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Zellen: Organellen & Biochemie

Bildschärfe und Möglichkeit der 
Differenzierung von abgebildeten 
Details bleiben begrenzt durch die 
Eigenschaften der Lichtwellen und 
der Optik:

• Optische Auflösung1)

• Optical Transfer Function (OTF)
• Contrast Modulation Transfer 

Function (MTF, CMTF)
• Interferenzen (Lichtwellen)
• Schatten
1) Der Begriff Auflösung bzw. Auflösungsgrenze bezeichnet 
keine echte physikalische Grenze, sondern eine willkürlich 
festgelegte Definition. Es existieren in der Physik verschiedene 
Definitionen für das optische Auflösungsvermögen, welche 
immer auch unterschritten werden können.

Paramecium spec.
verschiedene Beleuchtungstechniken
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Zellen: Organellen & Biochemie

Zelle
Die kleinste lebende Einheit aller 
Organismen.

Organellen
Eine Zelle besteht aus 
verschiedenen Untereinheiten, den 
Organellen.

Quelle: wikipedia.de
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1. Nucleolus
2. Zellkern (Nukleus)
3. Ribosomen
4. Vesikel
5. Raues Endoplasmatisches Reticulum
6. Golgi-Apparat
7. Mikrotubuli
8. Glattes Endoplasmatisches Retikulum
9. Mitochondrien
10. Lysosom
11. Zytosol
12. Peroxisom
13. Zentriolen
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Zellen: Organellen & Biochemie

Bestimmte Organellen, wie 
Wimpern (Cilien), Zellkerne, 
Nahrungsvakuolen oder 
Mitochondrien lassen sich 
lichtmikroskopisch beobachten.

Viele der kleineren Organellen 
können jedoch nicht zweifelsfrei 
identifiziert werden.

Offenbar bedarf es weiterer 
Methoden, um mehr über den 
Organismus zu erfahren.
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Zellen: Organellen & Biochemie

„Biochemistry starts
at the slaughterhouse“ 1)

Absterbende Zellen, deformierte 
Organellen und andere Artefakte 
der Färbungen sind nicht selten 
und erschweren Identifikation und 
Bestimmung.

Eine Beobachtung lebender 
Individuen ist so nicht möglich.

1) Goertz, H.-D., 1988: Paramecium, Springer.

Acineria uncinata:
Nachweis der Zellkernstruktur

mit Löfflers Methylenblau
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Fluoreszenz
G. Stokes 1852:
Verschiebung der Farbe zwischen 
Absorption und Emission.

Gelegentlich auch als 
Metachromasie1) – engl. 
metachromasy – bezeichnet.

1) Kasten, F. H., 1967: Cytochemical studies with 
Acridine Orange, Int. Review of Cytology, 
Academic Press, vol. 21, p.141

Absorption Emission
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Fluoreszenz
Im Allgemeinen ist das abgestrahlte 
Licht von längerer Wellenlänge. 

Der Grund liegt in den 
Eigenschaften der 
Elektronenhüllen der 
Farbstoffmoleküle.
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Multi-Photonen-Mikroskopie

2 (N) gleichzeitig eintreffende 
Photonen mit halber (1/N-facher) 
Energie, also doppelter (N-facher) 
Wellenlänge wirken wie ein 
einzelnes Photon.

Eλ = E2λ + E2λ
Eλ = E3λ + E3λ + E3λ
...

Anwendung: z.B. beim Laser 
Scanning Microscope
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Was bei Fluoreszenz 
passiert: Das Jablonski 
Diagramm
➊ Licht mit der Energie E = hν strahlt auf 
das Farbstoffmolekül. Ein Elektron nimmt die 
Energie auf und wird durch die Anregung in 
eine andere Schale gehoben.

➋ Das Elektron fällt über ein (oder mehrere) 
Zwischen-Niveaus zurück. Dabei wird die 
Energie EIntern wieder abgegeben teils in 
mehreren Übergangen als Wärme oder 
strahlungslos.

➌ Aus dem Zwischenniveau fällt das Elektron 
nun in den Grundzustand zurück. Dabei gibt 
das Elektron den verbleibenden Teil der 
Energie EFluoreszenz frei.
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Energieerhaltungssatz:
Das emittierte Fluoreszenz-Licht besitzt eine geringere Energie. Die 
Summe der Energien der Zwischen-Niveaus und der 
Emissionswellenlänge ist gleich der eingestrahlten Energie.

Acridinorange leuchtet z. B. grün gegenüber dem energiereicheren, 
eingestrahlten blauen Licht.

11
Dienstag, 25. Februar 2014



Thilo Bauer, 2013 Fluorescent Live Cell Imaging mit dem eigenen Mikroskop

Fluoreszenz-Mikroskopie

Primär-Fluoreszenz
(Auto-Fluoreszenz):

Die stoffliche Beschaffenheit 
bestimmter Teile der Zelle führt zu 
Eigenleuchten.

Beispiel: Rote Fluoreszenz bei 
Anregung von Chlorophyll mit 
blauem Licht.

Einschränkung: Nur wenige Stoffe 
leuchten selbst.

