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Farbe der Beschriftung:
Kontrastmethode - siehe Farbtabelle
oberhalb des Objektivs. ( A)

Bezeichnung des Objektivs:
Objektivklasse.

Erlduterung auf Seite 31

dazu spezielle Bezeichnungen wie beispielsweise
LLD" fur , Long (working) Distance”.

MaBstabszahl / Numerische Apertur:
dazu erganzende Angaben zu

- Immersionsmedium {,W", ,0il", . Glyc")
— Einstellbare Deckglaskorrektur (,,Korr")

Farbige Informationen:
Die Kennzeichnung der Mikroskopobjektive

Standard [
Pol / DIC A
Ph1.23 I

S=— 1

Ph 3
Plan-Neofluar

40%/0,90 Imm Korr A

Tubusliange / Deckglasdicke { mm ):

o

oo f—

ICS-Optik: oo
Klassische Optik: “160"

45 mm

Standarddeckglas: .0,17"
Ohne Deckglas "0

i
vy
T

T

Farbcodierung der MaBstahszahl:
Siehe Farbtabelle unterhalb des Objektivs (B)

Mechanischer Einstellring:

Nur bei Spezialobjektiven

Hier kann die optische Korrektur fOr die Verwendung mit
verschiedenen Immersionsmedien und / oder Dicken von
Deckglasern / Kammerbdden erfolgen (,,Korr).

Auch bei Objektiven mit verstellbarer Aperturiris —

zum Beispiel fiir Dunkelfeld.

Art der Immersionsfliissigkeit:
Siehe unterste Farbtabelle (C)

Andere Angaben zu Objektiven, die nicht in der Beschriftung
des Objektivs stehen:

AnschluBgewinde:
W 0,8" oder M 27

Abgleichldnge:

45 mm fir alle Objektive

Wird von der Anschraubfléche bis Objektebene einschlieBlich
Deckgldser angegeben.

Freie Arbeitsabstande (AA):

werden in mm angegeben und geben den Abstand zwischen
Vorderende des Objektivs und Probenoberflache —
gegebenenfalls auch Deckglasoberflache an.

1,25 I

100
g 150
200

Oil
Water
Glycerine
Multi



Mikroskopieren ist nicht schwierig

Vor lhnen steht ein Mikroskop, und Sie wagen die ersten
Schritte in die Welt des Mikroskopierens.

Zunichst werden Schrauben und Schalter, geheimnisvolle
Zahlen und Farbringe auf den Objektiven verwirrend sein.
Der erste Blick durch die Okulare wird lhnen vermutlich kein
brauchbares Bild bescheren.

Doch Mikroskopieren ist einfacher als Sie zunéchst beflirchten:

Mikroskopieren ist eine erlernbare Kunst.

Alles basiert auf immer gleichbleibenden Regeln. Wenn Sie
diese wenigen Regeln verstanden und praktisch erprobt
haben, wird der Erfolg nicht aushleiben. Durch langjdhrige
Ubung, Verfeinerung und kreative Veranderung der normalen
Methoden kann auch aus lhnen eine Meisterin oder ein
Meister in diesem Fach werden.

Dieses Buch kann lhnen bei einem erfolgreichen Beginn hel-
fen. Dies soll in einfacher und verstandlicher Form geschehen.
Fachleute bitten wir, die ein wenig fehlende , Wissenschaft-
lichkeit” der Ausdrucksweise zu verzeihen.

Wir wiinschen Ihnen Erfolg und viel Freude mit den
Mikroskopen von Carl Zeiss!

A ol

m &




Mikroskopieren heiBt: Kleines ,,groB3"” sehen

21

Allem technischen Fortschritt zum Trotz ist das Auge als Sehor-
gan - verbunden mit dem gleich dahinterliegenden Gehirn —
die leistungsfahigste Bildverarbeitung, die es bis heute gibt.
Alle technisch realisierten Losungen kommen hinsichtlich
Schnelligkeit und Aufldsungsvermégen nicht an das Auge
heran. In seinem Aufbau ist das Auge mit dem Fotoapparat
verwandt. Die gekriimmte Oberfliche der Hornhaut {1) ent-
wirft zusammen mit der durch Muskeln verstellbaren Linse (1a)
das optische Bild auf der Netzhaut (2). Die einfallende Hellig-
keit wird Gber den veranderlichen Durchmesser einer Iris (3)
geregelt. Fir eine scharfe Abbildung sorgt die flexible Linse,
deren Brennweite durch Muskeln so angepaBt wird, daf auf
jedes Objekt zwischen ca. 20 cm und unendlich , fokussiert”
werden kann. Das Bild selbst wird auf der Netzhaut von ca.
130 Millionen Rezeptoren - Stabchen (Erkennung von Graustu-
fen) und 7 Millionen Zapfen (Farberkennung) erfaBt, in elekiri-
sche Signale umgewandelt und Gber den Sehnerv (4) auf kiir-
zestem Weg dem Gehirn gemeldet.

Die in der folgenden Abbildung gezeigten Lichtstrahlen for-
men einen Sehwinkel von 30°. Unter diesem Winkel sehen wir
zum Beispiel folgende Objekte:

@ den Turm des Munsters in Ulm mit 161 m Hohe, gesehen
aus einer Entfernung von 300 m;

@ eine Fotografie mit 13 cm Hohe, betrachtet aus einem
Abstand von 25 cm.

2.2

Was hei3t “klein”?

Wir wollen die feinen Kapillaren eines Fflanzenstangels
genauer betrachten. Dazu schneiden wir aus dem Stengel eine
hauchdiinne Scheibe heraus, bringen sie auf einen Objekttra-
ger (Glaspldttchen) und schatzen das empfindliche Objekt mit
einem Deckglas. Wenn wir das fertige Praparat gegen das
Licht halten, werden wir nicht viel entdecken kénnen.

Alles, was wir so erkennen sind feine Strukturen.

243

Der Grund f0r unser Sehproblem ist einfach: Die Details, die
wir sehen wollen, haben im Durchmesser 1/100 oder gar
1/1000 eines Millimeters. Naher als etwa 20 cm kénnen wir
aber nicht an das Objekt herangehen. Die Folge ist ein ver-
schwindend kleiner Sehwinkel, dadurch kénnen wir kein Detail
erkennen. Die Situation ist dhnlich, wenn wir den schon
genannten Kirchturm aus einer Entfernung von 300 Meter
betrachten: Die unzdhligen, feinen Arbeiten der Steinmetze
konnen wir aus so grofer Entfernung nicht erkennen, weil die
zugehérigen Sehwinkel zu klein sind.

Erste Hilfe: Die Lupe

Seit Jahrhunderten weill man sich in solchen Fillen zu helfen;
mit einer ,Sammellinse”, die — zwischen Auge und Chjekt
gebracht — alles gréBer erscheinen 1483t. Der Effekt ist aber
begrenzt. Mehr als eine acht- bis zehnfache VergréBerung 138t
sich mit einer einzelnen Linse nicht realisieren. Wer noch mehr
sehen will, mul sich des ,zusammengasetzten” Mikroskops
bedienen.

’
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Mikroskope vergroBern schrittweise

Wenn eine Linse nicht ausreicht, kann man mehrere , hinter-
einanderschalten”. Auf diese Weise multipliziert sich der Ver-
gréBerungseffekt, und es werden bis zu 2000fache VergroBe-
rungen erreicht. Das klassische Mikroskap vergréBert in zwei
Schritten: Das Objektiv entwirft ein vergriBertes Bild des
Objekts in der soegenannten Zwischenbildebene, und das Oku-
lar (lateinisch: oculus = Auge) vergréBert wie eine Lupe das
Zwischenhild.

Der rechts abgebildete Strahlengang zeigt, wie von einem
Objekt { « ) Licht ausgeht und in den drei Linsen verarheitet
wird. Wir verfolgen nur die Strahlen, die von den beiden
Enden des Objektes ausgehen. Das reicht aus, um den Ver-
gréBerungsvorgang zu verdeutlichen.

Hier ist das auch beim Mikroskop Axiolab verwendete ICS-
Prinzip gezeigt (ICS=Infinity Color-carrected System). Bei die-
sem modernen Mikroskop mit “Unendlichoptik” gibt es eine
Zwischenstute. Zur Unterstiitzung des Objektivs kemmt eine
Tubuslinse hinzu. Das Objektiv entwirft ein Abbild in eine
~unendliche” Entfernung, die Tubuslinse mit ihrer Brennweite
(f= 164,5 mm) formt aus diesen parallelen Strahlen dann das
Zwischenbild. Zunéchst nehmen wir einfach an, daB im Raum
zwischen Objektiv und Tubuslinse nichts fur die Bildentstehung
Entscheidendes geschieht. Die Lichtstrahlen, die aus der fokus-
sierten Praparatebene kommen, laufen in diesem Raum
ohnehin parallel.

Das Okular dient wiederum als Betrachtungslupe, um dieses
kleine Zwischenbild dem Auge noch stérker vergréBert erschei-
nen zu lassen.

Mafstabszahl des
Objektivs x OkularvergréBerung

GesamtvergréBerung =

Das Ergebnis:

Der Querschnitt durch den Pflanzenstengel zeigt nun die
Details, die wir sehen wollten. Die GesamtvergréBerung im
Mikraoskop ist hier 100fach.

(Objektiv 10x mit Okular 10x}.

Das folgende Foto zeigt eine etwa 100fache VergréBerung -
bedingt durch den Kamerafaktor und die BildvergréBerung.

R
L pared )

95+ LS Elgs

™
1 LRSS
T

ST

J‘l :- L
R0 O

=250 mm
(Axiolab)

32

Im Mikroskopstrahlengang (A) wird das Objekt { « ) bei (1) vom Objektiv (2)
erfaBt und zundchst nach ,unendlich” projiziert. Deshalb verlaufen Lichtstrah-
len, die von einem Punkt des Objekts stammen hinter dem Objektiv als Parallel-
strahlen. Die Tubuslinse (3} funktioniert nun dhnlich wie eine Fatokamera und
entwirft ein vergroBertes Zwischenbild (4). Dieses wird vom Okular (5) erfaBt
und dem Auge {6) angebeten. Der resultierende Sehwinkel 3, ist nun viel
gréBer als &, im Fall B, wo das Objekt aus ca. 25 cm Entfernung direkt gesehen
wird,




VergrioBern allein reicht nicht:
Die Auflésung bestimmt was sichtbar wird

Weilles Licht besteht aus elektromagnetischen Wellen, deren
Periodenlangen 400 bis 700 nm betragen.
Zur Erlduterung:

1 mm = 1000 pm
1um = 1000 nm

Licht von griiner Farbe hat eine Wellenlange von 550 nm
entsprechend 0,55 pm.

Beobachtet man im Mikroskop kleine Objekte (1), so wird
das einfallende Licht (2) von solchen Objekten aus der
urspriinglichen Richtung abgelenkt {(gebeugt). Diese Ablen-
kung wird immer starker, je kleiner sie werden. Um von
kleinen Strukturen scharfe Bilder zu bekommen, muf das
Objektiv (3) im Mikroskop maglichst viel von diesem gebeug-
ten Licht ,einsammeln”. Dies geht besonders gut, wenn das
Objektiv einen groBen Raumwinkel Gberblickt. Der Begriff
Apertur {,Offnung”) beschreibt diese Eigenschaft.

Damit zwei Objektive verglichen werden ké&nnen, wurde die
.Numerische Apertur” definiert, die ein MaB fur den Raum-
winkel ist, den ein Objektiv tberblickt.

Man definiert wie folgt:

Numerische Apertur=N.A. =n - sin o

o ist der halbe Offnungswinkel des Objekiivs.

n ist der Brechungsindex des zwischen Chjektiv und Objekt
verwendeten Immersionsmediums

(n=1for Luft; n = 1,51 fiir Ol oder Glas)

Eine Méglichkeit, das optische Aufldsungsvermbgen zu
erhohen, ist, auch bei der Beleuchtungsseite einen grofen
Winkel fur den Strahlenkegel zu wahlen. So kénnen vom
Ohbjektiv noch starker gebeugte Lichtstrahlen eingefangen
werden. Diese starker abgelenkten Strahlen stammen von
noch feineren Strukturen. Zur Beleuchtung des Praparats wird
nun ein Kondensor (4) eingesetzt, dessen numerische Apertur
der des Objektivs entspricht.

g+o=20
3
' o '7£20c
I‘ o
4 1
2 :

4.2
Eine andere Moglichkeit ist, zwischen der Frontlinse des
Objektivs (3) und dem Deckglas (5) Immersionsflissigkeiten (6)
einzubringen (Abb. 4.3). Bewahrt hat sich ein bestimmtes

Ol mit dem Brechungsindex n = 1,51, das genau an den
Brechungsindex von Glas angepalt ist. Auf diese Weise
werden alle Reflexe auf dem Weg vom Objekt zum Objektiv
beseitigt. Ohne diesen Trick ginge bei gréBeren Winkeln
immer Licht im Deckglas oder an der Frontlinse durch
Reflexionen verloren (Abb 4.3. - linke Halfte ). Die nutzbare
Apertur des Objekiivs wirde durch diese Reflexionen verrin-
gert, das Auflésungsvermagen vermindert.

\
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Was heiB3t ,Auflésung” eigentlich?

Das Aufldsungsvermdgen des Mikroskops wird daran
gemessen, bis zu welcher Grenze zwei kleine Objekte nach
als getrennt gesehen werden: Es gibt einen bestimmten
Abstand d, bei dem dieser Grenzfall eintritt. Er 1&Bt sich auch
berechnen.

Sehen Sie dazu bitte die nebenstehende Abbildung 5.1. Man
muB zuerst wissen, daf3 ein Punkt im Objekt - zum Beispiel ein
ganz feines Loch in einer Metallfolie (1) — durch Objektiv und
Tubuslinse {2) nicht als scharfrandige helle Scheibe abgebildet
wird, sondern als etwas verschwommener Fleck, der von Beu-
gungsringen umgebhen ist (3). Das ganze Gebilde wird nach
seinem Entdecker als Airy-Scheibchen bezeichnet. Die Beu-
gungsringe entstehen durch die begrenzende Funktion der
Objektivapertur — das Objektiv wirkt sozusagen als ,Loch”,
hinter dem Beugungsringe gefunden werden. Je hher die
Apertur des Objektivs (N.A. Obj.) und des Kondensars

(N.A. Kond.) sind, desto kleiner wird d,. Ebenso wirkt sich eine
kurze Wellenlange fir das Auflésungsvermagen vorteilhaft
aus;

1,224 _
dy= —— vereinfacht dy= ———
N.Agy + NA.cony 2N.A

A = Lichtwellenlange z.B. 550 nm {griin)

5.1

Der Zahlenfaktor ,,1,22" stammt aus der Rechnung fir den in
Abbildung 5.2 gezeigten Fall. Die Intensitdtsprofile zweier Beu-
gungsscheiben werden Uberlagert: Sind die beiden Bildpunkte
weit voneinander entfernt, so sind sie mihelos als getrennte
Objekte zu sehen. Wahlt man den Abstand nun immer kirzer,
so tritt der Grenzfall dann ein, wenn das Hauptmaximum von
Objekt 2 (---) mit dem ersten Minimum von Objekt 1 ()
zusammenfalli. Die Uberlagerung der Profile zeigt dann zwei
Helligkeitsmaxima, die durch ein , Tal” getrennt sind.

Im ,Tal” ist die Intensitdt um etwa 20 % gegentber den bei-
den Maxima verringert. Dies reicht fiir das menschliche Auge
gerade noch aus, um zwei getrennte Punkte zu sehen
{Rayleigh-Kriterium).

Vielleicht hilft ein Vergleich zum Verstandnis

Um die Feinheiten im Klang einer Violine elektronisch zu Gbermitteln, wird man
kaum eine Telefonleitung verwenden, weil der Ubertragungsbereich dieses
Mediums stark eingeschrankt ist (,,geringe Apertur”). Viel besser geht das
schon, wenn man hochwertige Mikrofone und Verstarker verwendet. Deren
Ubertragungsbereich ist 50 groB wie der Horbereich des Menschen (, hohe
Apertur”). Bei der Musik steckt die Information in den mittleren Schallfrequen-
zen, die Feinheiten aber, die den Klang ausmachen in den hohen Oberténen
Im Mikroskop werden die Feinheiten einer Struktur in das gebeugte Licht
Jkodiert”. Wer sie hinter dem Objektiv wiedersehen will, muB sicherstellen,
daB sie zuerst vom Objektiv eingesammelt werden. Dies geht um so besser,

je hoher der Offnungswinkel und damit die numerische Apertur ist

'Y




Die numerische Apertur von Objektiven steigt — bis etwa zum
Objektiv 40x — mit der MaBstabszahl. So haben die Objektive
Plan-Neofluar bei den Malstabszahlen 5x, 10x und 20x die
numerischen Aperturen von 0,15, 0,30 und 0,50. Die theore-
tische Grenze in Luft liegt hei einer numerischen Apertur von
1,0. Dies entspréche einem vollem Offnungswinkel (2e) des
Objektivs von 180°. In der Praxis kann eine N.A. von 0,95 reali-
siert werden, was immerhin einem Winkel (2a) van Gber 140°
entspricht. Sehr hohe Aperturen sind bei niedrigen MaBstabs-
zahlen wegen der groBien Objektfelder und Linsendurchmesser
schwierig zu realisieren.

Die folgende Tabelle zeigt, welche Werte fir die Auflésung die
Rechnung fir einige Objektive ergibt. Der Abstand d, bezieht
sich dabei auf das Préparat, mit der VergréBerung multipliziert
ergibt sich der Punktabstand Dy im Zwischenbild {fir griines
Licht A = 550 nm). Die Zahl n gibt schlieBlich die Anzahl der
aufgeldsten Bildpunkte, wenn man sie entlang des Sehfeld-
durchmessers von 20 mm ,aufreiht” (20mm / D).

Was heiBt: “férderliche VergréBerung”?

