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Einleitung

Seit Beginn meiner beruflichen Tdtigkeit bei einem der verbliebenen kleinen Mi-
kroskophersteller Deutschlands fasziniert mich die Welt der Mikroskopie jeden
Tag aufs Neue. Obwohl der Schwerpunkt meiner tiglichen Arbeit unter anderem
in der Entwicklung neuer Komponenten und der Zusammenstellung neuer Mi-
kroskopausriistungen liegt, zeigt sich insbesondere in der Klirung kundenspezifi-
scher Problemstellungen immer wieder die Faszination der Welt im Kleinen. Da-
mit sind nicht nur das Gewusel in der sprichwortlichen Welt im Wassertropfen,
die feinen Strukturen in Schnitten organischen Materials oder die leuchtenden
Aufnahmen von Priparatstrukturen im Fluoreszenzlicht gemeint, sondern auch
die faszinierenden Bilder von zu Diinnschliffen verarbeiteten Festkorpern oder die
Oberflichenstruktur von technischen Werkstoffen, Werkstoffsystemen und Mine-
ralien. Jede dieser Aufgabenstellungen hat ,ihr“ Mikroskop, benétigt ,ihre“ Be-
leuchtungsart und -geometrie, erfordert aber auch unter Umstinden ,ihre“ ganz
speziellen Tricks und Kniffe, die erst das gewlinschte Beobachtungsergebnis lie-
fern. Hierzu ist eine Fiille an Literatur mit Hinweisen und Anleitungen fiir die
Anfertigung von Priparaten erhiltlich, und zwar sowohl kommerziell” als auch
auf verschiedenen Webseiten und in Internetforen?. Im Gegensatz dazu sind In-
formationen wiber die Technik des Mikroskops, der verschiedenen Kontrastierver-
fahren und Komponenten zwar verfiigbar, jedoch nicht in geschlossener Form.
Dieses Buch soll hier Abhilfe schaffen, ist doch das Lichtmikroskop wie kein an-
deres Instrument das Symbol fiir wissenschaftliches Arbeiten. Nicht umsonst ist
es selbst heute noch in den Logos wissenschaftlicher Organisationen dargestellt,
und sogar Informatiker wihlen es als Desktop-Icon fiir ihre Bildverarbeitungssoft-
ware — meist sogar in einer Form, die heutzutage bei Labor- und Routinegeriten
technisch vollkommen tiberholt ist.

In seiner mehr als vierhundert Jahre wihrenden Geschichte hat das Mikroskop
eine erstaunliche Wandlung durchlaufen — von den filigranen und zeittypisch ge-
stalteten Modellen aus den Pioniertagen der Optik tiber die technisch wirkenden
Gerite aus den Zeiten der Industrialisierung bis hin zu den ,mikroskopischen

1) Zum Beispiel Kremer, B.K. (2010) Das grofe Kosmos-Buch der Mikroskopie, Franckh-Kosmos,
Stuttgart.
2) Zum Beispiel www.mikroskopie-forum.de, abgerufen am 21.12.2013.
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Maschinen® von heute. Raffinierte Verfahren wurden erdacht, um immer feinere
Details sichtbar zu machen, sei es durch optische Ergidnzungen des Mikroskops
selbst, durch den Einsatz spezieller Methoden zur Einfirbung des Priparats oder
durch eine Kombination aus beiden. In jiingster Zeit wurden dariiber hinaus Ver-
fahren entwickelt, die die bereits im vorletzten Jahrhundert von Ernst Abbe for-
mulierte Auflésungsgrenze unterlaufen und optisch bislang unerreichbare Details
offenbaren.

Das Lichtmikroskop wurde nach und nach um Einrichtungen erginzt, die ein
Dokumentieren der Beobachtungen ermdglichen, sei es durch Projektion und Ab-
zeichnen, spiter durch die Adaption von Sofort- oder Kleinbildkameras, oder ak-
tuell durch direkte digitale Erfassung mit Flichensensoren spezieller Mikroskop-
kameras. Motorisierte Tische, Autofokuseinrichtungen, motorisierte Revolver mit
kodierten Objektiven und Priparatwechsler erméglichen eine beinahe vollstindige
Automatisierung des mikroskopischen Arbeitsablaufs. Die bislang letzte Ausbau-
stufe stellen sogenannte Slide-Scanner dar, die automatisiert hochauflésende und
farbtreue mikroskopische Aufnahmen liefern, in ihrem dufleren Erscheinungsbild
jedoch einem klassischen Mikroskop nicht mehr auch nur ansatzweise dhneln.

