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Einfithrung

Geschichte der Videomikroskopie

Nach Zworykin’s (Firma RCA-Victor) beriihmter Erfindung des ,,Ikonoskopes, dem ersten auf einer
elektronischen Rohre basierenden Bildaufnehmer, publiziert 1934 [1] und nur geringer Verzdgerung
durch den zweiten Weltkrieg, ging die Entwicklung weiter zu einem &hnlichen Gerit, welches jedoch
auf einem ladungsfreisetzenden statt auf einem photoelektronenfreisetzenden Prinzip beruht - der
,»Vidikon“ Kamerarohre (1950), einem Gerdt welches immer noch in Gebrauch ist - trotz der Erfindung
der CCD Chips, die ladungsgekoppelte Halbleiterelemente zur Bildaufzeichnung verwenden. Als Folge
der rasanten Entwicklung und Publikumswirksamkeit der Ausstrahlung von Fernsehbildern nach dem
zweiten Weltkrieg haben Forscher diese neue und vielversprechende Technologie auch in die
Mikroskopie eingefiihrt. Die ersten Anwendungen der Videotechnik in der Mikroskopie waren
Vorfilhrungen vor Studenten sowie oOffentliche Prisentationen von mikroskopischen Vorgidngen.
Erstmals konnte so auf die Mikroprojektion mit ihren erforderlichen groen Lichtmengen und dadurch
bedingten Spezialapparaturen und Problemen verzichtet werden. Weiterhin ermoglichte es die
Videotechnik auf einfache Weise, die Beobachtungen auch im ultravioletten oder infraroten Bereich
durchzufithren. Schon bald fanden Forscher heraus, dafl die Videokamera viel unempfindlicher auf
Streulicht reagiert und einen hoheren Bildkontrast produziert als es das menschliche Auge vermag. Dies
machte die Videotechnik zu einem idealen Instrumentarium zur Beobachtung von kontrastschwachen
mikroskopischen Objekten (z.B. Parpart, 1951 [2], Dvorak und Miller 1975 [3]).

Zwei Forscher miissen ganz besonders erwéhnt werden, wenn man sich auf die modernen Techniken der
Videomikroskopie bezieht, Shinya Inoué¢ und Robert Day Allen. Beide beschéftigten sich insbesondere
mit Fragen der strukturellen Zellbiologie, der Mitose und dem Cytoskelett und entwickelten die
wissenschaftliche Videomikroskopie zu einem bis Ende der siebziger und Anfang der achtziger Jahre
nicht gekannten Standard. Zu dieser Zeit publizierten Inoué, Allen und Mitarbeiter, obwohl mit etwas
unterschiedlichen Methoden der Kontrastverstarkung arbeitend, sensationelle Bilder von sich rasend
schnell ausdehnenden Spermienakrosomen, der winzigen helicalen Struktur des Spermienchromatins
sowie von Mikrotubuli in lebenden Zellen. Sie konnten zeigen, dafl diese Mikrotubuli kleine Vesikel,
aber auch grofie Organellen wie Mitochondrien in der Zelle transportierten und dabei selbst hochst
flexibel und verdnderlich erschienen. Diese Bilder von lebenden Mikrotubuli korrigierten eindrucksvoll
die damalige Vorstellung vom Cytoskelett, einer zu dieser Zeit relativ neuen Entdeckung aus der
Elektronenmikroskopie[4][5][6][7][8][9]. Mittels videokontrastverstirkter —Lichtmikroskopie der
lebenden Zelle erschienen Mikrotubuli, Aktinfilamente und weitere teilweise deutlich unter der
klassischen Aufldsungsgrenze des Lichtmikroskopes angesiedelte Bestandteile des Cytoskeletts als das
beweglichste ,,Skelett” das je beschriecben wurde. Heutzutage werden eine Vielzahl von
Videoprozessoren fiir die Echtzeit-Kontrastverstdrkung am Mikroskop hergestellt (z.B. LEITZ
MULTICON ™, HAMAMATSU Argus-20 ™ ) und unterstiitzen eine Renaissance der Weitfeld-
Lichtmikroskopie in der Zellbiologie.

