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P R O  E X P E R I M E N T I S  

EXPERIENTIA XXII /5  

Eine neue Methode  der Einste l lun~ssch~rfe  des  
Bi ldes  

Bei Anwendung  optischer  Appara te  und Methoden ist 
die r ichtige Scharfs tel lung des Bildobjektes,  das sich im 
Beobaehtungsfe ld  des opt ischen Systems befindet,  be- 
sonders wichtig. Soll mi t  e inem Pho tom e te r  der  Inha l t  
der  in den Zellen vo rhandenen  Stoffe b e s t i m m t  werden,  
so ist  zu beachten,  dass eine unr icht ige Scharfs tel lung des 
Bildes zu Messfehlern fi ihren kann (<,out of focus error~>). 
Der  Messfehler hXngt v o m  Grade der Einstel lungssch/irfe 
des Bildes ab und ist  bei h6heren Ex t ink t ionswer t en  
gr6sser (DAVIES und WALKER 1, LODIN, PILNY und HART- 
MAN 2). 

Die Genauigkei t  der Eins te l lung  farbiger  Objek te  wird 
allerdings yon den sub jek t iven  F~ihigkeiten des Arbei ten-  
den beeinflusst .  Wenn  m a n  eine Beleuchtung,  deren 
Wellenl/ inge ausserhalb des s ichtbaren Lichtbereiches  
liegt, benti tzt ,  ist  die r ichtige Fokusierung schwieriger und 
eine ungenfigende chromat ische  Korrek t ion  der  ange- 
wand ten  Opt ik  kann sich st6rend bemerkbar  machen.  In  
der vor l iegenden Mit te i lung wird eine Methode beschrie- 
ben, die eine genaue Eins te l lung des Bildes in die Fokus-  
ebene erm6glicht.  

Beschreibung der vorgeschlagenen Ldsung. Die r ichtige 
Fokusebene  ist  so charakter is ier t ,  dass alle kleinsten 
Teile, die das optische Sys tem unterscheidet ,  einen maxi-  
malen  Kon t ra s t  ergeben. Die Unterschiede  sind am 
grSssten bei  einer Wellenl/ inge mi t  der max imalen  Ab- 
sorpt ion des Objektes.  Ill  unserer  Anordnung  wird das 
mi t  dem Mikroskop vergr6sserte Bild des Objektes  auf  
die Projekt ionspla t te ,  die mi t  einer kleinen 0 f fnung  ver-  
sehen ist, projiziert .  Der  Durchmesser  dieser 0 f fnung  
s t i m m t  im wesent l ichen mi t  dem Durchmesser  der  Photo-  

blende des Zy topho tomete r s  iiberein. H in te r  dieser Blende 
bef indet  sich der  Photomul t ip l ier .  Den  Spannungsabfal l  
(Arbeitswiderstand) des Photomul t ip l ie rs  ffihren wir  fiber 
ein spezielles Filter,  das die Rauschspannung am Eingang  
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Fig 2. Blockschema des angewandten Systems. A, Vibrator mit 
Spiegel; B, Mikroskop; C, Netztransformator; D, Oseilloskop; 
E, Sehrank mit Photometerblende und Sekundftrelektronenverviel- 

facher (Photomultiplier). 

Fig. 3. Oscillogramm der charakteristischen Kurven. 1) entfernt vom 
Fokus; 2) der Fokus Iiegt oberhalb der Struktur; 3) die Struktur 

liegt im Fokus. 

Fig. 1. Gesamtansicht der experimentellen Einrichtung. 
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des Verst~Lrkers des Katodenosc i l loskopes  ve rk le ine r t .  An  
dcr  Aus t r i t t spup i l l e  des Mikroskoppro jek t iv s  be f inde t  
s ich ein kleiner,  m i t  e iner  Alumin iumober f lXche  ver-  
s ehene r  Spiegel, der  a n  dem  yon  der  Ne tz f r equenz  ge- 
sp iesenen  V i b r a t o r  befes t ig t  ist. Die A b l e n k p l a t t e n  de r  
Zei tbas is  des Osc i l lographen  s ind m i t  derse lben  F r e q n e n z  
gespiesen. D u r c h  den  W e c h s e l s t r o m  e n t s t e h t  eine kleine 
schwingende  Bewegung  des Spiegels u n d  auch  das  Bild,  
das  auf  die m i t  de r  P h o t o m e t e r 6 f f n u n g  v e r s e h e n e n  P l a t t e  
p ro j i z ie r t  wird, is t  in  Schwingung  gebrach t .  Die a m  
Osz i l lographen  gewonnene  K u r v e  zeigt die U n t e r s c h i e d e  
in de r  Durchl / i ss igkei t  der  ei l lzelnen Ste l len  des Bildes.  
Bei  r ich t iger  W a h l  der  WellenlS~nge des L ieh tes  werden  
se lbs t  kle ine U n t e r s c h i e d e  in der  Durchl / i ss igkei t  des 
b e o b a c h t e t e n  Ob jek te s  s ich tbar .  