Trotz des mittlerweile sehr hohen Entwicklungsstandes der Lichtmikroskopie
sind allerdings auch noch ,normale“ Mikroskope in Gebrauch — und etwa aus
Ausbildung, Arztpraxis und klinischem Labor nicht wegzudenken. Aber auch in
forensischen oder Industrielaboren, in Werkstitten bei der Analyse von Werkstof-
fen oder bei der Montage kleiner Bauteile wird noch weitestgehend manuell mi-
kroskopiert — nicht zu vergessen die grofe Gruppe von Hobbymikroskopikern, die
teilweise hochspezialisiert, mit fundierten Kenntnissen mikroskopischer Verfah-
ren und mit durchaus hohem Erfindungsreichtum beeindruckende Bildergebnisse
erzielen.

Da es immer noch wichtig ist, dass jeder, der ein Mikroskop bedient, seine we-
sentlichen Baugruppen und Komponenten kennen und wissen sollte, auf welche
Weise sich die vielen Knopfe, Triebe und Schrauben auf das Bildergebnis auswir-
ken, erklirt das vorliegende Buch in seinem ersten Teil die Funktionsweise und die
verschiedenen Baugruppen eines zusammengesetzten Durchlicht-Hellfeldmikro-
skops sowie wesentliche Erweiterungsmdoglichkeiten und Zubehérkomponenten.
In seinem zweiten Teil geht es auf weitere Kontrastierverfahren ein, mit denen die
Darstellung kontrastschwacher Objekte verbessert oder gar erst erméglicht wird.
Dort wird dartiber hinaus auf spezielle mikroskopische Bauformen eingegangen:
das inverse Mikroskop, mit dem etwa Zellkulturen beobachtet werden kénnen, und
das Stereomikroskop, das bei niedrigeren Vergréflerungen die raiumliche Betrach-
tung ermdoglicht. Die Darstellung wird abgerundet durch einen kurzen Streifzug
durch die modernsten mikroskopischen Verfahren, die die Tiir zu nie gekannten
Beobachtungsmoglichkeiten aufgestoflen haben.

Dieses Buch hat zum Ziel, alle an der Mikroskopie Interessierten iiber die Funk-
tionsweise eines Lichtmikroskops zu informieren. Hierzu gehéren etwa Schiiler
und Auszubildende medizinischer Assistenzberufe, Studenten biologischer, medi-
zinischer und weiterer Ficher, in denen Mikroskope Teil der tiglichen Arbeit sind,
aber auch solche Personen, die in den oben genannten Disziplinen bereits beruf-
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lich titig sind und sich tiber die beschriebenen Themen informieren mochten.
Dieses Ziel kann leider nicht ganz ohne Zuhilfenahme physikalischer Formalis-
men erreicht werden, gleichsam als Entschidigung sollen aber mit ,Aus der Pra-
xis“ iberschriebene Erginzungen einen Einblick in den mikroskopischen Alltag
eines Geriteherstellers und der Anwender bieten.

Die in diesem Manuskript genannten Marken- oder Produktnamen gehoren
selbstverstindlich ihren jeweiligen Eigentiimern. Es sei bemerkt, dass die Nen-
nung eines bestimmten Marken- oder Produktnamens im Zusammenhang mit ei-
nem mikroskopischen Verfahren oder mit einzelnen Komponenten keinerlei Emp-
fehlung fur einen bestimmten Hersteller oder ein bestimmtes Produkt darstellt,
sondern rein illustrativen Zwecken dienen soll.

XI






Eine kurze Geschichte der Mikroskopie

Kein Buch tiber die Lichtmikroskopie ist vollstindig ohne einen zumindest kurzen
Abriss seiner Entwicklungsgeschichte, wobei hier allerdings nur einige wenige, je-
doch wichtige Meilensteine Erwihnung finden kénnen — der geschichtliche Uber-
blick wird also in jedem Fall unvollstindig sein. Interessierten Lesern sei daher fir
eine detaillierte Darstellung das Werk von D. Gerlach [1] empfohlen.