Ein kurzer Exkurs in die wellenoptische Theorie

Um die zugrundeliegenden Voraussetzungen und Mechanismen zu verstehen, die es der
Videokontrastverstirkung ermdglicht, so kleine und kontrastschwache Details sichtbarzumachen ist es
nodtig, sich kurz noch einmal die Bildentstehung nach der Beugungstheorie am konventionellen
Weitfeldmikroskop zu verdeutlichen. Nach den Regeln der Wellenoptik und Beugungstheorie wird ein
(leuchtender) Punkt in der Objektebene nicht als Punkt in der Zwischenbildebene abgebildet sondern als
komplexes Gebilde aus konzentrischen hellen und dunklen Partien, dem ,,Airy’schen
Beugungsscheibchen® (Abb. la). Die momentane Wellenldnge des Lichtes sowie die numerische
Apertur und der VergrofBerungsmafstab des Mikroskopobjektives bestimmt die Gestalt und den
Durchmesser der Airy-Scheibe. Wahrend die Airy-Scheibe in der orthoskopischen Ansicht und somit in
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der zweidimensionalen Projektion auf die optische Achse als Scheibe erscheint kann man sich jedoch
die Intensitétsverteilung dieser Beugungsfigur durch eine gedachte seitliche Ansicht - rechtwinklig zur
optischen Achse - vorstellen (Abb. 1d). Diese Ansicht zeigt die Intensitétsverteilung der Airy-
Beugungsfigur als zentralen Kegel mit umlaufenden konzentrischen Wellen. Wenn man sich nun zwei
sehr dicht benachbarte Punkte in der Objektebene vorstellt, so konnen diese Punkte nach den
klassischen Regeln der Lichtmikroskopie aufgeldst (getrennt) werden, wenn die Mittelpunkte ihrer
zugehorigen Airy-Scheiben weiter auseinanderliegen als der Radius der Airy-Scheiben betrigt. Falls die
Separation der Mittelpunkte gleich dem Radius ist (das ,,Rayleigh-Kriterium®) sind sie kaum auflosbar
und fiir den Fall, daBB der Mittelpunktabstand der Airy-Scheiben den Radius unterschreitet kdnnen sie
nach den Regeln der klassischen Lichtmikroskopie nicht mehr aufgeldst werden sondern erscheinen als
ein einziger Punkt (Abb. 1b,c,e,f) [6].

Techniken der Videokontrastverstirkung in der Mikroskopie

Erster Schritt: Analoge Kontrastverstiirkung. Die analogen elektronischen Schaltkreise die den
ersten VEC Schritt durchfiihren dienen in erster Linie zur Verstiarkung der Spannung des Videosignals.
Da es aber keinen Sinn macht, die gesamte Spannung des Videosignals (d.h. alle Bildbereiche) zu
verstarken, muf3 der Bediener sorgfiltig den Schwellenwert fiir den Schwarzwert des Videosignals d.h.
die Grenzspannung fiir die schwarz erscheinenden Bildteile des Videosignals einstellen. Durch diese
Vorgehensweise wird ein nur kleiner Teil der urspriiglichen Video-Signalamplitude ausgewihlt
(entsprechend einem bestimmten, schmalen Grauwertebereich des Ursprungsbildes) welcher dann iiber
die gesamte Signalamplitude gestreckt und somit verstirkt wird. Hierbei kommt es zur starken
Kontrastanhebung in diesem speziellen Grauwertebereich (Abb. 2a). In der Praxis ist das resultierende
Bild zwar von hohem Kontrast, jedoch ist die Bildqualitét subjektiv schlecht, da die Beugungsbilder von
immer vorhandenen Staubpartikeln sowie auch geringsten LinsenunregelméaBigkeiten extrem
mitverstirkt werden und die eigentliche Bildinformation tiberlagern. Zusétzlich zu diesem ,,optischen
Rauschen® kommt noch elektronisches Rauschen hinzu, welches in niedrigen Amplituden auch in den
hochstwertigen Schaltkreisen zu finden ist, ebenfalls mitverstdrkt wird und noch zusitzlich die
Bildinformation, insbesondere feine Details, verschleiert. Diese Kombination von (statischem) optischen
Rauschen und dynamischem, verdnderlichen elektronischen Rauschen (von R. D. Allen ,mottle
genannt) kann wihrend des zweiten Schrittes der Videokontrastverstirkung effektiv entfernt bzw.
vermindert werden.