U m  op t ima le  Ergebn i s se  zu erzielen, is t  es empfeh lens -  
wert,  das  K 6 h l e r - B e l e u c h t u n g s p r i n z i p  m i t  e iner  L euch t -  
fe ldblende  v o n  k l e inem  D ur chm es s e r  a n z u w e n d e n .  Der  
D u r c h m e s s e r  h / ing t  VOlt der  Gr6sse des Ob jek t e s  ab, das  
m a n  einstel l t .  Das  O b j e k t  wird  yon  m o n o c h r o m a t i s c h e m  
L ich t  be leuch te t .  Die gew~ihlte Wellenl~inge s t i m m t  m i t  
d e m  A b s o r p t i o n s m a x i m u m  des Ob jek te s  i iberein.  Mi t  
HiKe der  b e s c h r i e b e n e n  expe r imen te l l en  Me t hode  w u r d e n  
eine Reihe  v o n  Messungen  an  ve r sch iedenen  O b j e k t e n  
du rchge f i i h r t  (mikroskopische  Schn i t t e  yon  3, 5, 10, 20 
u n d  30 ~t Dicke,  fe rner  isolierte Kerne  u n d  Zellen). Das  
au f  diese W'eise e ingeste l l te  O b j e k t  k a n n  besser  einge- 
s te l l t  werden,  als dies bei  der  i ibl ichen A r t  der  Fa l l  ist. 
I n t e r e s s a n t  i s t  die VerSmderung des K u r v e n b i l d e s  au f  
d e m  Osci l lographen,  w e n n  das  O b j e k t  yon  der  F o k u s e b e n e  
n a c h  oben  oder  n a c h  u n t e n  e n t f e r n t  wird. Bei  i sol ier ten  
O b j e k t e n  (Zellen und  Kernen)  oder  bei  Ob jek t en ,  de ren  
A b s o r p t i o n  sich merk l i ch  yon  ih re r  U m g e b u n g  n n t e r -  
scheidet ,  lassen sich drei  E b e n e n  u n t e r s c h e i d e n :  eine 

obere,  fe rner  die E b e n e  der  op t ima l  scha r fen  E in s t e l l ung  
und  eine u n t e r e  Ebene .  Da  die Dicke des gemessenen  
Objek tes  v o n d e r  D i s t anz  de r  obe ren  und  u n t e r e n  Fo-  
kus ie rungsebene  b e s t i m m t  wird,  k a n n  diese T a t s a c h e  zur  
B e s t i m m u n g  der  Dicke ausgen i i t z t  werden.  Die Bes t im-  
m u n g  der  obe ren  u n d  u n t e r e n  F1/tche des Pr~Lparates 
m i t t e l s  der  i ibl ich a n g e w a n d t e n  F o k u s i e r u n g s m e t h o d e  is t  
meis t  u n g e n a u  u n d  weis t  be t r~ch t l i che  s u b j e k t i v e  Feh le r  
auf. Wi r  h a b e n  m i t  Er fo lg  die vorgesch lagene  Me thode  
z u m  Beispiel  bei  B e s t i m m u n g  de r  Dicke v o n  m i t  Feu lgen-  
r e a k t i o n  gef~trbten K e r n e n  in L e b e r s c h n i t t e n  a n g e w a n d t  
(LoDIN et  al. 3). Die besch r i ebene  E i n r i c h t u n g  k a n n  le ich t  
in  ein Z y t o p h o t o m e t e r  e i n g e b a u t  werden.  

Summary. A m e t h o d  is descr ibed  wh ich  enables  t he  
observed  p i c tu re  to be focused objec t ive ly .  The  v a l i d i t y  
of t he  m e t h o d  was t e s t ed  b y  focusing t he  p ic tu re  wh ich  
appea r s  in  t he  field of t he  microscope.  The  s ignif icance of 
t he  device consis ts  in  the  poss ib i l i ty  of us ing  i t  for cy to-  
p h o t o m e t r i c  purposes .  The  c o n s t r u c t i o n  allows i t  easi ly  
to  become  p a r t  of t he  c y t o p h o t o m e t e r  set.  
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Kryostatschnittechnik fiir natives 
Pflanzengewebe 

