terim roten Spektralbereich, die zur Aufhellung des Bildunter-
grundes fuhrt, wird das Farbglasfilter BG 38 verwendet. Es ist
in allen Fluoreszenz-Auflichtilluminatoren eingebaut.

In Verbindung mit dem Filterblock A 2 bewirkt das BG 38 eine
EnergieeinbuBe. Es sollte deshalb aus dem Strahlengang ent-
fernt werden.

Abb. 23:
Durchlassigkeitskurve des Rot-Absorptionsfilters BG 38, 4 mm
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Narmeschutzfilter

“ur Schonung von Praparat und Filtern werdenin die Lampen-
:auser Warmeschutzfilter eingebaut: In Verbindung mit
Quecksilber-Hochstdrucklampen ein KG1, in Verbindung mit
(enon-Hochdrucklampen ein Calflex-Filter.

Die UV-Absorption des KG 1 beeintrachtigt die Ergiebigkeit der
\nregungsintensitat. Bei Verwendung des Filterblock A 2 soll-
e das Warmeschutzfilter KG1 entfernt werden, wenn die
-luoreszenzintensitat schwach ist.

alflex-Warmeschutzfilter sollten zur UV-Anregung grund-
atzlich nicht verwendet werden, weil die aufgedampften
schichten zusatzlich UV-Strahlung absorbieren.

\bb. 24:
Jurchlassigkeitskurve des Warmeschutzfilters KG 1,2 mm
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Richtige Filterung am Beispiel des FITC

Neben der Verwendung einer geeigneten Lichtquelle ist vor
allem die Wahl der richtigen Filterkombination wichtig. Beides
muB auf die jeweils applizierte Fluoreszenzfarbung abge-
stimmt sein. Dazu ist die Kenntnis der spektralen Werte fiir die
Excitation und Emission erforderlich.

Das Excitations-Maximum des FITC liegt bei 490 nm, die Emis-
sion zwischen 500 nm und 550 nm. Die Anregungs- und Fluo-
reszenzspektren haben breite Maxima, die Kurven uberlap-
pen sich teilweise.

Abb. 25:
Excitations- und Fluoreszenzspektrum von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
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Wirde man fir die erforderliche Blauanregung das Glasfilter
BG 12 benutzen, erhielte man wegen der geringen Durchlas-
sigkeit dieses Filters im Anregungsbereich des FITC nur eine
sehr geringe Fluoreszenzintensitat. Die Trennung von Anre-
gungs- und Fluoreszenzlicht ist nur mit extrem steilflankigen
Vielschicht-Interferenzfiltern und zusatzlicher dielektrischer
Interferenzfilter (Farbteiler) méglich. Die Verwendung eines
speziell fir die FITC-Anregung entwickelten Hochleistungs-
Interferenz-KurzpaBfilters KP 490 ist daher zwingend. Fiir die
optimale Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht ist
eine genau definierte Durchlassigkeitsgrenze (Kantenlage)
der Filter erforderlich. Fiir FITC liegt sie etwa bei 490 nm. Der
fur die Anregung ausgesuchte Spektralbereich liegt unterhalb
der Kantenlage, und das Filter soll dort moglichst verlustfrei
durchlassig sein, wahrend oberhalb der Kante das Filter prak-
tisch vollkommen sperren muB, damit das Fluoreszenzlicht
nicht durch Spuren von Anregungslicht gestort wird (Hg-Linie
546nm).Diesistdie Wirkungsweise eines typischen KurzpaB-
filters. Bei ihm interessiert im allgemeinen die kurzwellige
Durchlassigkeitsgrenze nicht.
Ein solches KurzpaBfilter (KP 490) enthalt z. B. der Filterblock
H3.Der DurchlaBbereich des Filters erstreckt sich von 420 bis
490 nm. Der fir die FITC-Anregung besonders wirksame Be-
reich liegt oberhalb von 470 nm mit einem Maximum bei ca.
490 nm. Der Filterblock H 3 ist also besonders geeignet, wenn
es auf groBtmadgliche Helligkeit des Fluoreszenzbildes an-
kommt.
Die breitbandige Anregung ist aber nicht in allen Fallen er-
winscht, weil sie u. a. eine Aufhellung des Hintergrundes, Bild-
uberstrahlung oder schlechten Kontrast bewirken kann. Ab-
hilfe schaffen hier Anregungsfilter, die eine kleinere DurchlaB-
breite haben - BP 450-490 (Filterblock | 2/3), BP 470-490 (Fil-
terblock K 3).
Die Bandbreite einer Filterkombination gibt AufschluB tiber
Helligkeit und Kontrast des Fluoreszenzbildes:

= helleres, kontrastarmeres und
weniger spezifisches Fluores-
zenzbild.

Breitere Durchlassigkeit

Schmalere Durchlassigkeit = Etwas dunkleres, dafiir aber
kontrastreicheres und spezifi-
scheres Fluoreszenzbild.

Ob die Filterkombination H3, 12/3 oder K 3 fiir die FITC-Anre-
gung als optimal anzusprechen sind, ist allein von der spezifi-
schen Fluorochromierung und von der Helligkeit des Raumes,
in dem mikroskopiert wird, abhéngig. Unter der Vorausset-
zung, daB die Praparationstechnik beherrscht wird und die be-
nutzten Reagenzien einwandfrei sind, ist der Filterblock 12/3
fur die FITC-Anregung optimal.