Zweiter Schritt: Echtzeit-Hintergrundsubtraktion. Allen benutzte einen digitalen Bildspeicher [9] in
einem speziellen Bildverarbeitungscomputer um das ,,Hintergrundrauschen® zu speichern, welches man
einfach dadurch von der eigentlichen Bildinformation trennen kann, indem man das Bild im Mikroskop
etwas defokussiert: Die Bildinformation verschwindet wihrend das Bildrauschen bleibt. Einmal
abgespeichert kann nun das Bildrauschen von jedem einzelnen Videobild (25/sec.) in Echtzeit durch
einfache Subtraktion entfernt werden, einen schnellen Rechner vorausgesetzt. Das resultierende
Videosignal ergibt ein gereinigtes Bild mit selbst kleinsten Details, welche im Ursprungsbild nicht
sichtbar und im verstdrkten Rohbild durch Rauschen verdeckt waren (Abb. 3 a-c). Wihrend diese
Hintergrundsubtraktion sehr effektiv das statische optische Bildrauschen entfernen kann, versagt diese
Methode jedoch verstdndlicherweise bei der Entfernung von zufilligem elektronischen Rauschen
aufgrund der dynamischen Natur dieser Storung. Diese Art von Storung ldsst sich jedoch durch
dynamische Mittelung iiber einige Videoframes deutlich reduzieren, vorausgesetzt es sind keine schnell
bewegten Objekte im Bildfeld.

Dritter Schritt: Digitale Nachverarbeitung. Nach der Hintergrundsubtraktion ist das resultierende
Bild zwar von hoher Qualitét, jedoch ist der Kontrastumfang in der Regel noch etwas gering, da bedingt
durch die vorangegangene Subtraktion und der Addition eines Offset-Grauwertes alle Helligkeitswerte
im Bild um einen mittleren Helligkeitswert herum angeordnet sind. In dem nun folgenden Schritt werden
alle Grauwerte iiber den gesamten Grauwertbereich (von 0 - schwarz bis 255 - weil} fiir ein 8 Bit-Bild)
verteilt, was letztlich in einem deutlichen Kontrastgewinn resultiert (Abb. 3 d, 4). Durch Anwendung
sogenannter ,,Jook-up tables* kann dieser Schritt ebenfalls in Echtzeit d.h. in Videobildrate durchgefiihrt
werden [6] [9].
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Obwohl VEC mit vielen lichtmikroskopischen Verfahren kombiniert werden kann, hat sich seine
Verwendung mit polarisationsoptischen Techniken wie z.B. hochausloschende POL-Mikroskopie und
differentiellem Interferenzkontrast durchgesetzt. Neben der Sichtbarmachung von Details deutlich unter
der klassischen Auflosungsgrenze der Lichtmikroskopie betrdgt der Gewinn in realer Aufldsung durch
Anwendung der VEC Technik nahezu Faktor zwei durch Ersetzen des Rayleigh-Kriteriums durch das
glinstigere Sparrow-Kriterium (Abb. 2b) [10]. VEC kann jedoch auch vorteilhaft mit Methoden der
anaxialen Hellfeldbeleuchtung kombiniert werden (Ubersicht in [11]). Ein Beispiel fiir diese
Kombination wird weiter unten anhand einer hochauflosenden VEC-Aufnahme der Kieselalge
Amphipleura pellucida diskutiert.