. Viel hilft viel” — dieser Satz gilt nicht fir die Wahl der niitz-
lichen — auch ,forderlich™ genannten VergréBerung. Gemeint
ist damit, daBB man die GesamtvergréBerung eines Mikroskops
nicht dadurch zu steigern versuchen sollte, indem man stark
nachvergréBernde Okulare (z.B. 16x) oder andere ,optische
Nachbrenner” einsetzt, wenn das Objektiv bei kleiner numeri-
scher Apertur nicht gentigend Bildpunkte liefert. Umgekehrt
entgehen lhnen die Feinheiten, wenn ein Objektiv (z.B. Plana-
pochromat 10x) ganz kleine Details ins Zwischenbild bringt,
Sie aber ein Ckular mit geringer VergréBerung benutzen.
Folgende einfache Regel hilft lhnen:

@ Die GesamivergréBerung eines Mikroskops soll

héher als das 500fache aber kleiner als das 1000fache der
jeweiligen Objektivapertur sein.

Dann sind Sie im Bereich der forderlichen VergréBerung.

HOBEKTIVIANA idpi(Tim) DAl(n); nl |
. i . Hi ise fiir die Praxi
5x/0,15 2.2 1,2 1786 Auflosungsvermdbgen: Hinweise fiir die Praxis
Moderne Mikroskopobjektive von Carl Zeiss erméglichen
10x/0,30 11 11,2 1786 es, das theoretische Aufldsungsvermagen - gute Prapara-
te vorausgesetzt — in der Praxis zu errgichen. Oft sind es
b 0.7 R ) aber kleine Dinge, die dem Erfolg im Weg stehen:
40% /0,75 0,45 17,9 117
40x/1,30 Oil 0,26 10,3 1942 @ Sind Objektiv und Praparat sauber ?
63x/ 1,40 Ol 0.24 15,1 1325 Schon ein Fingerabdruck auf der Frontlinse eines Luftob-
100x / 1,30 Oil 0.26 25,8 275 jektivs kann die kontrastreiche Wiedergabe eines Prapara-

(Kondensoraperatur = Objektivaperatur)

Die folgenden Abbildungen zeigen die Unterschiede im Auflésungsvermogen
zwischen den Cbjektiven 40x/0,75 (auf der linken Seite) und 40%/1,30 Oil (auf
der rechten Seite) . In der Ubersicht (obere Bilder) sieht man im gedruckten Bild
kaum einen Unterschied, wohl aber in den 8fach vergroBerten Bildausschnitten
(untere Bilder).
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tes stéren, weil Streulicht erzeugt wird. Ahnliches gilt far
Immersionsobjektive, die mit verharzten Resten oder
Emulsionen (z.B. Ol mit Wasser) verschmutzt sind. In sol-
chen Féllen ist griindliche Reinigung mit einem weichen
Tuch und reinem Alkohol angezeigt.

@ Haben die Deckgléser die richtige Dicke?

Bei Objektiven hoher Apertur, die ohne Immersiansél
benutzt werden, ist es sehr wichtig, daB die verwendeten
Deckgldschen die Normdicke von 0,17 mm einhalten.

In diesen Fallen geht das Deckgldschen bereits in die kom-
plizierte Berechnung der Objektive ein. Wird aber eine
andere als die dabei zugrunde gelegte Normdicke verwen-
det, so leidet die Qualitat der optischen Abbildung - bei
hohen Aperturen sichtbar. Erfahrungsgema® sind die fol-
gende Abweichungen gerade noch vertretbar:

+ 0,01 mm bei N.A. > 0,7
. +0,03mmbei 0,3 <N.A. <0,7

@ Verwenden Sie das richtige Immersionsél?

Die meisten Hochleistungsobjektive von Carl Zeiss arbeiten
mit Olimmersion. Das richtige Ol in einem geeigneten
GefaB wird mitgeliefert und hat den Brechungsindex
(n=1,51). Das Ol ist PCB-frei und zeigt keine nennens-
werte Eigenfluoreszenz. Starke |, Bildstdrungen” treten
auf, wenn Lufiblasen in der Immersionsschicht sind. Diese
Félle gilt es durch blasenfreies Aufbringen zu vermeiden.
Hinweise dazu finden Sie in den Gebrauchsanleitungen.
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Mehr Schein als Sein ?

Dal Mikroskopie im Alltag stets zu perfekten Bildern fuhrt ist
heute eine Selbstverstindlichkeit. Das war aber nicht immer
so. Uber mehrere Jahrhunderte hinweg war der Bau von
Mikroskapen und vor allem die Anfertigung der zugehérigen
Optik eine rein handwerkliche Tatigkeit. Die Leistungsfahigkeit
dieser frithen Instrumente beruhte auf den Erfahrungswerten
der Linsenschleifer und die erzielten Ergebnisse hingen oft von
Zufélligkeiten ab. Daflir wurde viel Aufwand und Mihe in das
duBere Erscheinungshild dieser Geréte gesteckt. Waren sie
daoch héufig auch Schauobjekte, die das Prestige des Besitzers
férdern sollten. Der Widerspruch zwischen diesem dul3erem
Erscheinungsbild und der Qualitat der damit erzeugten Bilder
war - gemessen an heutigen MaBstaben - eklatant. Dennoch
wurde Mikroskopie im 18. Jahrhundert zu einer Passion der
Schénen und Reichen. So besaB auch die beriihmt gewordene
Liselotte von der Pfalz, Schwéagerin des Sonnenkdnigs zu Ver-
sailles ein kostbares Mikroskop, benutzie es regelmaBig und
sagte richtig voraus, daB dieses Instrument einen unschétzba-
rem Nutzen fiir die Medizin bringen werde. Zu der damaligen
Zeit war das eine geradezu visiondre Prognase.

Grundsteinlegungen.

Im darauf folgenden 19. Jahrhunderte nehmen die exakten
Naturwissenschaften einen ungeahnten Aufschwung. Schon in
den zwanziger und dreiBiger Jahren wird die Lehre vom Licht
und die Theorie der optischen Abbildung auf ein festes Funda-
ment gestellt. Einer dieser - auch fur die Praxis - sehr fruchtba-
ren Forscher ist Joseph von Fraunhofer (1787-1826). Ihm ver-
danken wir die Schaffung des heute gebrduchlichsten
optischen Linsensystems mit Farbfehlerkorrektur - den nach
ihm benannten Achromaten - und grundlegende Erkenntnisse
zur Beugung des Lichtes. Allerdings ist die Astrenomie Fraun-
hofers Betatigungsfeld und an die direkte Ubertragung der
Erkenntnisse auf die Fertigung von Mikroskopen denkt man
noch nicht.

In dieser technischen , Griinderzeit” macht sich in der Univer-
sitatsstadt Jena im ostdeutschen Thiringen ein Mechaniker als
Unternehmer selbstandig: Carl ZeiB. Dieser jungen Mann setzt
sich zum Ziel, fir die Forschung Instrumente hoher Qualitat zu
liefern. Heute wiirde man sagen, daB} er eine Marktllicke
erkannt hatte und nutzen wollte. In den Jahren 1846 bis 1866
werden nach strengen handwerklichen Regeln in seiner Werk-
statt Mikroskope von gleichbleibend hoher Qualitat gebaut.
Am Anfang sind es sehr einfache Gerate die als Praparier-
mikroskop dienen, aber 1857 kommit als das erste ,richtige”,
das hei3t mit Okular und Objektiv ausgerlstete zusammmen-
gesetzte ,Stativ 1" aus der Zeiss schen Werkstatt. Dieses
Instrument vereint niichterne Funktionalitdt mit handwerkli-
cher Qualitat.
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8.1 Carl Zeiss (1816-1888)

Nach knapp 20 Jahren beschéftigt Carl Zeiss etwa zwanzig
qualifizierte Mitarbeiter und erfreut sich eigentlich eines
blihenden Geschafts. Er kénnte zufrieden sein. Aber als
Unternehmer spirt er dal noch mehr méglich ist und daB er
sich auf dem Erreichten nicht ausruhen darf. Er weiB3, daB
seine Instrumente gut sind, gibt sich aber mit der damals Gbli-
chen Technik des ,prébelns” bei der Optikfertigung nicht
zufrieden. Und er weiB, daB die Konkurrenz nicht schlaft.

Sein Ziel ist es, in seinen Werkstdtten reproduzierbar zu arbei-
ten. Hierzu ware es nétig, den Produktionsvargang genau in
Regeln beschreiben zu kénnen. Sein Wunsch: , Der arbeiten-
den Hand diirfe keine andere Funktion mehr verbleiben, als
die genaue Verwirklichung der durch die Rechnung bestimm-
ten Formen und Abmessungen aller Konstruktionselemente. ”

-----
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82 Ernst Abbe (1840-

1905)

Technologietransfer.

Doch wer soll diese Regeln aufstellen? Carl Zeiss findet den
26jdhrigen hochbegabten Dr. Ernst Abbe - seines Zzaichens
Physiker und Mathematiker. Dann wird invastiert. Funf oder
sechs Jahre der theoretischen Arbeit zu Problemen der mikro-
skopischen Abbildung wollen finanziert sein: Auch damals war
Innovation teuer. Aber die Vision besserer Produkte 138t beide
Partner durchhalten.

Und Abbe liefert am Ende so griindliche Arbeit ab, daf 1872
eine Objektivreihe von 17 Typen einschlieBlich dreier Immarsi-
onssysteme in bis dato unbekannter Abbildungsqualitat ange-
boten wird.

Der Bau von Mikroskopen bekommt eine tragfahige theorati-
sche Grundlage. Sie tragt bis heute.

Darunter ist die Urformel nach der sich die theoretisch magli-
che Aufldsung des Mikroskops berechnet:
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9.1 Otto Schott (1851-1935)

Schliisseltechnologie.

Das Unternehmen ist eine Runde weiter. Ernst Abbe wird Teil-
haber von Zeiss und ist gleichberechtigter Partner: Intelligenz
wird zum Stammbkapital. Abbe wird sich in seinen spateren
Jahren als Unternehmer von historischem Rang und Sozialre-
former einen mindestens so groBen Namen machen wie als
Wissenschaftler. Auf der Basis des Wohlstands den er als Wis-
senschaftler mdglich machte.

Aber zunachst wird rastlos weiter innoviert. Die von Abbe
geschaffene Theorie sagt voraus, daB noch groBartigere Erfol-
ge mdglich sein sollten, wenn man die Eigenschaften der ver-
wendeten Glassorten in den Griff bekdme. Soll heifen: Nicht
nur hinnehmen, was da ist, sandern schaffen, was man
braucht.

Und Abbe findet den Dritten im Bunde. Den Glaschemiker

Otto Schott. Wieder einer der abseits der ausgetretenen Pfade
wandeln will - und kann. Die nun folgenden groBen Versuchs-
reihen fir die Gewinnung neuer Glassorten und Bestimmung .
derer Eigenschaften kosten ein Vermdagen. Am Ende stellt sich
erneut der Erfolg ein. Und er reicht schlieBlich auch weit Gber
die Mikrokopie hinaus: Das weltberiihmte Jenaer Glaswerk
Schott & Genossen entsteht,

Flr die Mikroskopie wird im Jahre 1886 das von Abbe theore-
tisch Vorhergesagte Wirklichkeit. Mit der Schaffung der Apo-
chromate mit und ochne Immersion ist das vorldufige Ende
einer Entwicklung erreicht.

9.2 August Kohler (1

Was heiBBt “Kéhlern”?

Der Fortschritt bei den Objektiven fuhrt zu ungekannt groBen
Sehfeldern und mit der Zeit wird auch klar, daB der Beleuch-
tung mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden muB. Fir die
Mikroskopie beginnt die Ara der Arbeit am Detail.

Professor August Kohler (1866-1948) wird ein frither Mitarbei-
ter von Carl Zeiss in Jena und verdffentlicht 1893 die Regeln
fiir die richtige Beleuchtung mikroskopischer Préparate. Er ent-
wickelt eine ausgekligelte Beleuchtung fiir das Mikroskop um
das volle Aufldsungsvermégen der Abbe’schen Objektive in
der Praxis zu nutzen - insbesondere fUr die spater wichtig wer-
dende Mikrofotografie.

Die von Kaéhler eingefiihrte Beleuchtung fiithrt zu homogen
ausgeleuchteten Bildern und erméglicht gleichzeitig eine
Steigerung des Aufldsungsvermégens durch die Verwendung
eines Kondensors. Besonders vorteilhaft ist dabei, daB durch
die Aperturblende im Kondensor Bildkontrast und Auflésungs-
vermdgen gegeneinander abgewogen werden kénnen, ohne
daf sich an der Homogenitét der Bildhelligkeit etwas dndert.

Die Kenntnis und Befolgung seiner Regeln und die damit ver-
bundenen Einstellvorgdnge am Mikroskop - ob nun automa-
tisch vom PC mit Motorhilfe oder von Hand durchgefiihrt -
sind auch heute noch unumganglich. Die kleine Extra-Anstren-
gung wird stets mit Erfolgen belohnt, die nicht nur niitzlich
sind sondern auch Freude machen.

Und damit sind wir zurlick im ,, Jetzt".




Alles geregelt: Der Weg der Lichtstrahlen -
von der Leuchte bhis zum Auge

Bei der Konstruktion eines Mikroskops wird darauf geachtet,
daB die Lichtstrahlen sauber durch das Instrument gefihrt
werden. Nur so ist es mdglich, auch mit Leuchten geringer
Wattzahl ein helles Bild zu erzeugen. Bei der einfachen Hell-
feldmikroskopie ist ein Mangel an Helligkeit noch kein groBes
Problemn, jedoch wenn Kontrastmethoden wie Phasenkontrast
oder Polarisationskontrast zum Einsatz kommen, werden
weitere optische Elemente in den Lichtstrahl eingebracht, die
einen grofien Teil des vorhandenen Lichtstroms aufzehren.
Auf diese Weise bleibt wenig Licht fir den Beobachter brig.
Die Folge ist, daB die Bilder dunkel werden.

Ein weiterer wichtiger Grund fir die Existenz von Blenden und
Filtern am Mikroskop ist, daB nach jedem Objektivwechsel
eigentlich die Beleuchtung neu eingestellt werden milte. Dies
hat zwei Ursachen: Einmal verandert sich baim Objektivwech-
sel die GroB3e des Praparatsausschnitis, der gerade beobachtet
wird. Bei einem Objektiv mit niedriger Malstabszahl z.B. 4 ist
das beobachtete Feld groB (in diesem Fall ganze 5 mm im
Durchmesser, falls das Okular ein Zwischenbild mit Durchmes-
ser 20 mm erlaubt). Schaltet man nun zum Objektiv 40x um
so schrumpft der Durchmesser des eingesehenen Feldes im
Praparat um den Faktor zehn (auf nur noch 0,5 mm).

Die becbachtete Flache wird sogar hundertmal kleiner. Der
andere Grund ist, dafB3 sich die numerische Apertur von 0,12
auf 0,65 erhéht. In Offnungswinkeln ausgedriickt: von 15° auf
80°. Diese beiden Falle sehen Sie oben in der Abbildung 10.1.

Die Regeln nach Kéhler verlangen aher, daB immer nur das
beobachtete Feld im Praparat beleuchtet wird und nicht mehr,
weil , (berflissiges” Licht als stérendes Streulicht wirken kann.
Gleichzeitig sollte aber stets der Lichtkegel der Beleuchtung
dem Offnungskegel des Objektivs angepaBt sein, damit die
numerische Apertur der Optik genutzt wird. Nur so erreicht
das Aufldsungsvermdogen seine volle Leistung.
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10.2

Die Hilfsmittel, mit denen all dies erreicht wird, sind der Kon-
densor, der auch die Aperturblende (2) enthélt und die Leucht-
faldblende (A), die sich normalerweise im StativiuB befindet.
Bei genauerem Hinsehen bemerkt man, daB die Leuchtfeld-
blende mit Hilfe des Kondensors in das Préaparat abgehildet
wird. Sie bestimmt, welcher Teil des Praparats beleuchtet wird.
Die Aperturblende hingegen wird in die ,Pupille” des Objek-
tivs (3) abgebildet und regelt die Ausleuchtung dieser Pupille.
Die ganze Optik ist so berechnet, daB mit der Aperturbiende
auch die Offnungswinkel der Lichtkegel richtig eingestellt
werden.

Im Mikroskop sind also zwei verschiedene Gruppen von opti-
schen Ebenen zu finden, die zusammengehéren,
Die erste Gruppe besteht aus:

1 = Lampenwendel
2 = Aperturblende
3 = Objektivpupille
4 = Pupille des Beobachterauges

Sie définiert den Pupillenstrahlengang und ist fur die
Auflosung des Mikroskops bestimmend.

Zur anderen Gruppe gehéren:

A = Leuchtfeldblende

B = Praparatebene

C = Zwischenbild im Okular

D = Netzhaut im Beobachterauge

A bis D sind die wichtigen aptischen Ebenen im sogenannten
Lukenstrahlengang. Hier wird das Bild sichtbar und die Bildbe-
grenzungen werden eingestellt, daher die etwas altertiimliche
Bezeichnung Luken.

Innerhalb einer Gruppe werden die Ebenen stets ineinander
abgebildet. Man sagt, sie seien , konjugiert”, das hei3t mitein-
ander verbunden.




Es ist nicht Ubertrieben zu sagen, daB fast die ganze Kunst des
Mikraskopierens — wenn man die Vorbereitung der Proben
einmal nicht beriicksichtigt - im richtigen Gebrauch der
Leuchtfeld- und Aperturblenden besteht. Glicklicherweise gibt
es daflr einfache Regeln. Auf den nachsten Seiten wird das
richtige Einstellen des Mikroskops nach den Kohler-Regeln
schrittweise vorgestellt. Diese Regeln verstehen Sie viel leich-
ter, wenn Sie sich die Bedeutung dieser besonderen optischen
Ebenen klar gemacht haben. Der Zusammenhang kann
vereinfacht so dargestellt werden:

Ebenen Pupillen  FUr Auflosungsvermégen,

. 1" bis 4" Kontrastmethoden, Helligkeit.
Lichtfilter und Kontrastelemente.
Einstellung erfolgt Uber die
Aperturblende.

Ebenen Felder Fir Sehfelder, Ausleuchtung,

A" bis ,.D” Zwischenbilder.

Strichplatten und MaBstibe.

Einstellung erfolgt dber
den Durchmesser der
Leuchtfeldblende.

Dal} diese Ebenen ineinander abgebildet werden, kann auch
storende Folgen haben. Das beste Beispiel daflr sind Staubteil-
chen auf einer Strichplatte im Okular: Sie werden zusammen
mit dern mikraskepischen Bild scharf abgebildet und sind
keine Zierde fur das Bild.