Obwohl bereits in der Antike Kenntnisse in der Anwendung optischer Elemente
vorhanden waren und auch das Mittelalter bereits — wenn auch primitive — Sehhil-
fen kannte, sollte es noch bis zum Ende des 16. Jahrhunderts dauern, bis optisch
weiterentwickelte Instrumente den frithen Forschern den Blick in die Dimensio-
nen jenseits unserer unmittelbaren Wahrnehmung erméglichten. Es war das Zeit-
alter, in dem nicht nur das Teleskop der Menschheit etwa den Blick auf Jupiter
und seine Monde 6ffnete, sondern auch das Mikroskop das Tor zur Welt kleinster
Teilchen und Lebewesen aufstief. Neben der Fihigkeit, Linsen in ausreichender
Qualitit herstellen zu kénnen, war hierfiir auch die Erkenntnis entscheidend, wie
es durch die Fithrung des Lichts durch Einzellinsen und Linsenkombinationen
hindurch zur Entstehung eines optischen Bildes eines Objekts kommt.

Das erste Mikroskop wurde wohl gegen 1595 von Zacharias Janssen (1588-1631)
und seinem Vater Hans gebaut, beide in den Niederlanden titige Brillenmacher [2].
Das Mikroskop der Janssens wurde beschrieben als eine etwa 75 cm (zweieinhalb
Fufl) lange Anordnung von insgesamt drei ineinander gesteckten Tuben mit ei-
nem Durchmesser von wenigen Zentimetern. Die Optik bestand aus zwei Linsen,
sodass dieses Modell bereits ein zusammengesetztes Mikroskop darstellt. Der er-
reichbare Abbildungsmafistab lag zwischen 3 : 1 und 9 : 1, je nach eingestellter
Tubuslinge. Es war dazu gedacht, in der Hand gehalten zu werden und verfiigte
daher iiber kein Stativ im heutigen Sinne.

Neben Zacharias Janssen reiht sich mit Cornelis Jacobszoon Drebbel (1572-
1633) ein weiterer Hollinder in die Riege potenzieller Erfinder des Mikroskops
ein, sein Instrument ist allerdings auf das Jahr 1621 datiert [3]. Wer ein wenig
nachforscht, wird noch weitere Namen von optischen Pionieren zu Beginn des 17.
Jahrhunderts finden, und wir kénnen festhalten, dass bereits zu diesem frithen
Zeitpunkt erstaunlich viel Erfindungsreichtum und Erfahrung in diesem damals
noch jungen Zweig der Optik vorhanden war. 1625 prigte schlieRlich Johannes

pll
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Faber aus Bamberg (1574-1629) den Begriff ,Mikroskop“ aus den griechischen
Begriffen fiir ,klein“ (micros) und ,beobachten® (skopein).

Robert Hooke (1635-1703), der englische Universalgelehrte des spiten 17. Jahr-
hunderts, verwendete ein von Christopher White in London konstruiertes, zusam-
mengesetztes Mikroskop. Mit diesem Instrument nahm er umfangreiche mikro-
skopische Beobachtungen vor, die er im Jahre 1665 in seinem Werk Micrographia
ausfiihrlich beschrieb. Eine darin enthaltene Illustration machte Hookes Mikro-
skop weithin bekannt: Es war aus Messing gefertigt, mit zeittypischen Gestaltungs-
details aus Leder und Gold. In diesem ersten groflen Werk iiber mikroskopische
Techniken sind bereits erstaunlich viele Anleitungen fiir die Beobachtung von Mi-
krostrukturen biologischen und technischen Ursprungs enthalten, auch wenn die
Beschreibungen darauf hindeuten, dass die Mikroskopie damals einen noch sehr
experimentellen Charakter hatte. Dariiber hinaus enthilt Hookes Werk zahlrei-
che detaillierte Abbildungen, die der Autor nach seinen visuellen Beobachtungen
zeichnete. Interessierte Leser kénnen den Originaltext mittlerweile online einse-
hen [4].

Etwa um die gleiche Zeit, im Jahre 1670, erfand Christiaan Huygens (1629-1695)
das nach ihm benannte zweilinsige Okular, mit dem die bei Einzellinsen allge-
genwirtigen Farbfehler zumindest fiir achsennahe Strahlen kompensiert werden
konnten. 1672 stellte Johann Christoph Sturm (1635-1703) eine entsprechende Lo-
sung fiir Objektive vor.