Mikrotubuli und das Cytoskelett

Mit der Entwicklung des Elektronenmikroskopes waren Forscher erstmals in der Lage, Zelldetails einige
GroBenordnungen unter der Auflosungsgrenze der Lichtmikroskopie zu studieren. Abgesehen von
grofleren Organellen wie z.B. Mitochondrien und dem Golgi-Apparat, die schon aus dem
Lichtmikroskop bekannt waren (obwohl sie nun ihre innere Organisation offenbarten) wurde ein dichtes
Netzwerk von Fibrillen in einem Cytoplasma entdeckt, welches zuvor als eher strukturarme Masse
imponierte. Dieses Netzwerk von einzelnen Fibrillen die etwa 25 bis 50 nm im Durchmesser aufweisen
erschien zundchst als ein statisches ,,Zellgeriist und so wurde der Begriff des Cytoskeletts gepragt.
Bedingt durch die technischen Limitationen des Elektronenmikroskopes miissen die Zellen fixiert
werden um nach Evakuation in dem Hochvakuum der Objektschleuse beobachtet werden zu konnen.
Daher ist eine Beobachtung lebender Zellen im Elektronenmikroskop nicht moglich und die wahre Natur
dieses Cytoskeletts und seiner Bestandteile sowie ihre Interaktion mit anderen Zellbestandteilen blieb
trotz der hohen Detailauflosung des Elektronenmikroskopes nahezu unbekannt. Mit der Perfektion der
Videokontrastmikroskopie jedoch war es erstmals moglich, diese cytoskeletalen Fibrillen in lebenden
Zellen zu studieren, ihre hochst dynamische Natur zu erkennen und ihre Interaktion mit anderen
Zellorganellen zu untersuchen.

Material und Methoden

Zucht von Drosophila hydei und Priparation der Spermatocyten

Drosophila hydei (Wildtyp) Fliegen wurden von der Universitit Bochum (Prof. Kadisch) bezogen. Die
Fliegen wurden in Kunststoffrohrchen mit luftdurchldssigen Schaumstoffstopfen kultiviert. Der
Nahrungsbrei wurde nach der Anleitung von Goltenboth [15] zubereitet, jedoch wurden in Ergdnzung zu
seinem Originalrezept noch einige Tropfen native Hefezellsuspension auf die Oberfliche des erkalteten
Breis aufgebracht. Die Kultur wurde bei Zimmertemperatur gehalten, Generationszeit war etwa 2 - 3
Wochen. Fiir die Praparation der Hodenspiralen wird auf Goltenboth [15] verwiesen. Abgekiirzt wurden
die Fliegen mit Chloroform getdtet und die Hodenspiralen durch Dissektion des Abdomens in
Drosophila Ringer (5.55g NaCl, 0.22g KCl, 0.44g CaCl,, aqua dest ad 1000 ml; eingestellt auf pH 7.2
mit NaOH) unter einem Stereomikroskop isoliert. Die Hodenspiralen wurden in einen frischen Tropfen
Ringer auf einen Objekttriger iiberfithrt und nach Auflegen eines Deckglases leicht gequetscht. Um ein
Austrocknen der Préparation zu verhindern, wurde das Deckglas mit VALAP (Vaseline, Lanolin,
Paraffin 1:1:1) versiegelt. Die aus den Hodenspiralen austretenden priméren Spermatocyten enthalten
grofle Mengen an Mitochondrien und kdnnen an ihrem groflen birnenférmigen Kern erkannt werden
(Abb. 5). Diese eigenartige Form des Kerns kommt zustande durch die randstindige Lage des groflen
Nukleolus. Die Kerne enthalten dariiberhinaus noch interessante Objekte wie Schleifen und Grana
welche als  Strukturen des  Y-Chromosoms  identifiziert wurden [16] und den
Lampenbiirstenchromosomen der Amphibienoocyten funktionell entsprechen. Das Cytoplasma der
priméren Spermatocyten wurde mittels VEC-DIC untersucht.
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Technische Ausriistung fiir VEC-DIC