His tochemische  U n t e r s u c h u n g e n  an  P f l anzengewebe  
gewinnen  in den  l e t z t en  J a h r e n  f ramer  m e h r  an  In te resse  1. 
~Vesentlich is t  eine geeignete  Pr / ipa ra t ions -  u n d  S c h n i t t -  
t echn ik .  Die A n w e n d u n g  der  ftir t ier isches  Mate r ia l  viel  
g e b r a u c h t e n  K r y o s t a t m e t h o d e  auf  P f l anzengewebe  b l ieb  
his  j e t z t  beschr / ink t .  CHAYEN et  al. 2 gelang es, b r a u c h b a r e  
K r y o s t a t s c h n i t t e  n a c h  V o r b e h a n d l u n g  m i t  P V A  herzu-  
stel len.  L ine  E i n b e t t u n g  in Gela t ine  f i ihr te  ebenfa l l s  zum 
Er fo lg  a. Die He r s t e l l u ng  von  K r y o s t a t s c h n i t t e n  von  na t i -  
v e m  P f l a n z e n m a t e r i a l  verl ief  j edoch  n u r  ftir s t a r k  ver-  
holz te  Gewebe erfolgreicha.  

E ine  E i n b e t t u n g  in Gehirn v e r h i n d e r t  das  Zerreissen 
der  P f l anzengewebe  w ~ h r e n d  des E inf r i e rens  u n d  Schnei-  
dens ;  die Gewebe  b le iben  bei  r a schem A r b e i t e n  na t iv .  

3r N a t i v e s  P f l anzengewebe  wird in G e h i r n s u b -  
s t anz  e ingebe t t e t .  Es  wurde  i m m e r  fr isches G e h i r n  von  
L a b o r a t o r i u m s t i e r e n ,  meis tens  von  R a t t e n ,  ve rwende t .  
Das  Geh i rns t i i ck  soll so e ingeschn i t t en  werden,  dass  das  
P f l anzengewebe  al lsei t ig e i n g e b e t t e t  werden  k a n n .  Der  
Gewebeb lock  wird  sofor t  au f  e inen  M i k r o t o m t i s c h  eines 
K r y o s t a t e n  (Sys t em Diltes-D~tsp~va) g e b r a c h t  u n d  mi t  
Kohlens i iure  in  wenigen  S e k u n d e n  auf  e twa  -- 80 ~ ein- 
gefroren.  N a c h  E in sch l eus en  in den  K r y o s t a t e n  muss  zur  
E in s t e l l ung  des Gewebes  auf  die K r y o s t a t t e m p e r a t u r  
e twa  1 h bis zum Schne iden  gewar t e t  werden.  Die Gii te 

der  Schn i t t e  is t  yon  der  K r y o s t a t t e m p e r a t u r  u n d  de r  
Schn i t td i cke  abh~tngig. Die o p t i m a l e n  B e d i n g u n g e n  
mtissen jeweils empi r i sch  b e s t i m m t  werden.  L ine  wich t ige  
Rolle  spiel t  der  "Wassergehalt  de r  Gewebe.  I m  al lgemei-  
nen  mi issen  wasserre iche  Gewebe bei  h 6 h e r e n  T e m p e r a -  
t u r e n  ge schn i t t en  werden  als solche m i t  n i ed r igem Was-  
sergehal t .  Ffir  ve r sch iedene  v e g e t a t i v e  P f l anzengewebe  
liegen die o p t i m a l e n  K r y o s t a t t e m p e r a t u r e n  bei  - - 1 2  ~ 
bis  -- 18 ~ die o p t i m a l e n  S c h n i t t d i c k e n  b e t r a g e n  12-24/ , .  

Die Schn i t t e  werden  im K r y o s t a t e n  d u r c h  vors ich t iges  
A n t a u e n  auf  Deckgl/ iser  aufgezogen u n d  e twa  2 h z u m  
Sub l imie ren  des Eises  im t r o c k e n e n  K r y o s t a t r a u m  ge- 
lassen. W e g e n  des A u f t r e t e n s  yon  Rissen  u n d  a u c h  v o n  
K o n d e n s w a s s e r a r t e f a k t e n ~  di i r fen  die Schn i t t e  n i c h t  so- 
for t  auf  R a u m t e m p e r a t u r  g e b r a c h t  werden ,  sonde rn  sie 
werden  in e inen  m i t  Trockene i s  u n d  T r o c k n u n g s m i t t e l  
(Silikagel) besch ick ten  Beh/ t l ter ,  z.B. aus  S tyropor ,  ein- 
geschleust .  N a c h  V e r d a m p f e n  des Trockeneises  e rw/ i rmen  
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