Im gleichen Zeitraum experimentierte in Delft Antoni van Leeuwenhoek (1632—
1723) mit einlinsigen Mikroskopen und erreichte damit bereits etwa 300-fache Ver-
groflerungen. Sein Mikroskop funktionierte nach Art eines Vergréflerungsglases
und wurde wie das Instrument von Janssen in der Hand gehalten. Zur Konstruk-
tion gehorte neben einem Priparathalter eine einfache Fokussiereinrichtung in
Gestalt einer Einstellschraube. Mit diesem Mikroskop konnte Leeuwenhoek 1668
erstmals rote Blutkérperchen und deren Bewegung durch die Kapillaren von Ver-
suchstieren beobachten. Ebenso untersuchte er damit Kleinstlebewesen in Wasser-
proben und konnte etwa nachweisen, dass sich Insekten aus Eiern entwickeln und
nicht spontan aus Weizenkérnern oder Sand. Leeuwenhoek versffentlichte seine
Beobachtungen etwa ab 1680 in den ,Philosophical Transactions of the Royal So-
ciety“ und 1695 in seinem Werk Arcana Naturae Detecta [5]. Da er wahrscheinlich
als erster Naturforscher auf die Idee kam, nicht nur kleine, noch mit dem blofen
Auge erkennbare Objekte zu untersuchen, sondern sich auf die Suche nach eben
nicht mehr erkennbaren Details begab und in der Folge erstmals Bakterien beob-
achten konnte, gilt er als Begriinder der Mikrobiologie.

Im 18. Jahrhundert erlebte das Mikroskop eine gewisse technische Reifung, al-
lerdings noch bevor die optische Bildgebung theoretisch umfassend durchdrun-
gen war — die daftir notwendigen Kenntnisse in Physik und Optik waren zu dieser
Zeit einfach noch nicht vorhanden. 1725 stellte Edmund Culpeper (1660-1740)
das sogenannte Double Reflecting Microscope vor. Es hatte nicht nur erstmals
einen federnden Préiparathalter, sondern auch eine Auflichteinrichtung tiber ei-
ne dicke Linse sowie, ebenfalls eine Neuerung, eine Durchlichtbeleuchtung tiber
einen schwenkbaren Spiegel. Zu Beginn des 19. Jahrhunderts war die Technik so
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weit, dass Joseph Jackson Lister (1786-1869) durch Ausprobieren achromatische
Objektive unter Verwendung von Glisern unterschiedlicher optischer Dispersio-
nen herstellen konnte. Ebenso gelang es ihm, die sphirische Aberration durch
geeignete Linsenkombinationen weitgehend zu eliminieren. Ein erstes Mikroskop
mit diesen Objektiven stellte er 1826 vor.

1846 griindete der aus Weimar stammende Mechaniker Carl Zeiss (1816-1888)
in Jena eine Werkstatt fiir Feinmechanik und Optik, in der er ab 1847 auch Mi-
kroskope herstellte. Wihrend die Erfolge der frithen Jahre noch auf intelligentes
Herumprobieren zuriickzufithren waren, konnte ab 1866 unter der wissenschaft-
lichen Fiihrung des Jenaer Physikers und Privatdozenten Ernst Abbe (1840-1905)
die Qualitit der Objektive durch rechnerische Methoden signifikant verbessert wer-
den. Hierzu fiihrte Abbe 1873 in seiner wegweisenden Publikation iiber die Theo-
rie der Auflésungsgrenze den Begriff der numerischen Apertur (NA) ein, mit der
er aus der Lichtwellenlinge, der Brechzahl des Mediums zwischen Objektiv und
Priparat und aus dem halben Offnungswinkel des vom Objektiv aufgenomme-
nen Lichts das Auflosungsvermdgen eines Mikroskops bestimmen konnte. Es war
diese wissenschaftliche Erkenntnis, die erst die reproduzierbare Fertigung hoch-
qualitativer Mikroskopoptiken im industriellen Mafistab erméglichte. 1886 wur-
den erstmals von Abbe berechnete Apochromate hergestellt, also Objektive, deren
chromatische Aberration fiir drei Wellenlidngen auskorrigiert ist. Fiir solch hoch
korrigierte Objektive ist nicht nur eine gleichbleibend hohe Qualitit der verwen-
deten Glaser unabdingbar, sondern auch die Entwicklung neuartiger Glassorten.
Hierbei arbeitete Abbe eng mit dem Chemiker Otto Schott zusammen, der zusam-
men mit Carl Zeiss und Ernst Abbe ein glastechnisches Laboratorium griindete,
aus dem spiter das Jenaer Glaswerk Schott & Genossen hervorgehen sollte.