Ein LEITZ ORTHOPLAN ™ Mikroskop wurde fiir die hier beschriebenen Untersuchungen eingesetzt
aufgrund der auflergewohnlichen mechanischen Stabilitdt, der Prdzision des Tischtriebes sowie der
hohen Masse seines Statives, die Vibrationen weitgehend unterdriickt, welche die Untersuchungen bei
dem erreichten Vergroferungsmalstab von ca. 10.000:1 unmdglich machen wiirden. Desweiteren
verfligt die DIC-Einrichtung, die zum Orthoplan geliefert wurde (Interferenz-Kontrast T) {iber einen de
Sénarmont Kompensator im Kondensor, der exakt und reproduzierbar die Einstellung einer
Verzogerung von A/9 (20° aus der max. Ausléschungsposition) ermdglicht, wie sie von Allen [9]
vorgeschlagen wird, um eine optimale Kontrastdifferenz zwischen Vordergrund und Hintergrund fiir die
Videokamera zu erzeugen. Der Einsatz eines de Sénarmont Kompensators ist der mehr oder weniger
undefinierten Vorgehensweise des Verschiebens des objektivseitigen Wollaston-Prismas lateral zur
optischen Achse vorzuziehen [11]. Die beschriebene LEITZ DIC Einrichtung nach dem Vorschlag von
Smith [17] wird ebenfalls von Inoué verwendet und fiir VEC empfohlen [4]. Das Mikroskop war
desweiteren mit einer Quecksilber-Hochstdrucklampe (HBO 50), einem Wérmeschutzfilter (KG 2/3
mm) sowie einem LEITZ Interferenz-Bandpass Filter (S 544-23) ausgeriistet. Verwendet wurde die
intensive griine Linie des Hg-Spektrums bei 546 nm, fiir welche das verwendete Objektiv (NPL
100:1/1.32) optimiert wurde. Das Bild wurde iiber ein LEITZ Periplan GW 8x Okular und eine 0.32x
Kameraoptik zu einer hochauflésenden s/w CCD Kamera (HAMAMATSU C2400-75i) iibertragen. Ein
HAMAMATSU Argus-20™ Image Prozessor wurde fiir die VEC Schritte, beschrieben in Kapitel 1.3
eingesetzt. Digitalisierte Bilder wurden direkt aus dem Argus Bildspeicher mittels seines eingebauten
SCSI-Interface zu einem IBM-kompatiblen PC iibertragen. Die Steuerung der Bildaufnahme und
Weiterverarbeitung der Bilder erfolgte mit dem Image- Pro™ Software Paket.

Ergebnisse

Die Spermatocyten sind durch den oben beschriebenen PréparationsprozeB rupturiert und das
Cytoplasma ist idealerweise in einer diinnen Schicht zwischen Objekttriager und Deckglas ausgebreitet.
Im Cytoplasma fallen zundchst die grolen Mitochondrien als lidngliche Korper mit gerundeten Kanten
und nahezu gleichméBiger Dichte auf (Abb. 6). Eine innere Struktur kann nicht aufgelost werden. In
Plasmabereichen wo die Mitochondriendichte gering ist, kann man Strukturen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) erkennen. Das ER imponiert als unregelmaBiges Netzwerk dessen Bestandteile sich
manchmal zu polygonalen Strukturen arrangieren (Abb. 7) [18] [19]. Die Mitochondrien sowie grobere
Bestandteile des ER konnen bereits im Standard-DIC ohne Kontrastverstarkung beobachtet werden.
Wenn man nun aber vom Standard-DIC zum VEC-DIC wechselt tauchen weitere Strukturen auf, die
ohne Vidoekontrastverstiarkung nicht sichtbar waren und als offenbar sehr diinne Fibrillen mit extrem
geringem Kontrast imponieren. Diese Strukturen dhneln den Mikrotubuli, die von Allen im Axoplasma
der Riesennervenzelle des Tintenfisches beschrieben wurden [13]. Die diinnen Fibrillen im
Spermatocytenplasma von Drosophila hydei sind ebenfalls in der Lage, ihnen angeheftete Partikel aktiv
zu transportieren, vergleichbar mit den mikrotubuldren Transportphdnomenen die von anderen Autoren
beschrieben wurden [12] [13] [18]. Abbildung 8 zeigt die Fortbewegung eines sehr kleinen spharischen
Korpers entlang einer dieser Fibrillen. Das gleiche mikroskopische Feld in einer etwa 20 Minuten alten
Priaparation wurde viermal im Abstand von 20 Sekunden aufgenommen. und man kann so eine
Geschwindigkeit von etwa 150 nm pro Sekunde fiir den sphérischen Korper ermitteln ohne das der
Priparation noch ATP zugesetzt wurde. Durch den kontinuierlichen Verbrauch des endogenen ATP in
der alternden Préparation, sowie der fortschreitenden Degradation der zelluldren Strukturen nehmen die
aktiven Transportphdnomene kontinuierlich ab und nach etwa 40 Minuten sind keine Transportvorginge
mehr zu beobachten.



