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WETZILAR

GroRes Fluoreszenzmikroskop ORTHOPLAN in Ausriistung fir Auflicht-
und Durchlichtfluoreszenz.




Fluoreszenz-
Auflichtilluminator

nach Ploem

Die Bedeutung der Fluoreszenzmikroskopie zeigt sich mit
am besten in der Entwicklung des Instrumentariums. Zu den
konventionellen Einrichtungen fir Hellfeld- und Dunkel-
feldfluoreszenz ist das Phasenkontrast-Fluoreszenzmikro-
skop getreten, das die Vorteile der Phasenkontrastdar-
stellung mit denen der Fluoreszenztechnik verbindet. Alle
diese Fluoreszenzeinrichtungen sind bisher fast aus-
schlieRlich fiir Untersuchungen im Durchlicht verwendet
worden. Es ist jedoch nicht zu verkennen, daR eine Auf-
lichtbeleuchtung gerade fir die Fluoreszenzmikroskopie
bei mittleren und hohen VergréRerungen besondere Vor-
teile bieten kann.

Auf Anregung von J. S. Ploem*) haben wir einen spe-
ziellen Fluoreszenz-Auflichtilluminator entwickelt, der die
Méglichkeiten des Fluoreszenzmikroskopes entscheidend
erweitert. Beispielsweise bei der Lokalisation fluoreszieren-
der Antikdrper in immunologisch behandelten Préparaten
oder sehr schwachen Fluoreszenzen ist er den bisher
tiblichen Verfahren und optischen Systemen (berlegen.
Insbesondere entspricht der Fluoreszenz-Auflichtillumina-
tor den Erfordernissen der Mikrofluorometrie.

Abbildungen Titelseite

Oben links:
Froschblut, Feulgenfdrbung, Rotfluoreszenz der Zellkerne bei Anregung
mit Griinlicht. Aufnahme: H. Rahl, Labor Anwendung Mikro, Leitz-Werke.

Oben rechts: .

Masern, FITC-markiert. Die vom Erreger befallenen Zellen zeigen die
typische FITC-Fluoreszenz. Préparat: Medizinisches Landesuntersu-
chungsamt, Virus-Abteilung, Frau Dr. Enders.

) Dr. J. S. Ploem, Pathologisch Laboratorium der Rijksuniversiteit te Leiden.

Spezifische

Vorteile

1 Bei Auflichtbestrahlung wird die Fluoreszenz in erster
" Linie an der Oberfliche des Praparates erregt und
daher ungeschwacht vom Objektiv erfalt. Bei Anregung
mit Durchlichtbeleuchtung muR das Fluoreszenzlicht da-
gegen das Praparat durchdringen und wird dabei, je nach
Préaparatdicke, teilweise absorbiert.

2 Die Strahlenfihrung ist zwangslaufig zentriert, da
* das Objektiv gleichzeitig Kondensor ist. Apertur und
VergroRerung sind somit optimal aufeinander abgestimmt.

Die Auflichtmethode 13Rt sich, wenn gewulnscht,
* auch mit Durchlichtfluoreszenz im Phasenkontrast
oder Dunkelfeld kombinieren.

4 Durch die Art der Strahlenfiihrung und Ausfilterung
" gelangt die Erregerstrahlung nicht direkt in den
Beobachtungsstrahlengang.

Dichromatische Teilerspiegel und darauf abge-

* stimmte Sperrfilter gewéhrleisten eine optimale Nut-

zung der Erregerstrahlung und eine scharfe Selektion
von Erreger- und Fluoreszenzstrahlung.

6 -Erregerfilter, dichromatische Teilerspiegel und Sperr-
* filter sind so ausgewahlt, daR die in der modernen
Fluoreszenzmikroskopie gebrauchlichen Farbemethoden
mit optirnalem Wirkungsgrad angewendet werden kénnen.

7 Die Auflichtmethode ist wegen der unter 2,3 und 5
* genannten Vorteile besonders flr die Fluorometrie
geeignet.

Unten links:

Immunfluoreszenz von Knochenmarkzellen. Benutzt wurde fir die An-
férbung des Préparates ein Anti-Kappa-Fluoresceinisothiocyanat-Konju-
gat. Anregung mit blauem Licht. Préparat und Aufnahme: H. R. E. Schuit
und Dr. W. Hijmans, Leiden.

Unten rechts:

Mesenterium der Ratte. Blaue Catecholamin-Fluoreszenz in den Endner-

ven und gelbe 5-HT-Fluoreszenz in den Mastzellen. Anregung mit ultra-

tiq:}ettem Licht (405 nm). Praparat und Aufnahme: Dr. J. S. Ploem,
eiden.