Fast um die gleiche Zeit wie Carl Zeiss in Jena griindete Carl Kellner (1826-1855)
zusammen mit Moritz Hensoldt (1821-1903) in Wetzlar sein optisches Institut. Im
gleichen Jahr, 1849, beschrieb er das heute nach ihm benannte Okular in seiner
Veroffentlichung Das orthoskopische Ocular. Es sollte aber noch bis 1851 dauern,
bis das erste Mikroskop ausgeliefert werden und damit in Wetzlar ein zweites Zen-
trum fiir den Bau dieser Instrumente in Deutschland entstehen sollte. Nach dem
frithen Tod Carl Kellners wurde das Unternehmen ab 1856 von Friedrich Belthle
weitergefithrt, dann ab 1857 zusammen mit Heinrich Friedrich Rexroth unter dem
Firmennamen ,Belthle & Rexroth (Carl Kellners Nachfolger)“. Nachdem diese Ko-
operation bereits 1861 wieder beendet war, trat im Jahre 1864 Ernst Leitz (1843—
1920) in die Firma ein und wurde 1865 Teilhaber. Er iibernahm nach Belthles Tod
1869 die alleinige Geschiftsfithrung des Unternehmens, das er fortan unter sei-
nem Namen weiterfiithrte. Die spitere Ernst Leitz GmbH erweiterte, wie auch die
Carl Zeiss AG, ihr Produktspektrum um eine Vielzahl weiterer optischer Gerite.
Ende der achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts ging das einstige Groffunternehmen
in einer Reihe von Nachfolgegesellschaften auf, von denen die Leica Microsystems
GmbH in Wetzlar die mikroskopische Tradition von Ernst Leitz bis heute fortfiihrt.
Die optische Industrie in Wetzlar profitierte von Leitz auch in der Weise, dass von
Zeit zu Zeit Mitarbeiter des Unternehmens den Weg in die Selbststindigkeit wag-
ten und eigene kleine Mikroskopunternehmen griindeten. So war Heinrich Seibert
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bei dem Leitz-Vorgingerunternehmen Belthle & Rexroth beschiftigt, bevor er Mit-
begriinder von ,W. & H. Seibert, Wetzlar“ wurde, ein Unternehmen, das 1911 das
erste kommerzielle Vergleichsmikroskop vorstellen sollte. Ebenso schied im Jahre
1923 Johann Friedrich Wilhelm Will (1898-1959) bei Leitz aus, um seine eigene
Werkstitte fiir Mikroskop- und Feldstecheroptiken zu griinden. Spiter folgte die
Produktion von Projektionsobjektiven, ehe 1950 die ersten Mikroskope unter dem
Firmennamen ,Will“ gefertigt wurden. Die Will Wetzlar KG ist 1988 von der Hel-
mut Hund GmbH iibernommen worden, die bis heute als einer der verbliebenen
kleinen Mikroskophersteller in Deutschland Routine- und Labormikroskope her-
stellt.

In Japan entstand erst 1917 durch den Zusammenschluss mehrerer kleinerer
Optikunternehmen die Nippon Kogaku K. K. (,Japanische Optische Technik AG*),
kurz: Nikon, die im darauffolgenden Jahr mit eigenen Forschungs- und Entwick-
lungsaktivititen begann sowie eine eigene Glasproduktion aufnahm. Unterstiit-
zung fand dieses neue Unternehmen durch deutsche Optiker und Techniker, die
in Folge der schlechten Wirtschaftslage in ihrer Heimat 1921 nach Japan tiberge-
siedelt waren und mit Hilfe japanischer Arbeitskrifte die Produktion von Ferngli-
sern, Entfernungsmessern und Mikroskopen (ab 1925) aufnahmen.