Diskussion

Die Diskussion legt den Schwerpunkt auf die Methodik dieser Untersuchungen statt auf die
mikrotubuldren Transportprozesse einzugehen. Obwohl die Videomikroskopie etwa zeitgleich in den
Laboratorien von Inoué und Allen zur Perfektion entwickelt wurde, unterscheiden sich die Methoden der
Geréteeinstellung und somit letztlich der Kontrastgewinnung zwischen beiden Autoren. Inoué¢ kam zur
Videomikroskopie von der sogenannten ,high-extinction”, der hochausloschenden biologischen
Polarisationsmikroskopie. Mit seiner Erfindung des ,,Rectifiers® [20], einem Gerét das unter dem Namen
»Korrektionspolarisator vor Jahren auch einmal von der Firma LEITZ hergestellt wurde, war er in der
Lage, selbst die Restdepolarisation hochspannungsfreier Polarisationsoptiken weiter zu vermindern um
so unter hochausléschenden Bedingungen selbst die minimale Doppelbrechung winziger biologischer
Strukturen durch Verminderung des optischen Rauschens beobachten zu konnen. Allen benutzte eine
Chalnicon-Videorohre die durch einen groflen dynamischen Range im Bereich der hdheren
Bildhelligkeiten charakterisiert ist und fand es optimal, im Bereich von >= 20° weg von der maximalen
Ausloschung zu arbeiten. Diese Einfithrung einer zusétzlichen ,bias retardation® ermoglichte die
Maximierung der Differenz  zwischen  Objekthelligkeit und  Hintergrundhelligkeit  fiir
polarisationsbasierende Mikroskopieverfahren (die theoretischen Uberlegungen fiihren hier zu weit und
sind in [9] nachzulesen). Allen fiihrte seinen Namen in die Methode ein um seine speziellen
Uberlegungen und Vorgehensweisen der Videokontrastmikroskopie eindeutig zu identifizieren: AVEC.
Obwohl die VEC-Methoden zunédchst fiir polarisationsbasierende Mikroskopieverfahren entwickelt
wurden, setzten andere Autoren diese Techniken auch mit Erfolg in verschiedenen lichtmikroskopischen
Verfahren ein, die auf anaxialer (,,schiefer) Beleuchtung beruhen [21]. Sogar mit hochaperturiger
Hellfeldbeleuchtung kann VEC enorm zur Verbesserung der Detailauflosung winziger Strukturen
beitragen. Abbildung 9 zeigt einen Ausschnitt aus der Schale der Kieselalge Amphipleura pellucida.
Aufgrund des geringen Abstandes der Poren in der Schale wird diese Alge immer wieder zur
Demonstration der lichtmikroskopischen Aufldsungsgrenze herangezogen und gilt als eines der
schwierigsten Objekte fiir die Lichtmikroskopie [22]. Das vorliegende VEC Bild wurde vom Autor im
blauen Licht (HBO 50 und BG 12/2 mm Filter) an einem LEITZ ORTHOPLAN aufgenommen. Das
Mikroskop war mit einem Immersions-Dunkelfeld-kondensor und dem Objektiv PL APO 63/1.40
ausgertistet. Polarisationsoptische Mittel wurden nicht verwendet. Eine dynamische Bildmittelung tiber
256 frames wurde zur Unterdriickung des Rauschens durchgefiihrt und das Bild dann mittels einer 3x3
Konvolutions-Matrix bearbeitet, um horizontale und vertikale Kanten zu verstiarken. Die hohe, voll
genutzte Apertur von Objektiv und Kondensor resultiert hier in einer rotationssymmetrischen schiefen
Hellfeldeleuchtung. Mit dieser Beleuchtung war es unter Zuhilfenahme der VEC-Technik moglich, nicht
nur die im Bild horizontal verlaufenden Porenreihen (Abstand 250 nm zwischen den Porenreihen)
darzustellen, sondern auch die einzelnen Poren selbst (Abstand 200 nm) einwandfrei aufzulésen. Unter
der direkten Beobachtung mit stark vergréBernden Okularen waren lediglich die Porenreihen schwach
sichtbar, einzelne Poren konnten nicht dargestellt werden.