Aus dem Gesagten geht hervor, dal3 der Kondensor — der dan
beleuchtenden Lichtstrahl in das Praparat hinein , verdichtet” -
eine groBe Rolle in der Mikroskopie spielt. Er ist so wichtig wie
Objektive und Okulare. Mit Hilfe des Kondensors wird das
Praparat "ins rechte Licht geriickt”.

Woallen Sie lediglich die hdchstmagliche Intensitat in der
Beleuchtung erzielen, so wahlen Sie die kritische Beleuchtung.
Dabei wird die Lichtquelle nicht in die Pupillen abgehildet,
sondern in das Objekt. Die GleichméaBigkeit der Ausleuchtung
geht dabei verloren. Diese Beleuchtung wird durch bewuBtes
Verstellen des Leuchtenkollektors erreicht {(Fluareszenz).

Einfacher in der Handhabung: Der Strahlengang
im Auflicht

Wer mit Metallen, Keramiken und anderen technischen Pro-
ben arbeitet, benutzt meist ein Auflichtmikroskop, weil diese
Proben fir Licht undurchlssig sind und in der Regel nur eine
Untersuchung der Oberflache zulassen.

Beim Auflichtmikroskep wirkt das Objektiv — zusammen mit
fest im Stativ eingebauten Linsen — als Kondensor. Somit kann
die Lage der optischen Achse und die Position der anderen
.Kondensorlinsen” nicht verstellt werden. Die Leuchifeldblen-
de mul auch nur einmal flir ein Chjektiv eingestellt werden
und pafit dann auch fr die anderen Objektive.

Der Strahlengang fur Auflicht zeigt, daB das Licht von der Leuchte (1) iiber die
Aperturblende (2) und die Leuchtfeldblende (A) zum Strahlteiler gelangt. Dort
wird etwa die Halfte des Lichtes in Richtung der Objektivpupille {3) reflektiert
und vom Objektiv auf die Probenoberflache (B) gebiindelt. Die Oberfliche
reflektiert oder streut das Licht in das Objektiv zurlick. Auf dem Riickweg [4Bt
der Strahlteiler wiederum etwa die Halfte des Lichtes zur Tubuslinse passieren,
die das Zwischenbild (C) erzeugt. Mit Hilfe des Okulars wird dieses nachver-
groBert und beobachtet.

Noch zwei Hinweise:
( Sehen Sie dazu die Abbildungen in der linken Spalte )

1. Wenn Sie im Auflicht Oberflachen betrachten, die sehr
dunkel sind und/oder stark das Licht streuen, werden Sie
ein kontrastarmes Bild erhalten (A). Hier kénnen Sie sich
helfen, indem Sie den Durchmesser der Leuchtfeldblende
verkleinern. Sie sehen dann nur ncch die Bildmitte aus-
geleuchtet, aber der Kontrast nimmt sichtbar zu (B).

Eine andere sehr wirksame Methode ist, bei stirkeren
VergroBerungen mit Immersionsmedien —zum Beispiel O —
zwischen Objektiv und Probenoberflache zu arbeiten, falls
die Probe dies erlaubt.

2. Bei sehr niedrigen MaBstabszahlen und dunklen Proben
sind auch bei guter Entspiegelung der Optik Reflexe kaum
zu vermeiden. Hier hilft die Antiflex-Einrichtung weiter
(mehr dazu Seite 32).
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Mikroskopie im Alltag:
Kleine Ursachen mit grofien Wirkungen

@ Entspanntes Sehen ist wichtig

Wenn Sie in der Mikroskopie ,Einsteiger” sind, kénnen Sie
dazu neigen, sich ,optisch zu verkrampfen”. Sie meinen, lhre
Augen auf die Nahe einstellen zu missen, weil Sie ja etwas
Winziges betrachten waollen. Dies ist in der Mikroskopie falsch
und kann Sie auf die Dauer belasten — ohne daB Sie die Ursa-
che kennen. Abhilfe ist einfach: Schauen Sie véllig entspannt
in die Ferne und dann erst in die Okulare — ohne die Einstel-
lung lhrer Augen zu verandern. Dann erst stellen Sie den
Augenabstand der beiden Okulare an der Knickbriicke ein, bis
Sie statt zwei nur noch einen Kreis sehen. Und nicht verges-
sen: Stets bewulBt mit beiden Augen schauen.

@ Abstand halten

Mikroskopokulare von Carl Zeiss sind in der Regel fir Brillen-
trager berechnet. Deshalb liegt die Austrittspupille des Okulars
mit einigem Abstand hinter dem Okular. Benutzer ohne Brille
sollten diesen Abstand auch einhalten, damit das ganze Licht
aus dem Mikroskop durch die Iris des Auges tritt. Wenn Sie
lhren Kopf vor den Okularen langsam vor- und zurlickbewe-
gen werden Sie herausfinden, daf es eine optimale Stellung
gibt, bei der Sie bequem den ganzen Sehfeldkreis einsehen
kénnen.

Tragen Sie keine Brille, dann hilft Ihnen die Verwendung der
Stllpmuscheln aus Gummi an den Okularen. Sie schirmen das
Auge nicht nur wirkungsvoll gegen Umgebungslicht ab, son-
dern helfen auch beim Einhalten des richtigen Abstandes zwi-
schen Auge und Ckular,

@ Exclusiv fiir Brillentréger: Ein kleiner Test

Wenn Sie eine Brille mit einfachen spharischen Glasern tragen,
kénnen Sie mit oder ohne Brille mikroskopieren, sofern der
Dioptrienausgleich am Okular {,,foc”) flr Sie ausreichend ist.
Haben Sie aber torische Gladser — also solche, die in der Hohe
das Licht anders brechen als in der Breite, so ist es besser, Sie
tragen diese Brille beim Mikroskopieren. Ihr Auge hat dann
entsprechende unsymmetrische Abbildungsfehler, die tber
den Dioptrienausgleich allein nicht kompensiert werden kon-
nen. Und so testen Sie Ihre Brille (siehe Bilder auf der linken
Seite): Betrachten Sie eine einfache geometrische Figur — Kreis
oder Quadrat — durch die abgesetzte Brille. Einmal halten Sie
die Brille waagerecht, das andere Mal senkrecht. Sollte sich bei
dieser Drehung um 90° ein Stauchungs- oder Dehnungseffekt
an der einfachen Figur zeigen, so tragen Sie torische — oder
andere nichtspharische — Glaser.




@ Bitte mit Gefiihl

Die solide Bauweise unserer Mikroskope verzeiht auch eine
Fehlbehandlung. Ein kritischer Bereich jedoch ist das vordere &
Ende des Objektivs mit der empfindlichen Frontlinse. Folgende
Vorkehrungen sollen dem Schutz des Objektivs dienen:

- Die gesamte Frontoptik der Objektive mit hdheren Mal3-
stabszahlen ist in einer federnd gelagerten Hilse unterge-
bracht. Bei Berihrung weicht sie um eine kleine Strecke nach
oben zuriick. Der zur Verfugung stehende Weg ist aber nur ;
kurz. Bitte achten Sie darauf, daB Sie den Mikroskoptisch beim
Fokussieren nicht zu weit nach oben fahren. In diesen Fallen | !

s SdlArs

L
Ll S S

drickt das Praparat gegen die Chjektivspitze, und ist die 5
Frontlinse erst einmal am Ende ihrer , Rickzugsméglichkeit” ."}!|
angekommen, kann es teuren Glasbruch geben. £

TREANARRANENL

— Immersionsobjektive weisen nicht nur den gerade beschrie- []_Ti
benen Schutz auf. Sie kénnen zusatzlich in der oberen Position
durch eine vorsichtige Drehung der Frontgruppe arretiert
werden. Dadurch werden sie im sicheren Abstand , geparkt”.
Andererseits ist dann der rettende Federweg nicht mehr L
verflgbar. | I 1 I

Sollten Sie mit der Funkticn Ihres Immersionsobjektivs einmal nicht zufrieden

sein, schauen Sie bitte nach ob es ,in Parkposition” ist. Dies kann der Fall sein,

wenn die Scharfstellung nach dem Umschalten von einem anderen Objektiv

weitab vom vorher eingestellten Fokus liegt. 131

@ Investitionsschutz: Die Staubschutzhdille

Mikroskope werden im Durchschnitt 15 Jahre cder langer
benutzt. Wie der Rost dem Auto zusetzt, so ist beim Mikro-
skop der fast Uberall vorhandene Staub das Problem,

Deshalb: Wenn Sie Ihre Arbeit beendet haben, schalten Sie
bitte die Leuchte(n) aus, und setzen die mitgelieferte Staub-
schutzhaube auf das Instrument.

@ Bitte nicht: Do-it-yourself am Mikroskop

Selbst dann, wenn Sie fur technische Bastelarbeiten eine aus-
gesprochene Begabung haben, missen wir lhnen trotzdem
von Reparaturarbeiten am Mikroskop dringend abraten,
Versuchen Sie bitte nicht, ohne entsprechende Ausbildung
oder ohne Spezialwerkzeug Ihr Mikraskop zu zerlegen.
(Spétestens wenn Sie unter dem Labortisch mit Taschenlampe
und Suchmagnet winzige Lagerklgelchen ader Schraubchen
wiederzufinden versuchen, bereuen Sie lhre , Tat").

Unsere Optiken kdnnen teilweise nur im Werk justiert werden.

Falls ein Reparaturfall eintritt, wenden Sie sich an unseren
Service, der fUr Sie rund um die Welt bereitsteht.
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Wie stelle ich mein Mikroskop richtig ein ?

Auf den nachsten vier Seiten werden wir gemeinsam das
Mikroskop Axiolab von Carl Zeiss fir die Durchlichtbeobach-
tung im Hellfeld einstellen.

Wir wahlen eine Vorgehensweise, die immer zum Ziel fihrt.
Dabei soll das theoretisch Erkldrte in die Praxis umgesetzt wer-
den — und zwar nach Kéhlers Regeln. Was fiir das Mikroskop
Axiolab gilt, kann auch bei anderen Mikroskopen angewendet
werden, wenn sie fir die Kéhlerbeleuchtung ausgestattet sind.

Falten Sie bitte die beiden Umschlagsklappen dieses Biichleins
auf, so haben Sie zur Linken die Bezeichnungen der Mikro-
skopteile, und zur Rechten den Strahlengang.

So wird das Mikroskop zum Einstellen vorbereitet:

@ Das Mikroskop ist vollstandig zusammengebaut. Der
Kondensor steht, falls er einen Kontrastrevolver besitzt auf
Stellung ,HF” fir Hellfeld.

® Zum Einstellen brauchen Sie ein Praparat. Sehr geeignet sind
dinne, angefarbte Schnitte (Pflanzenstengel quer oder gefarb-
ter Gewebeschnitt). Gute Dienste leistet auch ein kleines Stiick
van einem Kleinbilddia (ca. 10 x 10 mm), das flach auf einen
Objekttrager gelegt, mit einem Deckglas geebnet und — zum
Beispiel mit Alleskleber - versiegelt wird.

@ Zum Einstellen verwenden Sie das Objektiv 10x, notfalls 20x.
Schwenken Sie dieses Cbjektiv in den Strahlengang, und stel-
len Sie sicher, daB es fest angeschraubt ist und der Objektivre-
volver richtig einrastet - sonst stimmt die optische Achse nicht,
Mit dem Fokussiertrieb schaffen Sie einen Zwischenraum von
ca. 10 mm zwischen der Oberflache des Mikroskoptisches und
dem Objektiv.

@ Hilfreich ist noch ein Streifen aus diinnem, weiBem Papier
(ca. 3 x 10 cm), den Sie bereitlegen.

So vorbereitet, kdnnen Sie beginnen:

1. Schalten Sie die Lichtquelle ein, und priifen Sie, ob Licht
sichtbar wird, indem Sie den Papierstreifen tiber die Leucht-
feldblende im StativfuB halten.

Bleibt alles dunkel, so mlssen Netzstecker, Leuchte und viel-
leicht auch die Sicherung des Netzteils gepriift und in Ordnung
gebracht werden. Normalerweise sehen Sie aber einen Licht-
fleck auf dem Papier.

2. Offnen Sie die Leuchtfeldblende bis zum Anschlag:
Der Lichtfleck auf dem Papier hat nun den gréBtmaglichen
Durchmesser.

.

3. Halten Sie nun den Papierstreifen zwischen Préparat und
Objektiv. Offnen Sie die Aperturblende des Kondensars voll-
standig. Der kleine Lichtfleck auf dem Papier wird hell dabei,
Wenn Sie einen Kondensor mit schwenkbarer Frontlinse ver-
wenden, muB diese bis zum Anschlag in den Strahlengang
eingeschwenkt sein.




4. Der Kondensortriebknopf erméglicht eine Hohenverstellung
des Kondensors. Stellen Sie die Héhe des Kondensors so ein,
daB seine Frontlinse von unten etwa 1-3 mm vom Praparat
entfernt ist. Bertihren Sie aber das Praparat nicht mit der
Frontlinse, und achten Sie darauf, es nicht mit dem Kendensor
hochzuheben. Es kann dann passieren, daf der Federhebel des
Objektfihrers das Praparat schwungvoll vom Tisch schleudert.

Moderne Instrumente wie das hier gezeigte Mikroskop Axiolab
besitzen eine einstellbare Anschlagschraube mit der sich die
oberste Position des Kondensor festlegen |&3t. Damit wird der
beschriebene lastige Effekt verhindert.

5. In den Qkularen sollten Sie nun schon Licht erkennen.
Wenn es sehr hell aussieht, reduzieren Sie die Helligkeit, bis Sie
diese als angenehm empfinden. Dann stellen Sie an der Knick-
briicke des Binokulartubus erst einmal den fir Sie richtigen
Augenabstand ein. Er stimmt, wenn Sie beim entspannten
Sehen einen statt zwei Lichtkreise sehen. Prifen Sie jetzt, ob
Sie fokussierbare Okulare (Aufschrift: ,,foc”, erkennbar auch
an einer weiBen Skala) verwenden. Falls ja, stellen Sie die ,0"
durch Drehen ein. Wenn Sie Brillentréger sind, lassen Sie lhre
Brille dabei zundchst einmal auf. Okulare von Carl Zeiss (Typ
.Br”) sind dafir ausgelegt. Weitere Hinweise - insbesondere
fir Brillentrager finden Sie auf S. 12.

6. Nun blicken Sie in das Mikroskop und bewegen mit dem
Fokussiertrieb den Mikroskoptisch samt Praparat vorsichtig auf
und ab, bis Sie Details so scharf wie moglich erkennen. Es
kann durchaus sein, daB Sie noch kein schénes Bild sehen,
weil die Ausleuchtung nicht stimmt.




7. Jetzt geht es mit dem ,Kdhlern” erst richtig los: Sie verklei-
nern nun die Leuchtfeldblende und bewegen mit dem Kon-
densortrieb den Kondenser vorsichtig auf und ab, bis Sie ein
scharfes Bild der Leuchtfeldblende oder wenigstens ein Stlick
davon am Rand sehen, Sollte das nicht sofort klappen, stellen
Sie verschiedene Durchmesser der Leuchtfeldblende ein und
bewegen wieder den Kondensor, bis irgendwao ein Stick
scharfgestellter Blendenrand sichtbar wird {16.3). Diese Suche
dauert meistens etwas.

8. Das mikroskopische Bild nimmt langsam Gestalt an. Sie
sehen nun das Bild der Leuchtieldblende scharf abgebildet,
aber es ist noch nicht zentriert. Mit Hilfe der Zentrierschrauben
am Kondensor 1aBt sich auch dies einrichten. Sind Sie mit dem
Bild der Leuchtfeldblende schon fast in der Mitte , helfen Sie
sich sa weiter: Offnen Sie die Leuchtfeldblende, bis Sie fast das
ganze Bildfeld ausfillt. Wenn Sie nun den Bildrand beobach-
ten, bleibt ein schmaler dunkler Rand. Wenn dieser schwarze
Rand rundum den gleichen Abstand zum Bildfeldrand hat,
6ffnen Sie die Leuchtfeldblende, bis ihr Rand das Sehfeld nach
auBen verlant.




9. Nun haben Sie beinahe ein gutes mikroskopisches Bild.
Lediglich der Kontrast kann noch verbessert werden. Sie erin-
nern sich, daB wir zuerst die Aperturblende voll ge&ffnet hat-
ten, um mehr Licht zu sehen. Das missen wir jetzt korrigieren,
um mehr Kontrast zu erhalten. Andererseits darf die Apertur-
blende nicht zu stark geschlossen werden, weil senst die Auf-
I6sung der Bilddetails vermindert wird. Die Aperturblende kdn-
nen Sie im Mikroskop sehen, wenn Sie ein Okular aus dem
Stutzen herausziehen und direkt in den Tubus blicken. Das
Auge ist dabei 10 bis 20 cm vom Stutzen entfernt. Nun &ffnen
und schlieBen Sie die Aperturblende im Kondensor, bis Sie

ihr Bild in der Pupille des Objektivs klar erkennen. SchlieBlich
stellen Sie den Durchmesser der Aperturblende so ein, daB sie
etwa 2/3 (66%) bis 4/5 (80%) des Pupillendurchmessers aus-
leuchtet. Bei dieser Einstellung haben Sie fast die volle Auiflo-
sung und den besten Kontrast. Ublicherweise geht man diesen
Kompromif3 bei der Aufldsung ein, da erst durch den Kontrast
ein brauchbares Bild fir das Auge entsteht.