Aufbau und Funktion
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Sperrfilterschieber

FO-Sperrfilter, eingebaut

Revolver fir FO-Sperrfilter u. Teilerspiegel
Teilerspiegel

Hg-Héchstdrucklampe

Erregerfilter im Lampenhaus
Leuchtfeldblende

Streulicht-Schutzblende

Objektiv

10 Préaparat
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Teilerspiegel und zugehorige FO-Sperrfilter tragen die Be-
zeichnungen:

Teilerspiegel: FO-Sperrfilter:
TK 400 fur UV-Anregung K 400
TK 455 fur Violett-Anregung K 460
TK 495 fiir Blau-Anregung K 495
TK 580 Griin-Anregung K 580
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Der Fluoreszenz-Auflichtilluminator wird fir die Mikro-
skope ORTHOPLAN" und ORTHOLUX" geliefert. Mit dem
Illuminatorgehduse sind Beleuchtungsstutzen mit Optik
und Leuchtfeldblende sowie ein Objektivrevolver fest ver-
bunden. Das Gehéause enthalt 4 von aufRen umschaltbare
dichromatische Teilerspiegel und darauf abgestimmte
Fluoreszenzopak-Sperrfilter, im folgenden kurz FO-Sperr-
filter genannt. Die dichromatischen Teilerspiegel bewirken
eine selektive Strahlenteilung: unterhalb einer bestimmten
Wellenlange wird das Licht fast verlustlos reflektiert, ober-
halb dieser Wellenlange aber fast verlustlos durchgelassen.

Das Erregerlicht fallt auf einen der Teilerspiegel, wird von
diesem nahezu verlustlos reflektiert und durch das als
Kondensor wirkende Beobachtungsobjektiv auf das Pra-
parat konzentriert, wo es die Fluoreszenzstrahlung erregt.
Die Fluoreszenzstrahlung hat in der Regel eine grofiere
Wellenldnge als das Erregerlicht und kann daher den
Teilerspiegel und das Sperrfilter ungehindert passieren.
Der kleine, vom Objekt zuriickgestreute Anteil des Erreger-
lichtes wird dagegen vom Teilerspiegel groRtenteils aus
der Beobachtungsrichtung abgelenkt, der Rest vom FO-
Sperrfilter absorbiert.

Damit kein Licht hdherer Wellenlange, als es der Re-
flexionskante des Teilerspiegels entspricht, zum dichroma-
tischen Teilerspiegel gelangen kann, miiBte fir jedes
Fluorochrom ein spezielles Erregerfilter benutzt werden.
Dies ist natiirlich nur bedingt realisierbar. Es kann daher
ein zweites Sperrfilter oder Selektionsfilter in den Fluor-
eszenzopak bzw. den Filterschlitz des Mikroskops einge-
bracht werden.

Alle in der Durchlicht-Fluoreszenz-Mikroskopie gebrauch-
lichen Sperrfilter sind anwendbar. Aulerdem wurden die
Sperrfilter K 570, K 580, K 590 und K 610 neu entwickelt.
In diesem Bereich der Fluoreszenzstrahlung ermdglichen
sie eine bessere farbige Differenzierung der verschiedenen
Objektpartien. Die Filter K 590 und 610 sind besonders
fur die immer mehr zur Anwendung kommende Fluores-
zenzanregung mit Griinlicht (546 nm) bestimmt.






Technische Ausstattung

Beleuchtungseinrichtung

Auflicht:  Lampenhaus 100 Z mit Quecksilber-Héchst-
drucklampe HBO 100 oder Xenon-Hochdruck-
lampe 75 W. Auch fir quantitative Mikroskopie.

oder Lampenhaus 2560 mit Hg-Héchstdrucklampe
200W oder Xenon-Hochdrucklampe 150W,
falls ein kontinuierliches Emissionsspektrum
gewiinscht wird.

Durchlicht: Lampenhaus 250 mit Quecksilber-Héchst-

drucklampe 200W oder Xe-Lampe 150W. Das
Lampenhaus 250 ist nur erforderlich, wenn
schwache Objektive im Durchlicht verwendet
werden sollen oder wenn die Auflichtmethode
mit Durchlicht kombiniert werden soll.
Das Lampenhaus 100 Z bzw. 250, kann oben
direkt mit dem Stativ verbunden werden. Fir
Durchlicht ist wahlweise die Benutzung eines
Spiegelhauses mdoglich. Einzelheiten siehe
Preisliste.

Einige Vorschlage fiir Filterkombinationen

Optische Ausstattung

Zum Fluoreszenz-Auflichtilluminator werden zwei Objek-
tivserien zu je 4 Objektiven geliefert: eine achromatische
und eine apochromatische.

Beide Objektivserien sind fiir Auflicht-Fluoreszenz und fir
Durchlicht-Fluoreszenz geeignet.

Reihe 1 Reihe 2
Achromate Apochromate bzw.
Plan-Apochromate

170/0.17/45 mm 170/0.17/37 bzw. 45 mm

25/0.50 Apo  16/0.40
40/0.65 Apo  25/0.65 mit Objektiv-
63/0.85 Zwischenstiick

01 100/1.30 Pl Apo 40/0.75

Apo 63/0.95 mit Objektiv-
Zwischenstiick

Zusétzlich kann zu beiden Reihen das Immersionsobjektiv
F1 Ol 54/0.95 mit Objektiv-Zwischenstiick Nr. 519164 angeboten
werden. Okulare: GroRfeld-Okulare GF, vorzugsweise 6,3 x.