Unter Einhaltung der Vorgehensweisen, die in Kapitel 1.2 und 1.3 angerissen wurden ist es mdoglich,
kleinste Strukturen im Nanometerbereich, wie z.B. Mikrotubuli, durch VEC-Mikroskopie sichtbar zu
machen. Aufgrund der Aufldsungsbeschriankung fiir die Lichtmikroskopie, die aus der wellenoptischen
Theorie abgeleitet werden kann - ob man nun das fiir visuelle Beobachtung und Mikrophotographie
geeignete Rayleigh-Kriterium oder das etwas giinstigere Sparrow-Kriterium nutzen kann - erscheinen
diese Strukturen unterhalb der Auflosungsgrenze des Lichtmikroskopes nicht in ihrer tatsdchlichen
GroBe. Vielmehr werden diese Strukturen etwa auf den Durchmesser einer entsprechenden Airy-Scheibe
»aufgebldht. Daraus kann man weiter ableiten, dal zwei Mikrotubuli (als Beispiel), die 50 nm dicht
beieinanderliegen als eine einzige Struktur erscheinen und nicht als zwei getrennte Strukturen aufgeldst
werden konnen. Jedoch ist es unter gewissen Umstédnden mdglich, aus ihrem Bildkontrast und der durch
sie induzierten Phasenverzogerung zwischen einem und einer Mehrzahl von Mikrotubuli zu
unterscheiden [9]. Aus diesen Griinden mufl man die mittels VEC erhaltenen Bilder vorsichtig
interpretieren. Trotz dieser Limitation stellt die Videokontrastmikroskopie eine sehr wertvolle
Erweiterung der modernen Lichtmikroskopie dar und hat bis heute viel zur Strukturaufklarung in der
Zellbiologie beigetragen.



Schlufifolgerun

Die Anwendung der VEC-Mikroskopie, sowohl mit differentiellem Interferenzkontrast als auch mit
hochaperturiger, rotationssymmetrischer Hellfeldbeleuchtung wurde an einem stabilen universellen
Forschungsmikroskop demonstriert, wobei die Verwendung eines de Sénarmont Kompensators im VEC-
DIC die prézise und reproduzierbare Einstellung der optimalen Verzogerung ermdglicht. Weiterhin
wurde die Fruchtfliege Drosophila hydei als ein geeignetes Objekt zur Demonstration und Untersuchung
von cytoskeletalen Transportvorgéngen in ihren Spermatocyten mittels AVEC-DIC vorgestellt. Dieses
Objekt ist leicht erhiltlich und ohne groBlen Laboraufwand zu kultivieren. Die hier vorgestellte
Préparation kann sicherlich noch verbessert werden durch den Einsatz spezieller Puffer, Zusatz von ATP
als Quelle weiterer Energie fiir die krafterzeugenden Prozesse, sowie einer Kulturkammer um die
Lebensdauer der Priparation zu verlingern oder weiteren Bedingungen fiir die Untersuchung
intrazelluldrer Transportvorginge Rechnung zu tragen.
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Abbildungen und Legenden