10. Setzen Sie nun das Okular wieder ein, und schauen Sie ins
Mikroskop. letzt haben Sie es geschafft. lhr Mikroskop ist
~gekdhlert” — zundchst fiir das gerade verwendete Objektiv.
Wenn Sie nun zu einem anderen Objektiv umschalten, sollten
Sie stets die Apertur- und Leuchtfeldblende anpassen. Fir die
Einstellung der Aperturblende muissen Sie nun aber nicht
jedesmal das Okular herausziehen: Ist die Aperturblende erst
einmal fir ein Objektiv zentriert, so genigt es, sie ,nach
Gefuhl” fir andere Objektive anzupassen. Dazu &ffnet man
die Aperturblende erst bis zum Anschlag und schlief3t sie dann
langsam, bis das Bild anfangt, etwas dunkler — und gleichzeitig
kontrastreicher — zu werden.
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Sichtbar mehr erkennen: Kontrastierungsmethoden
in der Mikroskopie

In der Praxis der Mikroskapie hat man nicht immer schén
angefdrbte Praparate, die sich leicht im einfachen Hellfeld
betrachten lassen. Ungefarbte Préparate wie Bakterien oder
lebende Zellkulturen absorbieren kaum Licht und sind auch im
gut justierten Mikroskop im Hellfeld kaum oder gar nicht zu
sehen. Die Folge der geringen Lichtabsorption sind duBerst
geringe Unterschiede in der Intensitatsverteilung des Lichtes im
Bild. Das menschliche Auge benétigt — bei hellem Hintergrund
- drtliche Intensitatsschwankungen van mindestens 10 bis
20% um Objekte zu erkennen. Diese ,,Modulation” der
Lichtintensitat wird von vielen mikroskopischen Objekten im
Hellfeld bei weitem nicht erreicht. Die nachfolgend dargestell-
ten Kontrastierungsmethoden sind Tricks, mit denen optische
Effekte im Praparat — fir das Auge nicht sichtbar — in fiir das
Auge erkennbare Intensitatsverdnderungen Ubersetzt werden.

Dunkelfeld im Durchlicht

Feine Strukturen kdnnen var einem hellen Hintergrund oft
nicht gesehen werden. Das dndert sich, wenn man diese
Strukturen von der Seite beleuchtet und sie vor einem még-
lichst dunklen Hintergrund betrachtet: Sie scheinen dann
regelrecht aufzuleuchten.

18.2

Im Mikroskop wird ein kinstlicher dunkler Hintergrund durch
eine Ringblende (1) im Kondensor geschafien. Die Konden-
soroptik (2) beleuchtet dann zwar das Praparat (3), aber mit
einem Hcohlkegel von Lichtstrahlen. Das Licht trifft nicht auf
das Objektiv (4), sondern geht auBen daran vorbei. Ohne ein
Préparat bliebe es in den Okularen véllig dunkel. Befinden sich
aber Objekte — zum Beispiel kleine Partikel wie Bakterien —

in der Objektebene, so wird Licht von seinem geraden Weg
seitlich weggebeugi. Dieses Licht wird — sofern es in den
Aperturkegel des Objektivs fallt — vom Objektiv eingefangen
und zu einem Bild vereinigt: Das Objekt wird hell leuchtend
vor dunklem Hintergrund sichtbar.

Voraussetzung dafir ist, daf3 die Objektivapertur kleiner als die
innere Apertur des beleuchtenden Lichtkegels ist (Fall A). Es
gibt aber auch Objektive mit einer eingebauten verstellbaren
Irisblende (5), die das direkte Licht auch dann noch ausblenden
kdnnen, wenn es in den Aperturkegel des Objekjtivs fallt

(Fall B). Auf diese Weise kann man fir Dunkelfeld auch sehr
hohe Aperturen einsetzen.

Feine Strukturen werden sichtbar gemacht: Die Spinnennetze sind vor dem hel- FHEHE N
len Hintergrund — hier eine Wiese — kaum zu erkennen (oben). Ganz anders
wird das Bild, wenn ein dunkler Hintergrund - hier ein Wald - gewahlt wird:
Die Struktur scheint aufzuleuchten (unten). Die Beleuchtung des Objekts erfolgt

in beiden Féllen ven schrag oben durch die helle mittagliche Sonne. Das Son- 183
nenlicht traf aber nicht direkt auf die Fotokamera. In diesem Fall hatte die Die Diatomee ist im Hellfeld { links ) schlecht zu sehen. Ganz anders im
direkte Beleuchtung alles Uberstrahlt. Dunkelfeld { rechts } wo sie hell aufzuleuchten scheint .
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Phasenkontrast im Durchlicht

Diese im Jahre 1934 vom Niederldnder Frits Zernike beschrie-
bene Methode hat dem Erfinder 1953 nicht nur den Nobel-
preis fir Physik eingebracht, sondern in der Folge auch die
biologisch-medizinische Grundlagenforschung an lebenden -
weil ungefarbten — Zellen revolutioniert. Der Phasenkontrast ist
fur diinne ungefarbte Objekte ideal zum Beispiel Kulturzellen
auf Glas, die tGber dem Zellkern ca. 5 bis 10 pm, an der Peri-
pherie weniger als 1 pm ,.hoch” sind und im sichtbaren Teil
des Spektrums kaum Lichtabsorption zeigen. Das Auge kann
sie im Hell- und Dunkelfeld kaum sehen. Es gibt aber sehr
kleine Unterschiede in den Brechungsindizes zwischen den Zel-
len und der umgebenden wassrigen Ldsung (A) und innerhalb
der Zellen zwischen Zytoplasma (B) und Zellkern (C).
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18.1

Diese winzigen Unterschiede macht der Phasenkontrast mit
optischen Mitteln sichtbar — das heilit er dbersetzt sie in Inten-
sitdtsunterschiede. Der optische Effekt, der hier genutzt wird,
besteht in einer Phasenverschiebung im Lichtstrahl. Die Licht-
wellen werden bei ihrem Weg durch Zellkerne, Zytoplasma
oder Wasser um kleine Betrége verschoben, weil diese Medien
geringfligig verschiedene Brechungsindizes haben. Ist der Bre-
chungsindex eines Mediums hdher, so wird die Lichtgeschwin-
digkeit im Medium kleiner. Die Folge ist, daB eine Lichtwelle,
die einen Zellkern passiert hat mit Verspétung den Lichtwellen
hinterhereilt, die nur das Wasser durchqueren muf3ten. Den
Betrag dieser , Verspatung” nennt man Phasenverschiebung.
Die Wellen sind vor dem Eintritt in das Praparat noch,.in
Phase" nach dem Passieren der verschiedenen Materialien
aber nicht mehr. Der Betrag der Phasenverschiebung hinter
dem Praparat hangt davon ab, welche Medien (Brechungsindi-
zes) die Wellen auf ihren Wegen zu durchqueren hatten und
wie lang die Wegstrecken in diesen Medien waren. .

Nun kann unser Auge diese Phasenverschiebungen im mikro-
skopischen Bild nicht sehen. Es unterscheidet nur verschiedene
Intensitéten und Farben. Die Phasenkontrastmethode ber-
setzt aber mit optischen Tricks Phasenverschiebungen in

. Grauwerte”. Im Kondensor wird — dhnlich wie beim Dunkel-
feld — eine Ringblende (1) anstelle der Apertur-Iris eingesetzt,
die Uber die Kondenscroptik {2} das Préparat (3) ausleuchtet.

Das gesamte Lichtbiischel tritt aber in das'Objektiv (4) ein, und
in der Objektivpupille (bei 5) entsteht ein Abbild der Ringblen-
de (1). An dieser Stelle des Objektivs (5) befindet sich ein auf
Glas aufgebrachter ,Phasenring”, der zweierlei leistet: Erstens
dampft er wie ein Graufilter das starke direkte Licht, das aus
der Ringblende des Kondensors kommt, und zweitens flgt er
diesem Licht eine konstante Phasenverschiebung zu.

Sind nun im Préparat Objekte wie Zellen und ihre Kerne, so
lenken sie Licht aus dem direkten Strahl auf neue Bahnen (7).
Dieses Licht passiert nicht den Phasenring im Cbjektiv, wird
also auch nicht geschwaécht oder verzdgert. Alle Teilstrahlen
werden durch die Tubuslinse (8) im Zwischenbild (9) vereint.

Dort werden die unterschiedlich verzogerten Teilstrahlen zur
Uberlagerung gebracht und verstirken oder schwichen sich
gegenseitig — je nach Phasenlage. Da der direkte Strahl durch
den Phasenring im Objektiv stark geschwacht wurde, kann das
viel schwachere gebeugte Licht wirksam werden. Ergebnis die-
ser Interferenzvorgange im Zwischenbild sind helle und dunkle
Stellen, welche die zu untersuchende Zelle fir das Auge erst
sichtbar machen. Der beste Kontrast entsteht durch die richti-
ge Wahl der Verzégerung und der Dampfung der Lichtwellen
im Phasenring des Objektivs.
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Eine Begleiterscheinung des Phasenkontrastes sind die Licht-
hofe (Halos), die an Strukturgrenzen auftreten. Sie sind durch
das optische Prinzip bedingt und k&nnen insbesondere an
dickeren Proben zur , Unlesharkeit” des Bildes fiihren, weil
sich die Halos vielfach tiberlagern. Aus diesem Grunde ist der
Phasenkontrast nur fir sehr diinne Préparate zu empfehlen,
bei denen nicht mehrere Strukturen raumlich Ubereinander lie-
gen. In einem solchen dicken Praparat kdnnten die Details zu
einem letztlich nicht mehr ,lesharen” Bild vermischt werden.

Die Mikroskopausriistung fiir den Phasenkontrast

Fir den Phasenkontrast werden spezielle Objektive bendtigt,
die mit einem Phasenring in Pupillennahe versehen sind. Sie
sind leicht an der in griner Farbe gehaltenen Beschriftung und
der Aufschrift ,Ph1”, ,Ph2" oder ,Ph3" zu erkennen. Wenn
Sie ein solches Objektiv gegen das Licht halten und von der
Anschraubflache her in die Pupille schauen, sehen Sie den
grau-durchscheinenden Phasenring.

Fir den Kondensor bendtigen sie eine, zwei oder drei Ring-
blenden, je nach den Phasenkontrastobjekiiven die Sie
verwenden. Der notwendige Ringdurchmesser steigt mit der
numerischen Apertur und ist bei hehen Aperturen (z.B. 0,9 in
Luft ader 1,3 mit Oelimmersion) am graBten. Es gibt drei
GroBen, die fir alle Objektive ausreichen. Wenn Sie nur selten
und mit nur einer RinggréBe Phasenkontrast verwenden, reicht
Ihnen eine Steckblende fr den Kondensar aus, die leicht ein-
geseizt und entfernt werden kann. Komfortabler ist eine
Revolverscheibe mit mehreren Aufnahmen (,Augen”), die
auch alle drei Ringblenden aufnehmen kann und ein schnelles
Umschalten erlaubt. Zuséatzlich sind dann auch eine Offnung
mit der Apertur-Iris fiir Hellfeld und eine weitere Offnung -
zum Beispiel far die Dunkelfeldblende - vorhanden.

Die Ringblenden missen im Kondensor nach dem Einsetzen
einmal zentriert werden, damit im Strahlengang das Bild der
Ringblende in der Objektivpupille exakt mit der Lage des Pha-
senringes {ibereinstimmt. Dies geschieht mit zwei kleinen
Drehschlisseln an der Revolverscheibe des Kondensars,

Dazu blickt man wieder in die Objektivpupille und bringt das
helle Bild der Kondensorringblende mit dem Phasenring des
Objektivs zur Deckung. Im folgenden Bild ist dies gut zu erken-
nen: Auf der linken Seite ist die Ringblende des Kondensors
{hell} dejustiert, rechts hingegen mit dem Phasenring des
Objektivs {(grau) zur besten Deckung gebracht.

Wer es ganz genau wissen will, verwendet ein
Hilfsmikroskop zur Einstellung. Dieses kleine
Zusatzgerat sieht aus wie ein Okular und wird
auch anstelle eines Okulars in den Tubus
gesteckt. Nachdem es auf die Pupille des
Objektivs scharfgestellt ist, kann man sehr
schén die Aperturblende und die Ringblenden
kontrollieren.
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Das Bild eines Objekts im Phasenkontrast 188t sich durch die
entsprechende Wahl der Verzdgerung des Hauptstrahls durch
den Phasenring im Objektiv beeinflussen. Je nachdem, wie
stark die Verzdgerung gewdhlt wurde, erscheinen Objekte, die
einen hoheren Brechungsindex als ihre Umgebung aufweisen
entweder heller ader dunkler als ihre Umgebung. Man spricht
auch vom , positiven” cder ,negativen” Phasenkontrast.
Ublich ist heute der , pasitive” Phasenkontrast, bei dem Objek-
te in dem MaBe dunkler erscheinen, in dem ihre Brechzahl
héher ist. Damit wird dem Auge des Beobachters dort eine
Absorption vorgetduscht, wo lokal ein héherer Brechungsindex
wirksam wird. Dieser Eindruck wird insbesondere fiir Zellen
und Gewebe in wassrigen Medien als , richtig” empfunden,
weil Zellkerne und Organellen zum Beispiel dunkler als das
Zytoplasma einer Zelle erscheinen.

202a 202b
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21.1b
Die Zelle (oben) ist im Hellfeld nahezu unsichtbar, im Phasenkontrast {unten)
hingegen gut zu sehen.
Der VAREL-Kontrast
Fiir die Arbeit an Geweben und lebenden Zellen in Kulturge- Ph-Ring  VAREL-Ring VAREL

faBen {21.2) ist eine neue Kontrastierungsmethode entwickelt . . L .
worden, bei der Phasenkontrast und schiefe einseitige SchicteHF-Belcuchtung  Einseitige DF-Belauchtung

Beleuchtung gemischt werden. Dabei wird auf der Beleuch-

fungsseite eine Zusatzblende in Form eines Kreisringsektors

verwendet, der eine einseitige schiefe Beleuchtung ermaglicht,

Durch Verschieben in radialer Richtung von auBen nach innen

werden nacheinander einseitiges Dunkelfeld, der VAREL-

Kontrast als Uberlagerung von Phasenkontrast und schiefem -

Hellfeld und schlieBlich schiefes Hellfeld eingestellt (21.3).

Damit lassen sich auf sehr preiglinstige Weise Zellen in Kultur- !
gefaBen darstellen. Das Bild weist ein Pseudo-Relief auf (21.4).

Selbst in GefaBen mit gekrimmten Baden laBt sich noch ein
brauchbares Bild erzeugen. Der Phasenkontrast allein versagt 03
in diesen Fallen manchmal, weil ein gekriimmter Kammer-
boden wie eine Linse wirkt und die Uberlagerung der Phasen-
ringe verschlechtert. Die Methode wird erfolgreich eingesetzt,
wenn am lebenden Material gearbeitet werden soll {Mikro-
manipulation).

In einem Schieber sind zwei der genannten Sektoren unterge-
bracht, damit die Beleuchtung wahlhweise ven links oder rechts
erfolgen kann. Damit ist es maglich auch in den ,Léchern”
von Mikrotiterplatien Zellen in der Nahe der ,, Lochrénder” zu
kontrastieren.




Polarisationskontrast im Durchlicht

Bei dieser Methode wird polarisiertes Licht verwendet, Licht-
wellen, die alle die gleiche Schwingungsrichtung haben - also
Jlinear polarisiert” sind. Erzeugt wird dieses sehr ,geordnete”
Licht durch Polarisatoren, die aus dem statistischen Durchein-
ander von Schwingungsrichtungen im natdrlichen Licht eine
Vorzugsebene herausfiltern.

Entscheidend ist, daB zwei Filter dieser Art — wenn sie hinter-
einander, aber um 80° gegeneinander verdreht, in einen Licht-
strahl gehalten werden, kein Licht mehr durchlassen. Das erste
Filter sortiert die Schwingungsrichtungen so aus, dal3 das
zweite Filter diese Auswahl gerade nicht durchlassen kann.
Das zweite Filter nennt man ,, Analysator”, weil man mit ihm
die Vorzugsrichtung des ersten Filters, , Polarisator” genannt,
prifen kann.

Im Mikroskop ist die entsprechende Anordnung relativ einfach
herzustellen: Der Pelarisator (1) am Kondenser - nahe der
Aperturblende - sorgt daflr, dafl mit linear polarisiertem Licht
Uber den Kaondensor (2) das Praparat (3) beleuchtet wird. Hin-
ter dem Objektiv (4) befindet sich der Analysator (5), der
gegeniiber dem Polarisator (1) um 90° gedreht ist. Die Tubus-
linse {6) formt das Zwischenbild (7). Liegt kein Praparat auf

dem Mikroskoptisch — oder nur ein leerer, sauberer Objekt- A
trager — so bleibt das Bild vdllig dunkel. Viele Proben jedoch —
drehen die Schwingungsrichtung des polarisierten Lichts aus A

der vom Polarisator erzeugten Ebene, wenn sie durchleuchtet
werden. Dazu gehoren die doppelbrechenden Materialien, bei
denen der Brechungsindex von der Schwingungsrichtung des
einfallenden Lichtes abhédngt. Dies ist vor allem bei Kristallen
wie Starke und Mineralien - aber auch bei Polymeren - der
Fall. Beobachiet man solche Stoffe im Polarisationsmikroskop
zwischen gekreuztern Polarisator und Analysator, so werden
Aufhellungen im Bild gesehen, weil das ,gedrehte” Licht vom
Analysator teilweise durchgelassen wird.

Im Strahlengang ist noch ein sogenanntes Hiffsobjekt (5a) —
auch Lambdaplatte genannt — eingezeichnet. Diese Lambda-
platte setzt im polarisierten Licht Kontraste in Farben um.
Benutzt werden dazu die Gangunterschiede des paolarisierten
Lichtes im ,doppelbrechenden” Material des Hilfsobjekts.

Sie flihren zur Ausléschung bestimmter Wellenldngen im Licht.
So bleiben aus dem weiBen Licht nur bestimmte Farben Gbrig,
die zu herrlichen, bunten Bildern fUhren,

Mechanische Spannungen im Glas fihren zur sogenannten p
Spannungsdoppelbrechung, diese wiederum zur Beeinflussung
von polarisiertem Licht. Aus diesem Grunde miissen fir quan-
titative polarisationsoptische Untersuchungen im Mikroskop
Kondensoren und Objektive verwendet werden, die frei von
solchen inneren Spannungen sind. Diese Objektive sind an
ihrer roten Beschriftung und der Bezeichnung ,,Pol” zu
erkennen.
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Die ungefarbte Polymerfaser ist im
Hellfeld (links) nur undeutlich zu
sehen, kann im polarisierten Licht
(Mitte) aber detailreich gesehen
werden. Mit der Lambdaplatte
(rechts) werden Kontraste in Farben
umgesetzt
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Raffinierte Optik: Der Differentialinterferenzkon-
trast (DIC) im Durchlicht

Dieses sehr leistungsfahige Kontrastierverfahren baut — was
die verwendeten Komponenten angeht — auf dem Pol-Kon-
trast (5. 22) auf. Er ist in seiner Funktion durchaus dem DIC im
Auflicht verwandt (5.32). Im Durchlicht ist DIC aber etwas
komplizierter als im Auflicht, weil zum einen zwei doppelbre-
chende Prismen verwendet werden und zum anderen der
Gangunterschied im Objekt anders entsteht.