1914 stellte ein weiterer japanischer Unternehmer, Shintaro Terada, ein eigenes
Mikroskop auf der Taishi Expo vor und erhielt daftir eine Auszeichnung. Aus der
daraus folgenden Kooperation mit weiteren Medizintechnikunternehmen gingen
mit M & Katera“ gemarkte Mikroskope hervor. Die weitere Kooperation mit Takes-
hi Yamashita, einem Hersteller von Thermometern, fiihrte zur Griindung von ,Ta-
kachiho Seisakusho®. 1920 wurde der Markenname ,Olympus“ eingetragen, unter
dem im gleichen Jahr das bis zu 600-fach vergrofRernde Mikroskop ,Asahi“ in den
Markt kam. 1923 wurde die Thermometerproduktion abgetrennt, sodass sich das
Unternehmen mit den dadurch gewonnen Mitteln verstirkt auf die Mikroskopie
konzentrieren konnte. Ab 1927 wurde dann das Mikroskopmodell , Seika GE“ pro-
duziert, das bereits {iber ein Olimmersionsobjektiv verfiigte und bis zu 1400-fach
vergroflern konnte.

Zur Geschichte der Mikroskophersteller lieRe sich noch sehr viel mehr schrei-
ben, so etwa iiber die Geschichte von Zeiss iiber die Zeit nach dem Zweiten Welt-
krieg, die Trennung in zwei Unternehmen und ihre Wiedervereinigung nach dem
Fall der Mauer. Da hier aber nur die Anfinge der mikroskopischen Technik be-
schrieben werden sollen, sei dem interessierten Leser die eingangs erwihnte Refe-
renz empfohlen. Ebenso sei auch nur am Rande erwihnt, dass aktuell neben den
sogenannten Big Four (Zeiss, Leica, Olympus und Nikon) nur noch wenige klei-
ne Unternehmen am Markt sind, die tatsichlich noch als Mikroskophersteller be-
zeichnet werden konnen. Sie sehen sich einem immer grofler werdendem Druck
fernéstlicher Produzenten ausgesetzt, die den Markt mit in Europa nicht mehr zu
realisierenden Herstellkosten gerade im Bereich der Ausbildungs- und Routine-
mikroskope beherrschen und komplette Gerite zu einem Preis anbieten, zu dem
man bei den ,Groflen Vier” kaum mehr ein hoherwertiges Objektiv bekommt.

Bereits als das Mikroskop als technisches Gerit noch nicht fundiert verstanden
war und seine Abbildungseigenschaften noch nicht theoretisch beschrieben wer-



Eine kurze Geschichte der Mikroskopie

den konnten, wurden Methoden entwickelt, wie weitere Materialeigenschaften zur
Bildgebung herangezogen und damit Informationen gewonnen werden konnen,
die durch reines Durchleuchten nicht erreichbar sind. So hat bereits Etienne-Louis
Malus (1775-1812) im Jahre 1809 die Polarisierbarkeit des Lichts entdeckt und da-
mit die Grundlage fiir die Polarisationsmikroskopie geschaffen. George Gabriel
Stokes (1819-1903) beschrieb 1852 als Erster das Phinomen der Fluoreszenz, die
erst 1911 durch Carl Friedrich Wilhelm Reichert (1851-1922), einem ehemaligen
Mitarbeiter von Ernst Leitz, in der Lumineszenzmikroskopie Anwendung in den
Biowissenschaften fand. Weitere entscheidende Schritte auf dem Weg zur Fluores-
zenzmikroskopie wurden von August Kéhler (1866-1948) beschritten. Mit seinem
1908 bei Zeiss entwickelten Ultraviolettmikroskop konnte erstmals die ebenfalls
von ihm entdeckte Primirfluoreszenz beobachtet werden. Kohler wurde allerdings
eher dadurch bekannt, dass er fiir die Mikrofotografie ein nach ihm benanntes Be-
leuchtungsverfahren entwickelte, mit dem mikroskopische Priparate gleichmiRig
ausgeleuchtet werden kénnen und mit dem auch das gréfltmogliche Auflosungs-
vermogen sichergestellt wird. Noch heute gehort es zum Handwerkszeug jedes
Mikroskopikers, ein Mikroskop vor seiner Verwendung zu ,kohlern®.