Abb.1: Beugungsbilder (orthoskopische Ansicht, obere Reihe) and abgeleitete Intensititsverteilungen
(laterale Sicht, untere Reihe) fiir die Zwischenabbildung eines einzelnen Punktes (A, D), zweier dicht
benachbarter Punkte (Rayleigh-Kriterium, B, E) und zweier klar getrennter Punkte (C, F). Die Radien
des zentralen Teils der Airy-Scheiben sind markiert. (Nach Francon, M., Progress in microscopy, Row,
Peterson, Evanston, I1l. USA, 1961)
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Abb. 2: A: Video-Signal (x-Achse: Signalamplitude, y-Achse: Zeit) mit der ‘area of interest’ im
Bereich hoherer Signalamplituden (hellere Objektbereiche). Die interessierenden Details werden
verstarkt, indem die Definition der Schwarzwertgrenze (Offset) angehoben wird und danach die
Verstdrkung (Gain) erhoht wird, um den kleinen eingegrenzten Bereich der ehemaligen Signalamplitude
iiber den gesamten Spannungsbereich zu strecken und damit den Kontrast in diesem Bildteil zu erhéhen.
B: Idealisierte Darstellung der Anwendung von Offset und Gain zum Separieren zweier dicht
benachbarten Punkte (Rayleigh-Kriterium). Zundchst wird der Offset erhoht bis zu einem
Intensitétsbereich wo die beiden Spitzen klar getrennt sind, dann wird die Verstarkung (Gain) erhoht,
um diesen Bereich auf den gesamten dynamischen Range des Videosignals zu strecken.



Abb. 3: Demonstration der grundlegenden Manipulationen der AVEC-Videokontrast Methode. A (oben
links): Nach der Einstellung der von Allen empfohlenen ‘bias retardation’ von 20° aus der max.
Ausléschungsposition verschwindet das direkt observierbare Bild im Mikroskop und ein schwaches Bild
erscheint auf dem Videomonitor. B (oben rechts): Nach optimaler Einstellung von Offset und Gain
erscheinen Strukturen mit hohem Kontrast auf dem Videomonitor, jedoch sind feine Details iiberlagert
durch optisches und elektronisches Rauschen (,,mottle”). C (unten links): Nach Hintergrundsubtraktion
erhélt man ein gereinigtes Bild mit Details, jedoch insgesamt noch zu geringem Kontrast, bedingt durch
den Subtraktionsprozess. Alle Grauwerte sind um mittlere Helligkeitswerte verteilt. D (unten rechts):
Eine Neuverteilung aller Grauwerte iiber den gesamten zur Verfligung stechenden Wertebereich von
schwarz bis weif} resultiert in einem Bild mit hohem Kontrast und feinsten Details.

Abb. 4: Diese Computer-Bildschirm Ansicht zeigt ein typisches Beispiel flir eine Neuverteilung der
Grauwerte des Bildes durch Neudefinition der Werte fiir die niedrigsten und hochsten Bildhelligkeiten.
Die gaussformigen Kurven zeigen Histogramme der Grauwerteverteilung vor (links) und nach (rechts)
der Neudefinition.



Abb. 5: Diese DIC-Aufnahme zeigt eine typische priméire Spermatocytenzelle von Drosophila hydei.
Auffallend ist der grofe birnenformige Kern, sowie die groe Anzahl der Mitochondrien im
Cytoplasma.

-

Abb. 7: Diese VEC-DIC Aufnahme zeigt tubuldre Anteile des endoplasmatischen Retikulums (ER) des
Spermatocyten. Typisch ist die Ausbildung polygonaler Netzwerke.
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Abb. 8: Diese vier VEC-DIC Bilder, aufgenommen mit jeweils 20 Sekunden Differenz (von links nach
rechts, von oben nach unten) zeigen eindrucksvoll den Transport eines kleinen globuldren Partikels
entlang einer sehr schmalen, kontrastarmen Fibrille.
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Abb. 9: Diese VEC-Aufnahme einer Schale der Kieselalge Amphipleura pellucida wurde im
rotationssymmetrischen, hochaperturigen Hellfeld aufgenommen (im Kapitel 4 beschrieben). Die
Auflésung der einzelnen Poren mit einem Abstand von nur 200 nm ist ohne polarisationsoptische Mittel
moglich.
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