Die Abbildung 23.1 zeigt den entsprechenden Strahlengang,
der zunachst mit dem des polarisierten Durchlichts Gberein-
stimmt. Zusétzlich werden die beiden doppelbrechenden Pris-
men (2) im Kondensor und in der Nahe der Objektivpupille (6)
eingebracht. Das Kondensorprisma (2) fithrt eine Vektorzerle-
gung des vorher linear polarisierten Lichtes in zwei senkrecht
zueinander stehende Schwingungsrichtungen durch und ver-
setzt diese Teilstrahlen seitlich so, daf im Praparat ein Seiten-
versatz von Ax = k - A eintritt. A ist die Wellenlange des verwen-
deten Lichtes und k eine Zahl, die in der Regel kleiner als 1 ist.

Durchsetzen nun die beiden Teilstrahlen genau gleiche Struk-
turen, so wird ihnen kein weiterer Gangunterschied im Prapa-
rat zugetigt (Falle A und C in Abb. 23.2). ,Sehen” die beiden
Teilstrahlen aber etwas verschiedene Verhaltnisse, so erfahrt
jeder fiir sich einen anderen Gangunterschied, den er auf dem
Rest des Weges in das Zwischenbild mitnimmt (Fall B in Abb.
23.2).Das zweite Prisma (6) hebt hinter dem Objekiiv die Auf-
spaltung wieder auf, der Analysator (7) selektiert aus den nun
phasenverschobenen Wellenzligen die Kompoenenten, die in
seiner Schwingungsrichtung liegen. Nun erst — mit einer
gemeinsamen Schwingungsebene versehen - konnen die bei-
den Teilstrahlen miteinander interferieren und somit Gangun-
terschiede in Intensitatsunterschiede umsetzen, die das Auge
sehen kann. Mit einer A-Platte (7a,A) lassen sich zusatzlich
Farbkontraste erzeugen.

£s entstehen reliefartige Bilder, weil diese Methode nur
Jseitliche” Veranderungen zeigt. DIC eignet sich deshalb auch
hervorragend fir das |, scheibchenweise” Abbilden von unge-
farbten dicken Objekten.




Linke Seite: Ein mit Fluoreszenzfarbstoff markiertes Praparat wird mit intensi-
vem blauem Licht im Auflicht beleuchtet.

Rechte Seite: Betrachtet man das Praparat durch ein Sperrfilter, so kann das
blaue Anregungslicht nicht mehr gesehen werden. Dafir erkennt man deutlich
das gelbe Fluoreszenzlicht aus dem Préparat.

24.2a

24.2b

Werden Zellen mit Fluoreszenzmarkern behandelt, so lagern diese sich an
bestimmten Strukturen an. Bei der Beleuchtung mit Anregungslicht leuchten
die Fluoreszenzmarker auf und machen diese Strukturen durch ihr Emissions-
licht sichtbar.
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Fluoreszenzmikroskopie

In der Fluoreszenzmikroskopie werden die Praparate mit spe-
ziellen Reagenzien behandelt. Deren einzelne Molekiile sind in
der Lage, Licht fUr eine extrem kurze Zeit — tblich sind milliard-
stel Sekunden — aufzunehmen und dann wieder abzustrahlen.
Das abgestrahlte Licht hat aber eine etwas ,in Richtung rot”
verschobene Wellenlange. Wird zum Beispiel blaues Licht
absorbiert, so kommt es gleich darauf zur Emission von grii-
nem Licht. Grin wird in Gelb umgewandelt, Gelb in Rot-oran-
ge und unsichtbares UV-Licht in sichtbares Licht. Diese Ver-
schiebung wird nach ihrem Entdecker als Stokes-Verschiebung
bezeichnet. Das emittierte Licht hat in der Fluoreszenz gegen-
ber dem absorbierten Anregungslicht eine um etwa 20 bis 50
Nanometer gréBere Wellenldnge.

Die Fluoreszenzmolekdile kénnen nur Licht ganz bestimmter
Wellenldnge absorbieren. Die verschiedenen Fluorophore zei-
gen — jede Sorte fUr sich — ganz bestimmte Absorptionsspek-
tren, die vom inneren Aufbau der Flucreszenzmolekiile und
manchmal auch von ihrer Umgebung abhéangen. Auch wird
nicht jedes Photon absorbiert, sondern nur ein Teil des
bestrahlenden Lichtes. Die eingefangenen Photonen werden
auch nicht alle wieder abgestrahli: Gute Fluoreszenzmarker
haben eine hohe ,Quantenausbeute”, womit man das Ver-
halinis der abgestrahlten zu den eingefangenen Photonen
beschreibt.

Fur die Mikroskopie ist dieser Effekt sehr nitzlich:

Man beleuchtet eine derart markierte Probe mit reinem,
gefilterten blauen Licht und beobachtet sie mit Hilfe eines
Sperrfilters, das fir blaues Licht véllig undurchlassig ist, aber
langwelliges griines, gelbes und rotes Licht durchlaBt.

Dann leuchten die mit Fluoreszenzmolekilen markierten
Strukturen — zum Beispiel Teile eines Zellskeletts — griin vor
schwarzem Hintergrund.

In den Anfangstagen der Mikrofluoreszenz wurden die Prapa-
rate meist unspezifisch mit Fluoreszenzfarbstoff angefarbt.
Diese Art der Markierung sieht zumeist hell aus, weil viele
Fluoreszenzmolekille (iberall gebunden werden. Heute sind die
Fluoreszenzmethaoden aber viel spezifischer geworden. Dies
wird vor allem dadurch erreicht, daf die Fluoreszenzmolekdiile
mit biologischen Substanzen wie zum Beispiel Antikdrpern fest
gekoppelt werden. Dann bestimmt nicht mehr der ,Farbstoff”
die Bindungsstelle sondern das biologische aktive Molekil.
Dies fuhrt in der Regel zu schwécheren Fluareszenzhildern im
Mikroskop — weil viel weniger , Farbstoff” gebunden wird. Die
Aussagen — zum Beispiel bei der Diagnose von Krankheiten —
werden aber viel genauer,




Strahlengang des Fluoreszenzmikroskops

Die nebenstehende Abbildung zeigt den Strahlengang im
Mikroskop Axiolab mit Fluoreszenzausrlistung. Von der star-
ken zusatzlichen Lichtquelle (1) gelangt das Licht Uber ein
Warmeschutzfilter {2), Rotdampfungsfilter/Absperrschieber (3)
und die Leuchtfeldblende (4) zurn Anregungsfilier (5). Dieses
ist im Reflektorschieber eingebaut, der auch den dichroischen
Strahlteiler (6) enthalt. Der dichroische Strahlteiler reflektiert
das kurzwellige Anregungslicht Gber das Objektiv (7) in das
Préparat (8). Die entstehende Emission wird vom Objektiv (7)
eingesammelt und — weil sie gréBere Wellenidngen als das
Anregungslicht aufweist — vom dichroischen Strahlieiler (6)
durchgelassen. Nun passieren die Strahlen noch das Emissions-
filter (9). Dort wird der Rest des Anregungslichts ausgefiltert.
Daher wird dieses Filter auch als Sperrfilter bezeichnet. Tubus-
linse {10) und Okular (11) formen wie gewochnt das mikrosko-
pische Bild, das jetzt nur noch aus Fluoreszenzlicht besteht.

: f[m}»@

Worauf es ankommt:
Erfolgsfaktoren in der Fluoreszenzmikroskopie

@ Hoéchste Qualitdt der Fluoreszenzfilter:

Mit dem erzeugten Fluoreszenzlicht muf sorgfaltig umge-
gangen werden. Die Filter mUssen die erwinschien Wel-
lenldngen voll durchlassen, die unerwiinschten aber még-
lichst vollstandig sperren. Dies ist sehr schwierig, weil die
Intensitdt des Anregungslichts zigmal starker ist als die des
Emissicnslichts. Das gesamte Anregungslicht mufB vom
mikroskopischen Bild ferngehalten werden, das Emissions-
licht aber unvermindert ,,ankommen”.

@ Hohe Intensitédt der Anregung:

Die Lichtquelle muB in sehr schmalen Bereichen des Spek-
trums - typisch sind 10 bis 50 nm - viel Anregungsenergie
bereitstellen. Hierfir werden sogenannte Linienstrahler
verwendet, in der Praxis Quecksilberhdchstdrucklampen.

@ Hohe Lichtdurchldssigkeit der Objektive:

Die Objektive des Mikroskops — speziell bei besten Abbil-
dungseigenschaften — bestehen oft aus vielen Einzellinsen.
Fir die Fluoreszenz geeignete Objektive haben dennoch
bis in den UV-Bereich hohe Transmissionswerte flr Licht.

@ Keine Eigenfluoreszenz der Mikroskopoptik:

Falls die Linsen und Filter — oder Immersionsflissigkeiten —
im Mikroskop Eigenfluoreszenz zeigen, wird dieses stéren- -
de Licht untrennbar in das Fluoreszenzbild gemischt. Die
Folge ist ein aufgehellter Hintergrund, der den Kontrast
vermindert.

@ Hohe numerische Apertur des Objektivs:

Die im Praparat angeregte Fluoreszenz wird — wie bei
einem Radiosender in alle Richtungen abgestrahlt.

Das Objektiv hat die Aufgabe, méglichst viel davon ,ein-
zusammeln” (25.2). Bei niedriger numerischer Apertur (A)
ist die Wirkung gering. Viel wirksamer ist ein groBer Off-
nungswinkel (B). Bei verdoppelter Objektivapertur 13Rt sich
etwa viermal mehr Fluoreszenzlicht einfangen. Mit Immer-
sion — besenders mit Ol — lassen sich zusatzlich die Licht-
verluste durch Lichtreflexe an den Oberflachen beseitigen.
Das Bild wird noch heller.
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Mehr Licht: Fluoreszenz wird sichtbar

Glahlampen als Lichtquellen sind nicht geeignet fiir die
Fluoreszenzmikroskopie. Die glihenden Metallfilamente setzen
den gréBten Teil der verbrauchten elektrischen Energie in rotes
oder gar unsichtbares infrarotes Licht um. Fir die Fluoreszenz
aber wird intensives kurzwelliges Licht bendtigt. Die neben-
stehende Tabelle gibt Ihnen eine vereinfachte Ubersicht,
welche Farben wir bei welchen Wellenldngen empfinden.

A Emission
365 Hg
404 434
348 577
613
;

] 1 ]’

350 400 450 500 550 600 650
HBO 50/100 A (nm}
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el [ERlEngemEarbe.
1 340-400nm Nahes Ultraviolett (UV) - unsichtbar
2  400-430nm Violett
3 430 - 500 nm  Blau
4 500-560nm Grin
5 560-620 nm Gelb mit Orange
6  620-700nm Orange mit Rot
7  Uber700 nm  Nahes Infrarot (IR) — unsichtbar

Eine bewahrte Lichtquelle fur die Fluoreszenz ist die Quecksil-
berhdchstdrucklampe, die, je nach elektrischer AnschluBilei-
stung die Typenbezeichnungen HBO 50 und HBO 100 tragt.
Anders als die Glihlampe arbeitet sie nach dem Prinzip der
Gasentladung und hat nicht gin kontinuierliches, sondern ein
diskretes Lichtspektrum.

So funktionieren diese Lichtquellen: In einem Quarzglaskolben
mit hoher Druckfestigkeit (1) sind zwei Elektroden (Kathode 2
und Anode 3) eingeschmelzen. Der Brennraum {4) enthalt
etwas Quecksilber. Mit HochspannungsstéBen wird zwischen
den Elektroden ein elektrischer Lichtbogen (5) geziindet und
durch die Stromversorgung im , brennenden” Zustand gehal-
ten. Die entstehende Hitze verdampft das Quecksilber zu Gas,
und es entsteht ein enarmer Uberdruck in der Lampe.

Die Lampe strahlt ein duBerst helles Licht ab, das einen hohen
UV-Anteil enthalt. Die abgestrahlte Lichtenergie wird bei
bestimmten Wellenldngen konzentriert, den sogenannten
~Quecksilberlinien” (siehe unten: Emissionsspektrum).

Ein groBer Vorteil dieses Linienstrahlers liegt im Wechsel von
intensiven Linien und schwachen Spekiralbereichen. Das ist
sehr hilfreich bei der Fluoreszenz: Es wird mit einer ,, Linie”
angeregt und — wegen der Stokes-Verschiebung — die Fluores-
zenz bei einer Wellenlange beobachtet, bei der die Leuchte
durch ihr Licht wenig stort.

Bei der Handhabung dieser Leuchten sind einige Sicher-
heitsregeln zu beachten, die Sie in den Gebrauchsanlei-
tungen finden. Hier die wichtigsten;

@ Lampe nur im Gehause betreiben.

@ Nie in das intensive Licht blicken.

@ Nicht die Haut direkt bestrahlen: Die intensive Strahlung
kann zu Verbrennungen fihren und langfristig Hautkrebs
hervorrufen.

® Nur kalte Lampen wechseln: Explosionsgefahr durch
hohen Innendruck bei erwarmten Lampen.




Licht wird sortiert: Filter und Filtersitze

Das Schema auf der rechten Seite zeigt die spektralen Gege-
benheiten bei der (einfachen) Fluoreszenz. Die Fluorophore
absorbieren in einem schmalen Spektralbereich Licht (&) und
emittieren Licht in einem Bereich groBerer Wellenlange (&),
Dazwischen liegt die Stokes-Verschiebung.

In der Fluoreszenzmikroskopie sind im Reflektorraum zwischen
Objektiv und Tubuslinse Filterkombinationen angeordnet. Sie
bestimmen die Fiihrung von Anregungs- und Emissionslicht.

Das Anregungsfilter A (Abb. 27.2) filtert aus der Lichtquellen- A Emission

strahlung (1) nahezu einfarbiges Licht {2) heraus. Der Strahltei-
lerreflektor (B) hat faszinierende Eigenschaften: Er reflektiert
das kurzwellige Anregungslicht fast verlustfrei zum Objektiv.
Das aus dem Praparat Uber das Objektiv zurlickkommende
Fluoreszenzlicht {3) 1&Bt er hingegen fast vollstdndig passieren.
Gleichzeitig wird der gréBte Teil des Anregungslichtes
wiederumn reflektiert und kann deshalb bei der Formung des
Zwischenbildes nicht mehr stéren. Oberhalb des Strahlteilers
treffen das Emissionslicht und die Reste des Anregungslichtes
auf das Sperrfilter (C). Lediglich das Fluoreszenzlicht kann fast
“ungehindert das Filter passieren, weil seine Wellenldngen
gréBer sind als die des Anregungslichtes.
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Moderne Fluoreszenzfilter — bis auf einige klassische LangpaB-
filter — sind meist Kombinationen von Farbglasern mit Interfe-
renzfiltern. Letztere sind mit Beschichtungen versehen, deren
Dicken genau an die Lichtwellenldngen angepal3t wurden.
Diese Filter konnen "malgeschneidert” werden und passen
genau zu den spektralen Anforderungen eines Fluoreszenz-
farbstoffes.

>
A

27.4 27.3

Typische Spektralkurven der Durchlassigkeit (Transmission T) von Filtern flir die 271
Fluoreszenzmikroskopie:
1 KurzpaBfilter 27.2
2 LangpaBfilter 27.3
3 BandpaBfilter
4 Schmalbandfilter

A Absorption

v

?"1 ?LZ lexc

B (45°)

Spektrale Lage von Anregung (links) und Emission {rechts) bei der
Fluoreszenz.

Funktion der Filterkombination (s. Text).

Typische einzelne Spektralkurven fur die Elemente der
Filterkombination.

A: Anregungsfilter  B: Strahlteiler  C: Emissionsfilter.
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Eine einfache Fluoreszenz:

DAPI wird mit 365 nm im nahen UV angeregt und emittiert im violett-blauen
Spektralbereich. Die Markierung macht Zellkerne und insbesondere die
Chromosamen sichtbar. (Plan-Apachromat 63x/1,40 Oil )
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Zubehor fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Die bisher vorgestellten Komponenten des Fluoreszenzmikro-
skops sind in der Praxis als Module verfiigbar und kénnen in
das Mikroskop Axiolab und in andere Zeiss Mikroskope leicht
integriert werden. Im wesentlichen bestehen diese Elemente
aus der Leuchte HBO 50 oder 100 (1), dem Auflichtilluminator
(2) und dem Reflektorschieber (3). Im Auflichtilluminator sind
ein Absperr- und Filterschieber {2a) und die verstellbare Iris zur
Einstellung des beleuchteten Feldes (2b) enthalten.

Der wesentliche Unterschied zwischen Fluoreszenzilluminator
und Auflichtilluminator ist, daB in der Fluoreszenz keine Streu-
scheibe eingesetzt wird, Sie wiirde unnétig die Anregungsin-
tensitat vermindern. In der |, richtigen” Auflichtmikroskopie ist
sie dagegen fir eine homogene Ausleuchtung sehr wichtig.
Dafir wird in der Fluoreszenz das Rotdampfungsfilter verwen-
det, um die manchmal stérenden roten und infraroten Lichtan-
teile schon vor dem Praparat zu entfernen.

Im Reflektorschieber (siehe Abbildung 28.2) kénnen bis zu drei
Filtersatze fur verschiedene Fluoreszenzmarkierungen montiert
werden. Damit wird ein sehr einfaches Umschalten mdéglich.

Zunehmend werden Praparate fur die ,Mehrfachfluoreszenz”
markiert. Dann leuchten verschiedene Strukturen in verschie-
denen Farben auf. Diese kann man einzeln — jede fir sich -
betrachten und dabei mit dem Reflektorschieber zwischen den
Bildern umschalten. Einfacher ist es jedach, spezielle Filtersatze
zu verwenden, die eine simultane Beobachtung ven zwei oder
drei Markierungen in einem Bild zulassen (Abb. 29.1)

Spezifische Markierung fir die medizinische Diagnose:
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verbunden mit dem Antinuklearen Faktor HEP 2.