Zum Ende des 19. Jahrhunderts hin lernten die Mikrobiologen, bestimmte Che-
mikalien zum Anfirben von im Hellfeld nicht oder nur schlecht sichtbaren Objek-
ten, z. B. Bakterien, einzusetzen. So entwickelte Hans Christian Gram (1853-1938)
im Jahre 1884 eine noch heute gebriuchliche Methode, die Erreger der Lungen-
entziindung verschieden anzufirben. Sein Name lebt in den daraus entstandenen
Begriffen ,grampositiv* (fiir dunkelviolett gefiarbte Bakterien) und ,gramnegativ*
(fur ungefirbte bzw. rot gegengefirbte Bakterien) weiter.

Da Firbungen stets toxisch auf die zu untersuchenden Priparate wirken, blieb
die Mikroskopie immer an Methoden interessiert, die auf rein optischem Wege zu
einer Kontraststeigerung bei beinahe transparenten Objekten fithren. Den Durch-
bruch zu einem heute noch allgemein gebriauchlichen Kontrastierverfahren schaft-
te 1930 der niederldndische Physiker Frederik Zernike (1888-1966) mit der Metho-
de des Phasenkontrasts, die nach anfinglicher Nichtbeachtung durch die damals
wie heute fihrenden Mikroskophersteller erst wihrend der Zeit des Zweiten Welt-
krieges kommerzielle Verwendung fand. Als spite Anerkennung fiir seine Erfin-
dung erhielt , Frits“ Zernike 1953 den Nobelpreis fiir Physik.

Nach dem Zweiten Weltkrieg konzentrierte sich die weitere Entwicklung der Mi-
kroskopie auf Verfahren, mit denen das erreichbare Auflésungsvermégen und der
Bildkontrast noch weiter gesteigert werden kénnen. So entwickelte etwa Marvin
Minsky (geb. 1927) im Jahre 1957 ein Messprinzip, das allerdings erst nach Er-
findung des Lasers zu seinem wirklichen Stellenwert kam: das Konfokalmikro-
skop, das heute zu den Standardwerkzeugen in der mikrobiologischen Forschung
gehort. Sein hoheres (laterales) Auflosungsvermogen wird allerdings durch die
Notwendigkeit zum Abscannen des Priparats erkauft, es ist kein Weitfeldmikro-
skop mehr. In die gleiche Richtung gehen viele der modernsten mikroskopischen
Techniken, die zudem ausnahmslos auf fluoreszenzmikroskopischen Methoden
beruhen. Einer der aktuell herausragenden Forscher auf diesem Gebiet ist Stefan
W. Hell (geb. 1962), der Anfang der neunziger Jahre zunichst das sogenannte 4Pi-
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Mikroskop entwickelte, bevor er 1994 das STED-Verfahren beschrieb. Mit dieser
Technik wird der Fokus des Anregungslasers so weit verkleinert, dass die Auflo-
sungsgrenze des dazugehorigen Mikroskops auf weniger als 10 nm verringert wer-
den kann.

An dieser Stelle soll dieser — wie zu Beginn schon angedeutet — recht unvoll-
stindige Gang durch die Geschichte der Mikroskopie enden. Er zeigt jedoch, dass
sich das Mikroskop nach ersten einfachen und tastenden Vorwirtsschritten tiber
mehrere Entwicklungsstufen und unter Beteiligung vieler naturwissenschaftlicher
Einzeldisziplinen zu einem Hightechgerit entwickelt hat. Auf der anderen Seite ist
es jedoch immer noch als Routineinstrument in Arztpraxen, in medizinischen und
klinischen, aber auch in materialwissenschaftlichen Laboren im Einsatz, und im-
mer noch vertrauen viele Anwender mehr auf den visuellen Eindruck beim Blick
durch das Okular als auf das durch eine Kamera aufgenommene Bild. Immer noch
ist es wichtig, dass ein Anwender zur korrekten Einstellung des mikroskopischen
Bildes wissen muss, welche Komponenten ein Mikroskop hat und wie sie richtig
bedient werden miissen. Auf diese Aspekte wird in den nun folgenden Kapiteln
eingegangen.
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Optische Vergréflerungen: Von der Lupe zum Mikroskop

Kleine Objekte vergrofRert darzustellen war stets eine Hauptanwendung optischer
Instrumente. Selbst heute noch lernt der Mensch bereits im Kindergartenalter,
dass eine einfache Linse aus Glas bereits vergroflernde Wirkung hat und erste
Schritte in die Mikrowelt erlaubt. Wir starten deshalb mit der Beschreibung gera-
de dieses sehr rudimentiren optischen Instruments.