) Filterprogramm
Erregerlicht Erregerfilter*  |Sperrfilter im Schieber|  Ays den untenstehenden Tabellen kann der Benutzer ei-
nige der flr seine Zwecke geeignete Erreger- und Sperr-
ultraviclete 2 mm UG 1 K 430 filter ersehen. Die Erregerfilter werden in der Filterwechsel-
violett 343 mm BG 3 K 490 vorrichtung des Lampenhauses bzw. direkt im Filterrevol-
B4 3 mm BG 12 K 510/K 530 ver des Auflichtilluminators, die Sperrfilterim Filterschieber
oberhalb der Objektive untergebracht.
Erforderliche e Dichromatischer Eingebaute Sperrfilter im
Erregerstrahlung Erregerfilter Teilerspiegel FO-Sperrfilter Filterschieber
ultraviolett 2 mm UG1 TK 400 K 400 K 430, 460, 470
490, 510, 530
570, 580, 590
610
: K 470, 490, 510
violett 3+3mmBG3 TK 455 K 460 530 570, 580
590, 610.
3 mm BG 12
blau 343 mmBG12 oder TK 495 K 495 K gég ggg 2178
3+1.6mmBG12 i e e e
ggf. fur FITC 2 x KP 490 K510 oder AL525 furFITC
grin 2 mm BG 36** TK 580 K 580 K 590, 610
+
Interferenz-
filter 546 nm

* Warmeschutzfilter 2 mm KG1 + Rotdampfungsfilter 4 mm BG 38 in jedem Fall im Lampenhdus 100 Z oder 250 unterbringen.

** Zur Unterdriickung der Hg-Linien 577,0 und 579,1 nm.
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erkungswelse der Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung bei Grinlichtanregung und Rotfluoreszenz.

1. Vom grinen Erregerlicht vollstindig isoliertes Fluoreszenz-
spektrum von Tetramethylrhodaminisothiocyanat (pH 8).

2. Reflexionsvermégen des dichromatischen Teilérspiegels TK
580 (links). Durchlassigkeit des Teilerspiegels TK 580 und
des Sperrfilters K 580 (rechts).

3. Die grtine Quecksilberlinie 546 nm wird vom Erregerfilter
aus dem Quecksilberspektrum isoliert (griine Kurve). Das

Erregerlicht erzeugt in dem mit Tetramethylrhodamin (pH 8) 4.

fluorochromierten Objekt das Fluoreszenzspektrum (rote Kur-

vom Fluoreszenzlicht zu isolieren. Ergebnis: Hohe Quanten-
ausbeute, brillante Helligkeit der fluoreszierenden Objekt-
partien.

AuBerdem gelangt bei der Auflichtanregung der gréRte Teil
des Erregerlichtes gar nicht erst in den Beobachtungsstrahlen-
gang, sondern er wird nach unten abgelenkt. Ergebnis: Aus-
gezeichneter Fluoreszenzkontrast.

Durchléssigkeit der Erregerfilter AL 546 + 2 mm BG 36.

; A : SR 5. Prinzip der dichromatischen Strahlenteilung.
ve). Die Anregungsfunktion des Fluorochroms (nicht gezeich
net) hat ihr Maximum bei 548 nm, das Fluoreszenzspektrum E:hst":v't gem E"LEQE”'HG’; he;ausgef;iterte grt:r?KQéJ;gksnf?eI:—
bei 575 nm. Die Maxima liegen — wie bei den meisten Fluo- o ':' vctrr_n gb-ri?a 'Scd Enl ol ;rsplege i il
rochromen — dicht beieinander. Hier wird ein wesentlicher 'e ,gbe an% R das.Q JOFL BEnkraotE
Vorzug des Fluoreszenz-Auflichtilluminators deutlich: Yo ol uﬂlchtar)regung). Dz'as Ifangerwelllge Fluore_szenz-
licht passiert das Objektiv und wird jetzt vom dichromatischen
Mit der im Auflicht erzielbaren Selektion ist es mdglich, die Teilerspiegel TK 580 durchgelassen. Das eingebaute FO-Sperr-
Anregung in der Nahe des Anregungsmaximums durchzufih- filter TK 580 halt die vom Teilerspiegel noch durchgelassenen
ren und dann das vom Objekt reflektierte Erregerlicht vollig Spuren von diffus reflektiertem Erregerlicht zuriick.
Spektrum der Hg-Hochstdrucklampe 200W 4 Durchlassigkeit der Grinlichterreger- 1 Fluoreszenzspektrum

Filterkombination

& H Okulareb
,,,,,,,,,,,, ularebene
n 500 600 700 nm
2 Reflexion Transmission
500 600 nm
Al 546 + BG 36
FO-Sperrfilter K 580
(
|
2 J
Teilerspiegel TK 580 |
= L
d \J Prinzip der dichromati-
schen Strahlenteilun
i 9 500 700 nm
Anregung Fluoreszenz
300 400 500 600 nm
Jbjektiv
Objektebene
! 500 600 700 nm
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