(Plan-Neofluar 40x/1,30 Qil)




Vermittelt Einsichten:

Praktische Hinweise zur Fluoreszenz- Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie
mikroskopie
Diese Methode kann nur an sehr speziellen Mikroskopen —
@ Die Arbeitsumgebung: eben den konfokalen — durchgefihrt werden. Sie soll hier
Bei schwachen Fluoreszenzen arbeiten Sie am besten in kurz dargestellt werden, weil sie die Mikroskopie ungemein
einer abgedunkelten Umgebung. Richten Sie sich so ein, erweitert.
daB Sie , zwischendurch” nicht ins Helle missen oder gar
gegen Leuchten oder helle Fenster schauen. Im konfokalen Mikroskop wird ein paralleler Lichtstrahl (1)
tiber das Objektiv (2) in die Probe (3) abgebildet. Im Strahlen-
@ Ausbleichen von Préparaten: gang befinden sich Scanner (4), mit deren Hilfe der Strahl die
Wenn Sie das Praparat nicht beobachten oder fotografie- Probe (3) abrastert. Das dort erzeugte Fluoreszenzlicht nimmt
ren wollen, sperren Sie das Anregungslicht mit dem Filter- seinen Weg zurtck Uber die Scanner — dadurch wird die
schieber im Fluoreszenzilluminator, um unerwilnschtes Strahlbewegung wieder neutralisiert —, wird durch den Strahl-
Ausbleichen durch das Anregungslicht zu vermeiden. teiler (5) ausgespiegelt und auf die Lochblende (6) fokussiert.
Hinter der Lochblende wird das Fluoreszenzlicht durch Sperrfil-
@ Fluoreszenzfreies Immersionsol: ter (7) vom Anregungslicht getrennt und vom Lichtdetektor (8)
Bei Immersionsmedien mit Eigenfluoreszenz hellt sich der fortlaufend gemessen. Aus diesen MeBwerten setzt ein Com-
Hintergrund auf, und der Bildkontrast verschlechtert sich. puter ein elektronisches Bild zusammen. Entscheidend ist, daB
nur Fluoreszenzlicht aus der Fokusebene des Objektivs (3) die
@ Das Warmeschutzfilter: Lochblende (6) im ,Raumfilter” (A) passieren kann. Beitrage
lhre Fluoreszenzfilter sind empfindlich gegen die aus der aus anderen Ebenen in der Probe ( z.B. 3a) werden sehr effek-
Leuchte stammende Warmestrahlung. Entfernen Sie bitte tiv durch die Lochblende (6) unterdrickt. So kénnen einzelne
nie das eingebaute Warmeschutzfilter. Ebenen der Prabe betrachtet werden.Mit Hilfe des Computers

entstehen 3-D-Bilder.
@ Justierung der Leuchte:

Gelegentlich - auf jeden Fall aber nach einem Lampen-
wechsel — muB die Leuchte nachjustiert werden. Ziehen
Sie hitte die Gebrauchsanleitung zu Rate, und denken Sie

an die Sicherheitsbestimmungen (siche Seite 26). 1
@ Die Praparation: 1 = = s
Die nicht gebundenen Fluorophore sollten aus dem Prépa- [ —
rat — zum Beispiel durch Auswaschen — entfernt werden. ] 4 S 7oy
Der ,Kontrast” im Fluoreszenzbild entsteht erst durch den [ g 7 8
dunklen Hintergrund. Dieser wiederum wird durch Gber- : ] N & ;
schiissige Fluorophore unnétig aufgehellt. SCAN [ IL—T"]4 A
| |

2

3a

3

201 293
Hochspezifische Mehrfachfluoreszenz Verschiedene Fluorophore markieren Das regulédre Fluoreszenzbild (links) ist Gberstrahlt und 1Bt keine
genau definierte Strukturen im Zytoskelett von einzelnen Zellen. Details im Inneren des Objektes erkennen. Ganz anders

das konfokale Bild (rechts), bei dem eine einzelne Ebene aus dem Inneren
deutlich sichthar wird.
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Unentbehrlich in Materialforschung und Technik:
Die Auflichtmikroskopie.

Wer das Geflige von Metallproben, die Oberflache von Kera-
miken oder bedruckte Papierdokumente untersucht, kann mit
einem Durchlichtmikroskop in der Regel nicht viel anfangen.
Fir diese Untersuchungen wurde das Auflichtmikroskop ent-
wickelt. Ahnlich wie im Fluoreszenzmikroskop erfolgt die
Beleuchtung der Probe von oben durch das Objektiv. Es gelten
sinngemaR die Kéhlerschen Regeln, wenn man das Objektiv
mit seiner Pupillenebene als Frontlinse des Kondensors
betrachtet.

Auflichtmikroskope wie das rechts abgebildete Axiotech von
Carl Zeiss - hinten in der Ausfuhrung Axiotechvarie fir groBe
Proben - zeichnen sich durch einen integrierten Auflichtillumi-
nator aus. Im Strahlengang (30.1) fOr die Hellfeldmethode fin-
den Sie wiederum die Aperturblende fiir Auflicht (1) und die
Leuchtfeldblende (2). Die Aperturblende (1) wird Gber den
Reflektor (3) in die Ohjektivpupille {4) abgebildet, die Leucht-
feldblende (2) auf die Probenoberflache (5). Der Reflektor (3)
ist aber — anders als bei der Auflichtfluoreszenz — mit einem
neutralen Strahlteiler bestlickt, der das wei3e Licht bei allen
Wellenlangen gleich gut reflektiert oder durchlaBt. Das
Beleuchtungslicht trifft auf die Probenoberflache und wird
reflektiert oder gestreut. Das Objektiv sammelt diese Strahlen
und die Tubuslinse (6) projiziert das Zwischenbild.

For das Aufldsungsvermdgen bei Auflicht gilt die gleiche
Abhangigkeit von Lichtwellenldnge und numerischer Apertur
wie bei Durchlicht. ,Kéhlern” bei Auflicht bedeutet in der
Regel nur das Einstellen der Apertur-Iris, weil die Leuchtfeld-
blende — einmal eingestellt - fiir alle Objektive richtig ist.

Bei diesen Auflichtmikroskopen kénnen auch Objektive fur die
Beobachtung im Durchlicht eingesetzt werden, weil die
Abgleichldnge von 45 mm bei allen Objektiven eingehalten
wird. Fr diesen Fall gibt es — neben klassischen Durchlichtkon-
densoren — auch einfache Durchlichtbeleuchtungen, wie das
Bild 30.2 zeigt. Sie entsprechen nicht den Regeln nach Kahler,
liefern aber insbesondere bei kleinen VergréBerungen und
groBen Sehfeldern gute Ergebnisse.
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Mikroskopobjektive fiir die Auflichtmethoden:
Die etwas andere Optik

Mikroskapobijektive fir Auflicht sind am Zusatz ,Epi” zu
erkennen. Sie unterscheiden sich van den Objektiven far
Durchlicht hauptsachlich in zwei Eigenschaften: Ihre Linsen-
oberflachen sind besonders gut entspiegelt, damit das von der
Leuchte kommende Licht nicht in Richtung Okular reflektiert
wird. Solche Reflexe wiirden sich dem Bild Gberlagern und
stdrend wirken. Zum anderen sind diese Objektive Tir
Lunbedeckte Objekte” ausgelegt. Oberfldchenproben werden
tblicherweise ohne Deckglaschen betrachtet. Bei héheren
Aperturen ist daher flir diese Objektive eine andere optische
Rechnung notig als fur Durchlichtobjektive.

Diese Auflichtobjektive sind uneingeschrankt auch flr Untersu-
chungen im Durchlicht geeignet. Wenn Objektive htherer
Apertur {etwa ab 0,3} verwendst werden, dirfen die betrach-
teten Objekte aber nicht durch Deckglaser oder dhnliches
abgedeckt sein, da sonst die optische Korrektur nicht wirksam
werden kann. Zusatzlich kdnnten Deckgldser unerwiinschte
Reflexe hervorrufen.

Eine besondere Konstruktion der Objektive ermdglicht Dunkel-
feld im Auflicht. Das Licht der Beleuchtung wird auBen um das
eigentliche Objektiv in einer zweiten Hiilse gefthrt und trifft
im seitlichen Einfall auf die Probenoberfldche. Deshalb sind
diese Objektive ,dicker” als sonst tblich (Abb. 31.1).

Schneller Wechsel:
Die Kontrastierungsmethoden im Auflicht

Beim Auflichtmikroskop wird die Kondensorfunktion weitge-
hend vom Objektiv bernammen. So sind alle zur optischen
Kontrastierung nétigen Elemente auf kleinstem Raum versam-
melt. Sie kénnen im ,Unendlichraum” oberhalb des Objektivs
angeordnet werden. In Abbildung 31.2 ist die Anordnung der
Kontrastelemente markiert:

A Kontrastelement der Beleuchtungsseite

B: Kontrastelement der Beobachtungsseite

C: Zusatzlicher Platz fur Komponenten, die
auf beide Lichtwege wirken

Die anderen optischen Elemente sind:

1 Lichtquelle

2 Farbneutraler Strahlteiler
3 Auflichtobjektiv

4 Probenoberflache

5 Tubuslinse 5

Ein schneller Methodenwechsel wird dadurch maéglich,

daB der Reflektorschieber — &hnlich wie die Lichtfilter beim Flu-
oreszenzmikroskop — fest eingebaute Kontrastelemente ent-
halt. Hat der Reflektorschieber drei mechanische Positionen, so
wird durch entsprechende Bestlickung fiir z.B. Hellfeld, Dun-
kelfeld und Polarisation der schnelle Wechsel der Methode
durch Verschieben des Reflektorschiebers ermdglicht.

A
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Die Kontrastmethoden im Auflicht

Dunkelfeld {(DF)

Diese Methode eignet sich besonders zur Inspektion von Ober-
flachen. Das aus dem Auflichtilluminator (1) kommende Licht
wird (ber eine Spiegeltreppe (2) und einem Vollspiegel mit
ovalem Loch (3) nach unten in Richtung Objektiv (4) gelenkt.
Es trifft nach Passieren der AuBenhdlse des Objektivs auf einen
ringférmigen Hohlspiegel, der die Lichtstrahlen zum streifen-
den Einfall auf die Probenoberflache (5) lenkt. Ware das
Objekt ein perfekter Spiegel, so kame kein Licht in das Objek-
tiv zurtick: Das Bild bliebe dunkel. Vorhandene Strukturen aber
lenken Licht in Richtung Objektiv und werden hell auf
schwarzem Hintergrund sichtbar.

Wichtig: Die Leuchtfeld- und Aperturblende &ffnen, damit der
Beleuchtungsstrahl die Spiegeltreppe (2) ausleuchtet!

Polarisationskontrast (POL)

Geeignet flr Oberflichen mit Strukturen, die den Polarisa-
tionszustand des Lichtes bei der Reflexion dndern. Das k&nnen
z.B. Geflgekdrner in Erzproben sein. Jetzt trifft das Beleuch-
tungslicht (1) zuerst auf einen Polarisator {2,P) und wird linear
polarisiert auf die Probenaberflache (5) abgebildet. Hinter dem
Strahlteiler (3) trifft es auf den Analysator (6,A), der nur die
depolarisierten Anteile des Lichts zur Tubuslinse (7) gelangen
1aBt. Wie im Durchlicht ermdglicht eine Lambdaplatte (6a,A)
die Umsetzung von Graukontrast zu Farbkontrast.

Mit einer sogenannten Antiflex-Kappe (eine drehbare
A/4-Platte vor dem Objektiv) lassen sich bei Objektiven mit sehr
niedrigen MaBstabszahlen auch bei ,,dunklen” Probenober-
flachen die sonst unvermeidlichen Reflexe beseitigen.

Differentialinterferenzkontrast (DIC)

Diese Methode, eine Erweiterung des Polarisationskontrastes,
eignet sich zusatzlich fir die Darstellung kleinster Héhenunter-
schiede von Oberflachen. Es wird ein doppelbrechendes Prisma
(4) eingesetzt, das den polarisierten Lichtstrahl auf dem , Hin-
weg" in zwei Teilstrahlen aufspaltet. Sie treffen seitlich gegen-
einander versetzt auf die Probe (B). Ist die Cherflache vollig
eben, passiert nichts. Befindet sich zwischen den beiden Teil-
strahlen aber eine kleine Stufe, so muB der eine der beiden
Teilstrahlen einen um 2Ah langeren Weg durchlaufen und
erhalt einen Gangunterschied. Sind die Teilstrahlen erst einmal
Uber das DIC-Prisma (4) und den Analysator (7) zurlickgelau-
fen, so haben sie schlieBlich wieder - bedingt durch den Analy-
sator die gleiche Schwingungsrichtung und ké&nnen im Zwi-
schenbild miteinander interferieren. Dann setzt sich der an der
Oberfache erfahrene Gangunterschied in Grauwerte um, die
das Auge sehen kann: Stufen werden als Reliefs sichtbar. Die
Lambdaplatte (7a) als Hilfsobjekt schlieBlich setzt die Grauwer-
te wieder in Farben um.




Die innere Struktur der Sphdarolithen in dieser GuBprobe bleibt im Auflicht-Hell-
feld verborgen.
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Das Gefuge dieser Messingprobe (Tombak) ist im Auflicht-Hellfeld nur
zu erahnen.
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Erst im Auflicht-Dunkelfeld erscheinen sie auBerst kontrastreich.
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Wie ein dreidimensicnales Reliefbild erscheint die gleiche Probenoberflache im
Differentialinterferenzkontrast (DIC)
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Fiir alle Falle vorbereitet:
Die ,trennbare” Optik

Es gibt Hunderte von Problemen, die durch den Einsatz des
Lichtmikroskops geldst werden. Dazu gibt es natirlich auch
verschiedene Anspriiche der Benutzer hinsichtlich der Leistung
und dem damit zusammenhéngenden Anschaffungspreis. Dies
fahrt zu einer vielféltigen trennbaren Optik, die im wesentli-
chen aus Kondensoren (1), Objektiven (2) und Okularen (3)
besteht.

Ein Kriterium bei der Anschaffung ist das spezielle Anwen-
dungsgebiet; ein weiteres Kriterium ist der Korrektionszustand
der optischen Elemente, insbesondere der Objektive. Einfache
Linsen haben sehr bescheidene Qualitdten in der optischen
Abbildung. Es treten starke Abbildungsfehler auf, die erst bei
ausgekligelter Verwendung mehrerer Linsen korrigiert werden
kénnen. Optiken fur reine Farbwiedergabe in gleichzeitig
greBen, eben erscheinenden Sehfeldern zu schaffen, erfordert
eine sehr aufwendige Rechnung und Fertigung.

Setzt das Praparat ins rechte Licht: Der Kondensor

Folgen wir dem Weg des Lichtes im Mikroskop, und beginnen
mit dem Kondensor. Er dient — wie schon ausfihrlich gezeigt —
der Beleuchtung der Probe und bildet die Leuchtfeldblende in
die Probe und die Aperturblende in die Objektivpupille ab.
Ohne Kondensoren kann das Mikroskop sein Auflésungsver-
mdgen nicht erreichen, und eine gleichmaBige Ausleuchtung
der Bilder ist kaum méglich.
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Die Standardausfiihrung des Kondensors fur das Mikroskop
Axiolab ist vom Aufbau her ein , Abbekondensor”. Dieser
Kondensortyp zeigt eine gute Qualitat in der Abbildung der
Blenden und hat einen groBen Vorteil: Man kann mit einer
festen Frontlinse die Objektive der MaBstabszahlen 4x bis 100x
mit Licht versorgen — und zwar nach Kéhlers Regeln. Die
homogen ausgeleuchteten Felder sind schon bei der einfachen
Ausfuhrung so groB, daB Okulare fir Sehfelder von 20 mm
Durchmesser — im Zwischenbild -~ verwendet werden kénnen.
Bei Objektiven mit MaBstabszahlen von 2,5x oder kleiner, ist
unterhalb des Kondensors eine Hilfslinse, die zur Ausleuchtung
der dann sehr grof} werdenden Felder im Préparat beitragt.
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Diesen Kondensor gibt es wiederum in zwei Varianten, die in
Abb.34.2 zu sehen sind: Links die einfache Hellfeldausfiihrung
und rechts die Version mit Revolverscheibe fiir Phasenkontrast-
und Dunkelfeldblenden. Diese drehbare Revolverscheibe hat
prazise Rastungen, damit Sie zwischen den Kontrastverfahren
schnell umschalten kénnen.

Nicht im Bild gezeigt ist der Schaltkondensor — auch Patholo-
genkondensor genannt — der einen soliden Schalthebel besitzt,
um die Beleuchtung schnell zwischen “Ubersicht” und
«Detail” umzuschalten, der aber nur fiir den Gebrauch im
Hellfeld konstruiert ist.

Die héchste Qualitat im Kondensorbereich erreichen die apla-
natisch-achromatischen Systemkondensoren, wie Sie vor allem
in der Forschung eingesetzt werden.

Die traditionsreiche Bezeichnung , aplanatisch” wird haufig als Angabe zur
Bildebnung (,plan”) miBverstanden. In Wahrheit steckt aber das altgriechische
Verb nhovety dahinter, dies bedeutet soviel wie ,herumirren™. Die verneinende
Vorsilbe ,a" soll das genaue Gegenteil ausdriicken. Der aplanatische Konden-
sor bringt Lichtstrahlen sauber in der Objektebene zum Schnitt (Die Lichtstrah-
len ,irren” nicht umher).

So entsteht ein randscharfes Bild der Leuchtfeldblende.

Achromatisch bedeutet ,farbfrei” ( von ypmpc, griech. Farbe ) und zeigt den
fiir einen Kondensor hohen Korrektionszustand an.




Meisterhafte Miniaturen:
Mikroskopobjektive fiir jede Anwendung.