1.1
Die Lupe

Aus der alltiglichen Erfahrung wissen wir, dass Objekte umso grofer erscheinen,
je ndher sie dem Auge des Betrachters kommen. Allerdings kann das Auge ein
Objekt durch Akkomodation nur bis zu einem minimalen Abstand scharf erken-
nen. Dieser sogenannte Nahpunkt liegt bei jiingeren Menschen weniger als 10 cm,
bei ilteren Menschen deutlich mehr als einen Meter vom Auge entfernt. Um das
Objekt also noch grofer betrachten zu koénnen, muss ein optisches Instrument
verwendet werden, mit dem das Bild des Objekts unter einem weiter vergrofierten
Sehwinkel erscheint. Das Verhiltnis der Sehwinkel mit und ohne Instrument defi-
niert dann die (Lateral-) Vergroflerung M des verwendeten Instruments (Abb. 1.1):

Sehwinkel mit Instrument Om

= = . 1.1

Sehwinkel ohne Instrument 0o (L.1)

Unter der Annahme kleiner Sehwinkel kann Gl. (1.1) weiter umgeformt werden,
indem zunichst der Winkel durch seinen Tangens ersetzt wird, der seinerseits wie-
der durch das Verhiltnis aus Bildgréfle und -weite ausgedriickt werden kann. Fur
die Beobachtung mit blolem Auge wird tiblicherweise als Referenz die sogenannte
deutliche Sehweite angenommen, s, = 250 mm, bei der die BildgroRe h, betrigt.
Mit Instrument habe das Bild eine Gréf3e hy, im Abstand s, sodass:

_tanap hm o

M = = —. . 1.2
tan o, Sm ho (1.2)

Wird zur Veranschaulichung als Instrument eine (diinne) Linse mit Brennweite f
angenommen, kann Gl. (1.2) mit der Abbildungsgleichung [1] und mit dem Ab-
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Abb. 1.1 Optische Instrumente (hier symbolisch als einfache Linse gezeichnet) lassen das Bild
eines Objekts unter einem grofleren Sehwinkel erscheinen. ao: Sehwinkel ohne Instrument,
am: Sehwinkel mit Instrument.

stand s; zwischen Auge und Instrument weiter umgeformt werden zu:

M—&(1+Sm_s") (1.3)
=2 —) .

Diese diinne Linse wird auch als Lupe bezeichnet. Als Leselupe wird sie im Ideal-
fall in der Weise verwendet, dass sich die beobachteten Objekte im objektseitigen
Brennpunkt befinden. Damit befindet sich das Bild des Objekts im Unendlichen
(Sm = 00), und die Vergroflerung wird zu:

_So 250 mm

f f
Diese Geometrie hat zwei Vorteile: Einerseits ist die Vergroferung unabhingig
vom Abstand zwischen Lupe und Auge, sodass eine bequeme Korperhaltung bei

der Verwendung eingenommen werden kann. Andererseits ist das Auge auf un-
endlich akkomodiert, sodass die Beobachtung im entspannten Zustand erfolgt.

(1.4)

Beispiel 1.1

Eine Lupe mit Vergroflerung M = 5 hat eine Brennweite f = 50 mm bzw. eine
Brechkraft D = 1/f = 20dpt.

Die Lupe kann auch so verwendet werden, dass sich das Objekt in einem geringe-
ren Abstand als die Brennweite von der Linse befindet. Dieser Fall ist im Verlauf
der Strahlen in Abb. 1.1 dargestellt und aus der geometrisch-optischen Konstruk-
tion folgt, dass hier das Bild auf der gleichen Seite der Linse wie das Objekt liegt,
vergrofert und seitenrichtig ist. Es liegt zwar nicht mehr im Unendlichen, kann
aber immer noch entspannt beobachtet werden. Dieses Bild wird auch als ,virtu-
elles“ Bild bezeichnet, da es nicht auf einem Schirm aufgefangen werden kann,
sondern erst durch die Beobachtung mit dem Auge entsteht.