Abb. 26:
Hochleistungs-InterferenzbandpaBfilterblock 12/3 fiir optimale FITC-Filte-

rung
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Wirde man fir die erforderliche Blauanregung das Glasfilter
BG12 benutzen, erhielte man wegen der geringen Durchlas-
sigkeit dieses Filters im Anregungsbereich des FITC nur eine
sehr geringe Fluoreszenzintensitat. Die Trennung von Anre-
gungs- und Fluoreszenzlicht ist nur mit extrem steilflankigen
Vielschicht-Interferenzfiltern und zusatzlicher dielektrischer
Interferenzfilter (Farbteiler) moglich. Die Verwendung eines
speziell fur die FITC-Anregung entwickelten Hochleistungs-
Interferenz-KurzpaBfilters KP 490 ist daher zwingend. Fiir die
optimale Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht ist
eine genau definierte Durchlassigkeitsgrenze (Kantenlage)
der Filter erforderlich. Fur FITC liegt sie etwa bei 490 nm. Der
fur die Anregung ausgesuchte Spektralbereich liegt unterhalb
der Kantenlage, und das Filter soll dort mdglichst verlustfrei
durchlassig sein, wahrend oberhalb der Kante das Filter prak-
tisch vollkommen sperren muB, damit das Fluoreszenzlicht
nicht durch Spuren von Anregungslicht gestort wird (Hg-Linie
546 nm). Diesist die Wirkungsweise eines typischen KurzpaB-
filters. Bei ihm interessiert im allgemeinen die kurzwellige
Durchlassigkeitsgrenze nicht.

Ein solches KurzpaBfilter (KP 490) enthalt z. B. der Filterblock
H3.Der DurchlaBbereich des Filters erstreckt sich von 420 bis
490 nm. Der fir die FITC-Anregung besonders wirksame Be-
reich liegt oberhalb von 470 nm mit einem Maximum bei ca.
490 nm. Der Filterblock H 3ist also besonders geeignet, wenn
es auf groBtmogliche Helligkeit des Fluoreszenzbildes an-
kommt.

Die breitbandige Anregung ist aber nicht in allen Fallen er-
winscht, weil sie u. a. eine Aufhellung des Hintergrundes, Bild-
uberstrahlung oder schlechten Kontrast bewirken kann. Ab-
hilfe schaffen hier Anregungsfilter, die eine kleinere DurchlaB-
breite haben — BP 450-490 (Filterblock 12/3), BP 470-490 (Fil-
terblock K 3).

Die Bandbreite einer Filterkombination gibt AufschluB iiber
Helligkeit und Kontrast des Fluoreszenzbildes:

= helleres, kontrastarmeres und
weniger spezifisches Fluores-
zenzbild.

Breitere Durchlassigkeit

Schmalere Durchlassigkeit = Etwas dunkleres, dafiir aber
kontrastreicheres und spezifi-
scheres Fluoreszenzbild.

Ob die Filterkombination H 3, 12/3 oder K 3 fiir die FITC-Anre-
gung als optimal anzusprechen sind, ist allein von der spezifi-
schen Fluorochromierung und von der Helligkeit des Raumes,
in dem mikroskopiert wird, abhangig. Unter der Vorausset-
zung, daB die Praparationstechnik beherrscht wird und die be-
nutzten Reagenzien einwandfrei sind, ist der Filterblock 12/3
fur die FITC-Anregung optimal.

Abb. 26:
Hochleistungs-InterferenzbandpaBfilterblock 12/3 fiir optimale FITC-Filte-
rung
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Zur Beachtung der vom Praparat emittierten Fluoreszenz-
strahlung muB ein auf die Wellenlange des Fluoreszenzlichtes
abgestimmes Sperrfilter in den Strahlengang gebracht wer-
den, um so die unerwiinschte durchgelassene Anregungs-
strahlung zu unterdriicken. Die Filterblocks H3, 12/3 und K3
sind daher zusatzlich mit LangpaBfiltern LP 515, deren Sper-
rung also im Kurzwelligen liegt, ausgerustet.

Es gibt bestimmte Verfahren, wo neben FITC noch einanderes
Fluorochrom verwendet wird; hierbei handelt es sich um so-
genannte Doppelfluorochromierungen. Hierzu gehoren
TRITC (Tetramethylrhodaminisothiocyanat) oder Ethidium-
bromid, die beide im roten Spektralbereich fluoreszieren,

Abb. 27:
Absorptions- und Fluoreszenzspektrum des FITC sowie Filterung mit Filter-
block 12/3 (Abb. 25 und 26 Ubereinandergelegt)

wahrend die FITC-markierten Stellen griin fluoreszieren. Be-
obachtet man in solcher Weise doppelt fluorochromierte Pra-
parate mit einem LangpaBfilter LP 515, so sieht man gleichzei-
tig griine und rote Bilddetails. Fiir die getrennte Beobachtung
FITC-markierter Details sind spezielle BandpaBfilter erforder-
lich. Von den fir diesen Zweck vorgesehenen, ist das Filter
BP525/20 fiir FITC/TRITC im Filterblock L3 und das Filter
BP 515-560 fiir FITC/Ethidiumbromid im Filterblock L 3.1 ent-
halten. Beide Filter sperren den unerwiinschten roten Spek-
tralbereich. Nur durch die Verwendung der Filterblocks L 3und
L 3.1ist bei dieser Art der Doppelfluorochromierung eine ein-
wandfreie selektive FITC-Beobachtung mdglich.