Waren die Kondensaren noch leicht zu Uberschauen, so wird
in der Vielzahl der Objektive die ganze Vielfalt der Mikroskopie
sichtbar. Wir versuchen hier, eine Ubersicht zu bekommen, die
sich am optischen Korrektionszustand der Objektivklassen ori-
entiert. Die beiden Hauptkriterien sind die Beseitigung von
Farbfehlern und die Ebnung des mikroskopischen Zwischenbil-
des. Im Idealfall zeigt sich das in einem bis zum duBersten
Bildrand véllig scharfen, farbreinen Bild, auch bei groBen Seh-
feldern. Eine weitere Unterscheidung ist die in Durchlicht- und
Auflichtobjektive. Durchlichtobjektive sind stets fiir die Ver-
wendung mit Deckgldsern (0,17mm) berechnet. Die Auflicht-
objektive — mit dem Prafix ,Epi” — sind mit besonders vergiite-
ten Glasoberflichen versehen, um Reflexe in der Optik zu
vermeiden (,Entspiegelung”).
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Alle hier aufgefihrten Objektive gehdren der Familie der /CS-
Optik an (ICS: Infinity Color-corrected Systemn). Diese Objektive
projizieren zundchst ihr Bild nach ,,unendlich”. Erst die Tubus-
linse erzeugt ein Zwischenbild — genauer gesagt, in einem
Abstand von 164,5 mm hinter der Tubuslinse. Dieses MaB wie-
derum wurde in Anpassung an die klassische Tubuslange
gewahlt.

Als Hauptvorteile der ICS-Optik gelten:

@ Bei dieser , Unendlichoptik” laufen die Lichtstrahlen
zwischen Objektiv und Tubuslinse parallel: Filter, Reflekto-
ren und andere planparallele Elemente lassen sich hier,
ohne eine im Grunde stérende, Zusatzoptik einsetzen.

@ Objektive und Tubuslinse zusammen erzeugen bereits
das endglltige - korrigierte — Zwischenbild. Bei klassi-
schen Mikroskopen mit , Endlichoptik” miissen noch die
Okulare kraftig nachbessern. Daher der Name , Kompens-
okulare”,

Fiir alle ICS-Objektive gilt...

Die Abgleichlange - das ist der Abstand zwischen Prapa-
ratebene und Anschraubfldche am Objektivrevolver — betrigt
immer 45 mm. Alle IC5-Objektive kénnen nebeneinander an
einem Revolver verwendet werden. Die Anschraubgewinde
sind genormt: Normalerweise liegt das sogenannte Gewinde
W 0,8 x 1/36" vor, bei den "dicken” Objektiven fir Auflicht-
Dunkelfeld ist es M 27 x 0,75.

...und hierin unterscheiden sie sich:

1. Achromat:

Gute Farbkorrektur — exakt bei zwei Wellenlangen. Feldeb-
nung in Bildmitte, durch Nachfokussieren kénnen auch die
Randbereiche scharfgestellt werden. Fiir Sehfelder bis 18mm
ausgelegt. Versionen fir Phasenkantrast. Sehr preiswerte
Objektive. Namen:

CP-Achromat (CP: Clinical Plan) und Achrostigmat.

2. Achroplan und Epiplan:

Verbesserte Achromate mit guter Bildebnung fir Sehfelder mit
20 oder gar 23 mm @&. Daher fir die Mikrofotografie geeignet.
Namensgebung: FUr Durchlicht Achroplan und Achroplan Ph
fir den Phasenkontrast. Im Auflicht Epiplan, fir DIC geeignet,
auch als Dunkelfeldobjektiv Epiplan HD. Die Auflichtobjektive
haben hohen Bildkontrast und sichere Arbeitsabstande.

3. Plan-Neofluar und Epiplan-Neofluar:

Moderne Universalobjektive mit hervorragender Farbkorraktur
— flir mindestens drei Wellenlangen. Bildebnung fiir Sehfeld
mit 25 mm &. Wegen lhrer Spezialgldser sehr durchlassig fiir
die wichtige UV-Anregung bei 365 nm (HBO-Leuchte) in der
Fluoreszenz. Alle Methoden, ftr Pol und DIC auch besonders
leistungsfahige Varianten. Forschungsklasse.

4. Plan-Apochromat und Epiplan-Apochromat:

Die absolute Spitzenklasse; Gleichzeitig perfekte Farbwieder-
gabe {Korrektur fur vier Wellenlangen!) und makellose Bildeb-
nung fir Sehfelder mit 25mm @. HEchste numerische Apertu-
ren fur ein Auflésungsvermagen an der Grenze des
physikalisch Moglichen. In der Mikrofotografie fiir die Profis.
Kurzum: Die Stradivaris der Mikroskopoptik.

5. Spezialobjektive - nur eine kleine Auswahl:

In Abb. 31.1: 5a Wasserimmersion ( Elektrophysiologie)
5b Multi-lmmersion O, Wasser, Glyzerin
5c¢ Durchlicht-Dunkelfeld mit Apertur-Iris
5d Fluar fir die UV-angeregte Fluoreszenz
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Fir Bilder von Format: Die Okulare

Okulare {von oculus, lat. das Auge) sind die Lupen, mit denen
Sie das mikroskopische Zwischenbild betrachten. Dieses wurde
von Objektiv und Tubuslinse erzeugt und hat beim Mikroskop
Axiolab einen nutzbaren Durchmesser von 20 mm. Qkulare
sind keine einfachen Linsen, sondern ebenfalls karrigierte
Optiken, die aus mehreren Linsen bestehen. Es ware ja schade,
wenn das mit hohem optischen Aufwand erzeugte gute
Zwischenbild so kurz var dem Auge wieder verschlechtert
wiirde.

Die durch das Okular geleistete NachvergréBerung ist norma-
lerweise 10x. Das Zwischenbild hat dann im Leseabstand von
25 cm Entfernung vor dem Auge einen Durchmesser von

20 cm. Zum Vergleich: Dieser Durchmesser ist etwa so grof3
wie die Breite dieser Buchseite.

Die GesamtvergréBerung des Mikroskops ist einfach zu
berechnen:

Vikroskop = Mobjektiv X Yokular

M = MaBstabszahl

Objektiv Plan-Neofluar 10x/0,30
Okular PL 10x/20 Br foc

Beispiel:

Die GesamtvergréBerung ist: 10 x 10 = 100fach

Der schematische Schnitt durch ein Okular zeigt:

1 Zwischenbildlage — gleichzeitig Lage einer Strichplatte

2 Begrenzung des nutzbaren Sehfeldes: Hier entsteht der
.Sschwarze Rand” des Mikroskopbildes

3 Okularoptik

4 Lage der Okularpupille = Pupille des Beobachterauges

5 Fokussierring fiir den Dioptrienausgleich

B —)

361

36

ICS-Ckulare von Carl Zeiss haben einen guten Pupillenabstand
(vomn Auge zur letzten Linsenaberflache). Deshalb kénnen Bril-
lentrdger mit aufgesetzter Brille mikroskopieren. Die Beschrif-
tung ,Br" auf dem Okular weist darauf hin. Dennoch ist es
Ublich, eines der beiden Okulare als fokussierbar — also verstell-
bar - zu wahlen, weil dann kleine Differenzen im Scharfsehen
der beiden Augen ausgeglichen werden kénnen. Diese Okula-
re weisen eine Dioptrienskala (,,+ 0 -") und die Beschriftung
Lfoc” auf. Fr die Verwendung mit eingebauter Strichplatte
gilt wegen der dann auftretenden kleinen Bildversetzung der
rote Punkt als Nullmarke.

Auch bei den Okularen gibt es verschiedene Leistungsklassen,
deren Unterschiede aber erst bei groBen Sehfeldern - und
besonders am Bildrand — wahrgenommen werden. Das norma-
le Okular ,PL" ist schon sehr gut. Die Bezeichnung spielt auf
die gute Bildebnung an; hervorragend sind die Okulare E-PL,
fur perfekte Bilder bis hin zum Rand. Fir die Mikrofotografie
gibt es — wir kommen auf Seite 38 darauf zuriick - speziell
angepafite Okulare S-PL fiir den Fotoausgang nach oben,

Léngenmessungen mit Hilfe von
Okularstrichplatten

Wie Sie gesehen haben, sind Okulare so gebaut, dal3 das
Zwischenbild des Mikroskops sich in ihnen befindet. Deshalb
kann man sogenannte Strichplatten anbringen, die Skalen,
Netze oder Vergleichsmuster enthalten. Diese bestehen aus
dinnen Glasplatten, auf die Skalen aufgebracht sind. Diese
Skalen werden genau in die Zwischenbildebene justiert und
sind dann mit dem mikroskopischen Bild sichtbar.

Will man die Ausdehnung eines Objekts im Praparat bestim-
men, sa benutzt man die Okularstrichplatte als VergleichsmaB-
stab. Deren Teilstriche sind sehr genau und haben einen festen
Abstand van beispielsweise 1/10 mm. Um die GrofBe des
Objekts zu bestimmen, muB man die scheinbare GréBe D im
Zwischenbild - hier 7/10 mm nur durch die MafBstabszahl

M des Objektivs dividieren. Die VergrdBerung des Okulars
dagegen zahlt nicht, weil sie erst nach dem Zwischenbild mit
Strichplatte wirkt.

Das Ergebnis ist bereits die Objektausdehnung d.
d=D:M=0,7mm:100 = 0,007mm = 7 pym

waobei die MaBstabszahl M des verwendeten Objektivs
in diesem Fall 100 ist.
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Genau: Kalibrierung mit einem Objektmikrometer

Wer es noch genauer wissen will, Uberprift die exakte Ver- I | I I | I
gréBerung, indem er ein Objektmikrometer mit genauer Skala

— zum Beispigl ein Strichkreuz mit Einteilung 1/10 mm (100pm)

— unter das Objektiv legt.

Da Mikroskopobjektive kleine Abweichungen von ihrer , Soll- |
D
Objektive einzelne Karrekturfaktoren ausgemessen werden

Mit diesen einmal ermittelten Kerrekturfaktoren werden in

Folge alle mit dem Okularmikrometer gemessenen Zahlen

multipliziert und sind dann genauer.

In der Regel ist aber der Ablesefehler — vor allem beim Ein-
schatzen von Zwischenwerten — groBer als die Ungenauigkeit
der MaBstabszahl. 371

Komfortabel: Okulare mit digitaler MeBschraube

Dieses Zubehor fur anspruchsvolle Benutzer enthalt zwei
Strichplatten, die mit einer Mikrometerschraube feinfihlig
gegeneinander seitlich verschoben werden. Damit kann man
sich nicht mehr ,Verzahlen" — wie das beim Abzdhlen von
Strichen schon einmal vorkommt. Auch kann jede Lange
zwischen den Strichen genau bestimmt werden. SchlieBlich
|&Bt sich eine digitale MeBschraube per Knopfdruck ,nullen”.
Die lastige Differenzbildung zwischen zwei Ablesewerten
entfallt. Eine direkte Ubertragung der MeBwerte in einen
Computer ist ebenfalls moglich,

Einfach: H6henunterschiede im Auflicht messen

00 pm 1 85 m

Die dritte Dimension eines mikroskopischen Objektes 16t sich
im Auflicht (meist Hellfeld) sehr leicht bestimmen, auch wenn
sie nur wenige Mikrometer betragt. Sehr geeignet sind dafir
Objektive hoher numerischer Apertur, weil ihr ,Lichtkegel
weit gedffnet und damit die Scharfstellung sehr genau még-
lich ist. Und so geht’s:

Sie verengen die Leuchtfeldblende bis auf einen kleinen Kreis
und stellen den in der Bildmitte deutlich sichtbaren Rand auf
die Bezugsebene scharf. Eine mit dem Mikroskoptisch verbun-
dene MeBuhr — oder ein elektrischer Wegaufnehmer — wird
jetzt genullt. Dann wird auf eine andere Ebene fokussiert und
der Hohenunterschied wird direkt als MeBwert abgelesen. Die  Die Hohe des Pragerandes einer Miinze (Dime, USA} wird im Auflicht durch
Abbildung 37.3 zeigt ein einfaches Beispiel dafir. zweimaliges Fokussieren mit Hilfe der Leuchtfeldblende bestimmt.

Im Durchlicht geht dieses Verfahren im Prinzip auch, aber nicht
mit der Leuchtfeldblende, weil sich der Kondensor mit dem
Tisch bewegt. Aber man kann auch nacheinander auf Objekt-
details scharfstellen. Und dann wundern Sie sich, daf} ein
Deckglaschen mit einem Luftobjektiv ungefahr 113 pym dick
erscheint, wo es doch bestimmt 170 pm dick ist! Die Erklérung
liegt im Glas-Luft-Ubergang bei dem der Brechungsindex des
Glases mit 1,51 wirksam wird: 113 pm x 1,51 = 170 pm!
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Bleibende Bilder: Die Mikrofotografie

Wenn Sie mikroskopische Bilder dokumentieren wollen oder
mussen, kénnen Sie im einfachsten Fall einen normalen Foto-
apparat an ein Okular halten und auslésen. Im Prinzip funktio-
niert dies, weil der Fotoapparat in seinem Aufbau dem Auge
entspricht. Das Objektiv ist die Linse und die Filmebene die
Netzhaut. Die so entstandenen Fotos sind aber von schlechter
Qualitat (siehe Abb. 38.1), weil die optische Anpassung nicht
stimmt. Insbesondere die Pupille des Fotoobjektivs wird nicht
ausgeleuchtet, dies fihrt zu unscharfen Bildern. Der Abbil-
dungsmaBstab ist viel zu klein, so dal das Fotoformat vom Bild
nicht ausgefullt wird, und die Blende des Fotoobjekiivs kann
auch im Lichtweg stehen, von der richtigen Belichtung ganz zu
schweigen.

Deshalb hat die Fotokamera am Mikroskop ihren eigenen Bild-
ausgang. In Abb. 38.2 ist der typische Binokulartubus mit
Foto-/TV-AnschluB gezeigt. Neben den normalen Okularen
enthélt er einen umschaltbaren Strahlteiler — meist ein Prisma
-, der das gesamte Licht oder Teile davon von der Tubuslinse
geradeaus nach oben zum Foto-/TV-AnschluB passieren 133t
Dort entsteht das bekannte mikroskopische Zwischenbild.

Der Strahlengang fur die Mikrofotografie in Abb. 38.3 zeigt
den Weg des Lichtes von der Tubuslinse bis in die Filmebene.
Das von der Tubuslinse (1) im Fotockular (3) geformte
Zwischenbild (2} wird Uber das Fotookular (3) vergréBert.

Fiir das Objektiv (5) der Kamera sehen die Lichtstrahlen dann
wieder so aus, als kdmen sie aus weiter Ferne. Wird der Zen-
tralverschluB (4) fur die Belichtung gedffnet, so erzeugt das
Objektiv ein weiteres — jeizt allerdings viel gréBeres —
Zwischenbild (6) in der Filmebene.

Das tber Fotookular und -cbjektiv neu erzeugte Zwischenbild
ist nun an das Filmfarmat angepalt: Fir Kleinbildfilm wird es
5 mit einem Gesamtfaktor von 2,5x nachvergrofert: Hatte das
AT urspriingliche Zwischenbild einen Durchmesser von 20 mm so
/ sind es in der Filmebene 20 mm x 2,5 = 50 mm. Das Kleinhild-
format hat bei 36 mm x 24 mm Kantenlange eine Bilddiagona-
/ le von etwa 43 mm, was deutlich kleiner als 50 mm ist.

e T

14,4 x 9,6 mm 36 x 24 mm

383 384
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39.1

Die Mikrofotoeinrichtung in Abb. 39.2 besteht zunachst aus
einer speziellen KameraanschluBstelle mit einem Fotookular.
Dieser Aufbau wird bei jeder Fotoeinrichtung verwendet. Was
die Wahl der Kamera angeht, ist Folgendes méglich:

Einfach und preiswert: Die Spiegelreflexkamera

Eine Spiegelreflexkamera kann mit einem Adapter einschlieB-
lich Einbauobjektiv an dem oben genannten KameraanschluB
befestigt werden. Sie hat alles, was fur die Belichtungsmes-
sung und den Filmtransport nétig ist. Ein einstellbarer Ver-
schluB ist vorhanden, der Sucher kann fiir die Bildkontrolle ver-
wendet werden, Leider hat diese einfache Ausfiihrung auch
Nachteile: Der ,Spiegelschlag” des bei jeder Auslésung
zurtickschwingenden Spiegels kann Erschitterungen auf das
Mikroskop Gbertragen. Bei kritischen Bildern mit sehr feinen
Details kann dabei durch ,Verwackeln” Unschirfe entstehen.
Ahnliche Stérungen kénnen vom VerschluB dieser Kameras
ausgehen, der vor der Filmebene bewegt wird. Auf jeden Fall
sollte so eine Spiegelreflexkamera mit einem Fernausléiser
bedient werden, um Erschtterungen durch die Handhabung
zu vermeiden. Aus gleichem Grund sollte der Filmtransport
durch einen elektromotorischen Winder erfolgen.

Fiir hochwertige Bilder und Komfort:
Mikroskopkameras mit Wechselkassette

Mit Mikroskopkameras der Serie ,MC" von Carl Zeiss treten
die soeben erwdhnten Probleme nicht auf. Die gesamte Steue-
rung erfolgt dber ein separates Bedienpult mit eingebautem
Mikroprozessor. GroBe Leuchtanzeigen und sauber angeord-
nete Tasten erleichtern die Arbeit, wenn viel fotografiert wer-
den muB. Die Kamera hat einen erschiitterungsfreien Zentral-
verschluB, und die Filmkassette kann schnell gewechselt
werden. Dies ist sehr nitzlich, wenn verschiedene Benutzer
mit ihren eigenen Filmkassetten arbeiten wollen. Daneben
werden verbleibende Belichtungszeit, Bildzahl, Filmtyp und
andere Informationen angezeigt.

.
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25- 50 gering fein hoch
100 - 200 mittel mittel  mittel
400 + hoch grob  gering

40

mittel

gering

Mikrofotografie in der Praxis

@ Verwenden Sie bitte, sofern Sie normalsichtig sind oder
mit Brille mikroskopieren, stets eines der Okulare ohne
Fokussierung (oder ein fokussierbares mit eingebauter
Fotostrichplatte als Bezugsebene). So stellen Sie sicher,
dal sowohl die Mikroskopkamera als auch ihr Auge das
Bild scharf sehen.

@ Wenn Sie bei niedriger oder mittlerer VergroBerung
sehr feine Strukturen fotografieren wollen und die ideale
Fokuseinstellung nicht sehen kénnen, gibt es ain Hilfs-
gerat: Das Einstellfernrohr. Es wird zwischen Auge und
Okular gebracht und gibt thnen eine ZusatzvergréBerung,
die Details groBer erscheinen 146t. Das erleichtert das Ein-
stellen fur die Mikrofotografie sehr. Das Einstellfernrohr
muf vor dem Gebrauch mit entspanntem Auge ,in die
Ferne" eingestellt werden.

® Achten Sie bei Farbfilmen auf die richtige Farbtempera-
tur. Sowohl bei den Umkehrfilmen fir Dias als auch bei
den MNegativfilmen fUr Papierbilder gibt a5 zwei Typen:
Tageslicht- und Kunstlichtfilme. Tageslicht als , natiirliche”
Beleuchtung enthalt viel starkere Blauanteile als Kunst-
licht, das zumeist aus gliihenden Metallfdden stammt und
daher zu Gelb-rot tendiert. Die Filmindustrie stellt fur
beide Falle die passenden Filme bereit. Moderne Lichtmi-
kroskope — wie das Axiolab — haben eine sogenannte
3200-K-Einstellung fir die Leuchte. Mit dieser Einstellung
werden Bilder auf Kunstlichtfilmen frei von Farbstichen
wiedergegeben.

Verwenden Sie aber einen Tageslichtfilm, so mufB das
gelbliche Licht der Mikroskopleuchte in blguliches umge-
wandelt werden. Dies leistet ein Farbkonversionsfilter, das
einem Gelbstich im Foto in diesem Falle vorbeugt. Sie kén-
nen es einfach auf das Fenster oberhalb der Leuchtfeld-
blende legen (siehe nebenstehende Abbildung).

@ Die Belichtungskorrektur: Belichtungsmessungen sind
nur unter der Voraussetzung richtig, daB ein mit Grauwer-
ten gut durchmischtes Bild vorliegt, wie das zum Beispiel
beim Phasenkantrast der Fall ist. Es gibt aber Extremfalle
bei denen die Messung falsch wird und die Belichtungszeit
Lvon Hand" korrigiert werden muB. Die nebenstehende
Grafik stellt den Mittelfall (B) und die Extremsituationen

(A und C) dar:

Fall A: Kleine helle Objekte auf schwarzem Hintergrund
wie bei Dunkelfeld und Fluoreszenz typisch

Fall C. Kleine dunkle Objekte auf hellem Hintergrund
wie es in einigen Fallen bei Hellfeld vorkommt.

Ermitteln Sie die beste Einstellung in solchen Fillen durch
abgestufte ,Belichtungsreihen”. Das sind Bildserien, bei
denen Sie schrittweise die Belichtungszeit verlangern ader
verkdrzen.

@ Yerwenden Sie das passende Filmmaterial. Wichtigstes
Kriterium ist dabei die 1SO-Zahl, die die Empfindlichkeit
des Films angibt. Mit der Empfindlichkeit variieren auch
andere Eigenschaften des Filmmaterials. Die nebenstehen-
de Tahelie gibt eine grobe Ubersicht.




Mehr als nur Fernsehen: Die Videomikroskopie

Vor etwa 30 Jahren versuchten Forscher, die schweren, leise
surrenden 16-mm-Filmkameras durch — damals ebenso schwe-
re — Fernsehkameras zu ersetzen. Nun konnte man Bewegun-
gen kleinster Lebewesen vielen Zuschauern gleichzeitig |, live"
vorfuhren. Bewegte Bilder lieBen sich auf Magnetbander auf-
zeichen, dies vereinfachte den Umgang mit Bilddokumenten.
Geblieben ist aus der Zeit der Filmkameras nur noch der soge-
nannte ,C-Adapter”. Die ersten Fernsehkameras hatten eine
Gemeinsamkeit mit den Filmkameras: Die Aufnahmeardhren
hatten einen AuBendurchmesser von 1" (Zoll) aber ein aktives
Target fir die Bildaufnahme, das 16 mm Bilddiagonale aufwies
— wie beim Film. Somit konnten sie mit dem gleichen Adapter
an ein Mikroskop angepafit werden — eben diesem
.C-mount”.

Heute ist die Réhrentechnik Vergangenheit, aber in den
Bezeichnungen der modernen CCD-Sensoren hat sie Gberlabt.
Niemand kénnte zeigen, was an einem 1/2"”-CCD-Sensor denn
ein halbes Zoll groB waére. Die Sache wird dann klar, wenn
man sich an die Bildrohre mit AuBendurchmesser 1/2”
erinnert, deren Target dann nur noch 8 mm in der Diagonale
maf. Eines haben die neuen Halbleitersensoren aber gemein-
sam: lhre aktiven Flachen sind sehr klein (1/3" CCD: nur noch
5,3 mm Bilddiagonale). Und da beginnt ein Problem: Werden
diese Sensoren direkt in das Zwischenhild gebracht, so neh-
men sie nur noch einen Bruchteil des im Okular sichtbaren Bil-
des auf - der 1/3" — Sensor nur noch rund 4%! Bei der guten
alten 1"-Réhrenkamera war die Sache noch einfach, denn mit
16 mm Bilddiagonale erfat man in einem Zwischenbild gut
37% der Flache.

Die Tendenz ist hier also entgegengesetzt zur Mikrofotografie,
bei der wir wegen des Filmformates (Diagonale 43 mm) das
Bild mit dem Kamerafaktor 2,5x nachvergroBern miissen.

1x: 6,5mmx 4,5 mm
0,5%: 13 mm x 9 mm

41.2

Heute bendtigt man — will man nicht nur ,Briefmarken” aus
dem mikroskopischen Bild sehen - optische Adapter. Die Auf-
gabe besteht absurderweise darin das eben muhsam ver-
groBerte Zwischenbild wieder zu verkleinern. Natirlich sollen
Farbtreue und Auflésung des Bildes erhalten bleiben, was zu
aufwendiger Optik in den TV-Adaptern fiihrt. Insgesamt bilden
dann der zwangslaufig groBe Adapter und die wunderbar klei-
ne CCD-Kamera manchmal wieder Einheiten mit betrachtli-
chen Ausmalen.

In der Videomikroskopie hat sich inzwischen einiges verandert.
Zwar wird in Hérsdlen weiterhin das Mikroskop-Fernsehen fir
die Mitbeobachtung durch Hunderte von Zuschauern einge-
setzt. Aber in viel groBerem Umfang werden CCD-Kameras
heute mit Videoprintern verbunden, weil diese Kombination
eine schnelle und saubere Alternative zur Sofortbildfotografie
bietet. Selbst das Digitalisieren von Fernsehbildern fiir die Wei-
terbearbeitung und Speicherung in Computern ist heute sehr
preiswert geworden, Der Trend bei elektronischen Bildsenso-
ren in der Mikroskopie geht weg von der (billigen) TV-Kame-
ra, hinzum ,Slow-Scan-CCD-Sensor”, der schon mehr einer
digitalen Fotokamera entspricht. Der technische Grund ist klar:
Warum jede Sekunde 25 oder 30 Bilder auslesen, wenn die
Standbifdvideografie im Vordergrund steht? Dann lieber
etwas langsamer werden, dafir genauer, mit weniger Rau-
schen und - mit héherer Auflésung.
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Feste Verbindung: Adapter fir TV-Kameras

Fir die Videomikroskopie werden in der Regel Adapter mit
festemn (Verkleinerungs-) Faktor verwendet. Sie enthalten meh-
rere Linsen, deren Oberfldchen vergltet sind um Reflexe zu
vermeiden. Fir das Mikroskop Axiolab wird man bei einer
1/2"-CCD-Kamera einen Festadapter mit Faktor 0,5x% wahlen,
um einen ausreichend grofen Bildausschnitt auf dem Monitor
oder Videoprint zu erhalten (siche Abb. 41.1}. Noch einen Vor-
teil haben die verkleinernden TV-Adapter: Sie kanzentrieren
das Licht auf den Sensor: Der Adapter 0,5x erzeugt auf dem
Sensor eine nahezu viermal hdhere Leuchtdichte als die direkte
mechanische Anpassung mit Faktor 1x.

Anpassungsfihig: Die TV-Zoomadapter

Wenn Sie den Bildausschnitt auf dem Monitor oder Videoprint
variieren wollen, hilft ihnen der TV-Zoom-Adapter. Damit
kénnen Sie den Anpassungsfakior zum Beispiel von 0,4x

(fur die Ubersicht) bis 2,0x (fur das Detail) schnell und stufen-
los verdndern. Diese TV-Zoom-Adapter gibt es mit dem
klassischen C-mount-Gewinde fiir Ein-Chip-Kameras oder fur
Drei-Chip-Kameras mit den Bajonettanschlissen vom Typ ENG
{ENG = Electronic News Gathering, ein Begriff aus der Welt
der Fernsehreparter die ausschlieBlich diese Kameras
einsetzen).

Einen weiteren Vorteil haben diese variablen Adapter:

Wenn sich das Format des Kamerasensors oder Videoprinters
verandern, 8Bt sich die , richtige” Anpassung zwischen beiden
wiederherstellen. Das gilt besonders fur die NormvergrdBerung
in der Metallografie.
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Was heiB3t denn hier ,,VergréoBerung”?

Fernsehbilder aus dem Mikroskop sehen auf dem Monitor
manchmal riesig aus. Die GesamtvergréBerung ist in der Regel
wirklich sehr hoch und a8t sich leicht berechnen. Sie ist ein
Produkt aus optischer und , alektronischer” VergroBerung.

A. Die optische VergdBerung ist:

VOptisch = Mohjektiv X VAdapter

B. Die elektronische VergréBerung berechnet sich einfach aus
dem Verhaltnis der Monitardiagonale zur Diagonale der akti-
ven Flache des Bildsensors

Velektrnnisch = DlagonaleMunitor/ DIagDnaleSensor
C. Die GesamtvergréBerung ist dann:

Vgesamt =V elektronisch

XV

aptisc

Videomikroskopie fiir spezielle Problemldsungen

Elektronische Kontrastverstirkung

In Fernsehkameras werden die Helligkeitsinfermationen des
Bildes in ein elektrisches Signal umgewandelt, das sich mit Ver-
starkern beeinflussen 1aBt. Ist ein Bild sehr kontrastarm - zum
Beispiel eine durchscheinende einzelne Zelle in einer Pufferld-
sung —, so laBt sich der Kontrast elektronisch verstirken. Im
ersten Schritt subtrahiert man den im Signal enthaltenen
Gleichspannungsanteil, der dem gleichmaBig hellen Bildhinter-
grund entspricht. Das schwache Restsignal enthalt dann nur
noch die Bildmodulation. Diese wird nachverstirkt, und das
Ergebnis ist in vielen Féllen ein kontrastreiches Bild auf dem
Monitor {siehe rechts).

Restlichtmikroskopie

In der Fluoreszenzmikroskopie werden bei den modernen
Methoden die Markierungstechniken immer spezifischer. Auf
der anderen Seite werden die Fluoreszenzbilder auch immer
schwacher, weil manchmal nur ganz geringe Mengen van
Fluoropharen gebunden werden. Hier helfen sogenannte Bild-
verstdrker oder, noch besser, gekiihlte integrierende CCD-Sen-
soren weiter, deren Empfindlichkeit die des Auges (ibertreffen
kénnen. Die Bildbeispiele auf der rechten Seite zeigen einen
Fall aus der Biologie {Fluoreszenz am Zytoskelett, links) und der
Halbleitertechnik (Ultraschwache Emission aus aktiven Chip-
strukturen, rechts).

Beispiel: Ein rotes Blutkérperchen (Erythrozyt, 8 pm) wird
mit dem Objektiv Achroplan 100x aufgenommen.
Der TV-Adapter hat den Faktor 0,5x :

Vootiseh = 100 x 0,5 = 50 x

optisc
Die CCD-Kamera hat bei 1/3"-Chip eine aktive Sensordia-
gonale von 5,3mm. Der Monitor im Horsaal besitzt sine
nutzbare Bilddiagonale von &1cm (= 610 mm):
Velektronisch = 610 mm / 5,3 mm = 115 x
Die GesamtvergréBerung ist dann:
Vgesamt = Voptisch X Vetektranisch = 50 X 115

= 5750 x
Der Erythrozyt erscheint mit 8 pm x 5750 = 46000 um
oderdo mm=4,6 cm &

auf dem Bildschirm.
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Stichwortregister

Abbe, Ernst
Abgleichldnge
Absorption
Absorptionsspektren
Achromat
Achroplan
Airy-Scheibchen
Analysator
Anregungsfilter
Anschraubgewinde
Antiflex

Apertur
Aperturblende
aplanatisch
Apochromat
Auflichtilluminator
Auflichtmikroskopie
Auflosung
Auflasungsvermagen
Auge

Beleuchtung
Belichtung
Beugungsring
Bildverstdrker
Brechungsindex
Brillentrager

CCD-Technik

Deckglas

Dichroischer Strahlteiler
DIC-Prisma
Differentialinter-
ferenzkontrast (DIC)
Dioptrienausgleich
Dunkelfeld
Durchlichtbeobachtung

Emission
Emissionsfilter
LEpi*

Epiplan

Farbcodierung
Farbfilme

Felder

Filter
Fluoreszenz
Fluoreszenzfilter
Fluoreszenzlicht
Fokussiertrieb

Forderliche VergroBerung

Fraunhofer

Gangunterschied
GesamtvergréBerung

Hellfeld /-methode
Hilfsmikroskop
Hilfsobjekt

ICS
Immersionsflissigkeit
Immersionsol
Intensitatsprofil

Iris

Irisblende

ISO-Zahl

Kalibrierung

Kohler, August
Kéhlern
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35
35

22,32
25, 27
35
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11, 30
4,5
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40
43
12, 36
41

2,31
25
23, 36

23,36
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18, 321
14
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31
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11, 24ff, 43
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9, 14ff, 30

Kollektor

Kondensar
Kondensoroptik
Kondensortriebknopf
Konfokales Mikroskop
Kontrastmethoden
Kontrastverstarkung,
elektronisch

Kritische Beleuchtung

Lambdaplatte
Langenmessungen
LangpaBfilter
Leuchtfeldblende
Licht

Lichtbogen
Lichtspektrum
Linienstrahler
Linse

Lochblende, konfokale
Lupe

Markierung
Mafistabszahl
MeBschraube
Mikrofotografie
Mikroskopkamera

Neofluar

Netzhaut
NormvergréBerung
Numerische Apertur

Objektiv
Objekttrager
Okular

Phasenkontrast
Phasenring
Phasenverschiebung
Polarisationskontrast
Polarisator

Praparat
Praparatausschnitt
Préparatebene
Pupillen

Quecksilberhdchst-
drucklampe
Quecksilberlinien

Raumwinkel
Rayleigh-Kriterium
Reflektor
Reflektorschieber
Reparaturfall

Restlichtmikroskopie
Rezeptoren
Ringblende
Rotddmpfungsfilter

Sammellinse
Scanner

Schott, Otto
Sehnerv

Sehwinkel
Spannungsdoppel-
brechung
Sperrfilter
Sphérische Gléser
Spiegelreflexkamera
Spiegeltreppe
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Stabchen
Standbildvideografie
Staubschutzhille
Stokes-Verschiebung
Strahlengang
Strahlteiler
Strahlteilerreflektor
Strichplatten

Torische Glaser
Tubuslinse
TV-Adapter
TV-Zoomadapter

Unendlichoptik

VAREL-Kontrast
VergréBerung
Videomikroskopie

Warmeschutzfilter
Wellenlénge

Zapfen

ZelB, Carl
Zentrierschrauben
Zwischenbild
Zwischenbildebene
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Schematische Strahlengidnge
bei einem Mikroskop mit 1CS-Optik
(Infinity Color-corrected System )

Linke Seite:  Der Felderstrahlengang

A = Leuchtfeldblende
B = Pridparatebene
= Zwischenbild

C
D = Netzhaut im Becbachterauge

Rechte Seite: Der Pupillenstrahlengang

I = Lampenwendel
Il = Aperturblende
I = Objektivpupille

IV = Pupille des Beobachterauges

Die abbildenden Hauptelemente sind:

Kollektor
Kondensar
Ohjektiv
Tubuslinse
Okular
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Einbauleuchte mit Kollektor
Leuchtfeldblende fur Durchlicht
Aperturblende im Durchlichtkondensor
Durchlichtkondensor { Frontoptik )
Préparatebene ( Fokusebene )

Objektiv

Pupillenebene des Objektivs
Tubuslinse

Okular

Hochstdruckleuchte mit Kollektor
Warmeschutzfilter |
Filter- / Absperrschieber

Leuchtfeldblende fur die
Auflichtfluoreszenz

Filterkombination mit Strahlteiler
fur die Fluoreszenz

Foto- / TV-AnschluB




Hiermit sind wir am Ende dieses Biichleins angelangt.
Vieles wurde nur gestreift; Mikrofotografie, Polarisations-
mikroskopie, die anspruchsvolle Mikrofluoreszenz und
manches andere ware auch einer Betrachtung wert
gewesen.

Auch die umgekehrten Mikroskope als moderne Arbeits-
platze in der Zellbiologie oder die Uberall benétigten
Stereomikroskope fur das dreidimensionale Sehen verdien-
ten eine Darstellung.

Wir hoffen jedoch Ihnen mit der getroffenen Auswahl 20
einem gutem Einstieg in die Welt des Mikroskopierens
verholfen zu haben. Wenn Sie Fragen haben, wenden Sie
sich bitte an uns.

Wir, von Carl Zeiss, freuen uns wenn wir Sie beraten
ddrfen.

Nachbestallungen fir dieses Buch sind méglich.
Schutzgebihr: 5 Euro pro Exemplar

Personen, die in der Aushildung fur die Mikroskopie tatig sind, konnen
einen Satz mit 48 Kleinbilddias bei uns erwerben. Er enthélt die technisch
interessantesten Bilder, vor allem die Strahlengange und Darstellungen der
optischen Prinzipien.

Der Diasatz ist sprachneutral.

Preis auf Anfrage, die Sie bitte richten an:

Unternehmensbereich Mikroskopie
Abteilung Mikroskopie-Marketing Services



Carl Zeiss
Microlmaging GmbH
Postfach 4041, 37030 Gottingen, Deutschland
Telefon: +49 (0) 551 5060 660
Telefax; +49 (0) 551 5060 464
Email: micro@zeiss.de
www.zeiss.de

Gedruckt auf umweltfreundlichem, chlorfrei gebleichtem Papier

G 40-100-d  Printed in Germany W-T5-X/87 Too
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