Fluoreszenz: Eigenleuchten von Chlorophyll
bei Anregung mit blauem Licht
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Fluoreszenzmarker
(Fluorochromierung)

Farbstoffe binden spezifischan 
bestimmte Strukturen bzw. 
Organellen in der Zelle. Intensität 
und Farbe der Fluoreszenz ist 
gekoppelt an eine chemische 
Bindung oder Reaktion.

• Elektrische Potentiale
• Diffusion durch Membranen
• Färbung von Organellen
• Lokalisierung bestimmter Stoffe
• Fluoreszierende Proteine
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Durchlicht- bzw.
Dunkelfeld-Fluoreszenz

➊ Lichtquelle
➋ Anregungsfilter
➌ fluoreszierendes Präparat
➍ Objektiv
➎ Sperrfilter (Emissionsfilter)
➏ Okular
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Auflicht-Fluoreszenz
Epifluoreszenz-Mikroskop

➊ Lichtquelle
➋ Anregungsfilter
➌ Dichroitischer Strahlteiler
➍ Objektiv
➎ Fluoreszierendes Präparat
➏ Sperrfilter (Emissionsfilter)
➐ Okular
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Wirkungsweise der Filter
Das Anregungsfilter liefert den 
kurzwelligen Teil des Lichts, 
welches den Farbstoff anregt. Hier 
dargestellt als blaues Licht.

Der Sperrfilter blockt das 
Anregungslicht.

Erwünscht ist nur der 
fluoreszierende  Anteil.
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Wirkungsweise der Filter
Schalten wir das Licht hinzu, 
erkennen wir, wie der 
Anregungsfilter wirkt.

Nur der überlappende Teil
(blau/orange) kann den Filter 
passieren. Auf diese Weise wird 
Streulicht durch die Anregung 
ausgeschlossen.
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Wirkungsweise der Filter

Das anregende Licht kann die 
Probe ungehindert erreichen und 
an den Farbstoff-Molekülen 
Fluoreszenz auslösen.

Das vom Farbstoff emittierte 
Fluoreszenz-Licht kann den 
Sperrfilter passieren.

Das Streulicht (z.B. Anregung) wird 
entfernt.

Anregung und Emission von Acridinorange
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Entstehung des Bildes
Nur die vom Farbstoff angefärbten 
Teile der Zelle leuchten farbig auf.

Wir haben nun erreicht,  dass der 
Ort der Lichtquelle in der Zelle 
selbst liegt. Auf diese Weise lassen 
sich bestimmte Teile der Zelle 
gezielt darstellen.

Optische Einflüsse der Zelle auf 
die Abbildung werden vermindert.

Anregung und Emission von Acridinorange
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Fluoreszenz-Mikroskopie

Im Vergleich
Das Hellfeld liefert Amplituden- 
bzw. Phasen-Bilder des gesamten 
Objekts.

Die Fluoreszenz liefert Licht vom 
Ort des Geschehens.

Wir können chemische 
Substanzen gezielt markieren und 
die chemischen Veränderungen in 
der Zelle beobachten.
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Live Cell Imaging

Nano-Aquaristik
Drei Esslöffel Wasser von der 
Oberfläche eines Buntbarsch 
Aquarium wurden mit Erdlösung 
angesetzt und täglich mit einigen 
Tropfen Milch gefüttert.

Erdabkochung:
Ein Teil ungedüngte Gartenerde mit einem 
Teil Wasser kochen, zweimal je 2 Stunden bei 
120°C sterilisieren. Für Kulturlösung 1:10 bis 
1:50 mit sterilem (abgekochtem) Wasser 
verdünnen.
Literatur:
Max Meyer, 1984: Kultur und Präparation der 
Protozoen. Kosmos-Verlag, Stuttgart.
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Makrofotografie:
Eine gut gehende Kultur Paramecien.
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Live Cell Imaging

Live Cell Imaging
Beobachtung
der Vorgänge
in der lebenden
Zelle.

Zeitaufgelöste
Beobachtungen
zeigen die Abläufe
in der Zelle.

Bei der Färbung ist die Herausforderung zu lösen, Farbstoffe zu 
finden, die selektiv färben, andererseits die chemischen Vorgänge 
der Zelle nicht stören, oder gar zerstören und zum Zelltod 
führen.
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Live Cell Imaging

Ausgewählte Fluoreszenz-Farbstoffe (Stand: 11/2013)

Farbstoff Zweck Anregung Live ab €

Acridinorange Nucleus, DNA, RNA, pH-Indikator 460-500 nm + 4,00

DAPI Nucleus (DNA) 358 nm - 80,00

Hoechst 33258
Hoechst 33342

Nucleus (DNA) ~350 nm + 120,00

Rhodamin 6G lipophil, Mitochondrien, 
Endoplasmatisches Reticulum (ER)

~530 nm + 6,00

Rhodamin 123

lipophil, Mitochondrien, 
Endoplasmatisches Reticulum (ER) ~507 nm + 90,00

Rhodamin B lipophil, Lysosome, Acidosome ~510 nm + 6,00

MitoTracker Green Mitochondrien 490 nm + 170,00

MitoTracker Red

Mitochondrien

581 nm + 170,00

DiOC6(3) Endoplasmatisches Reticulum 484 nm + 140,00

DiI (DiIC18[3]) Lipide 550 nm + 110,00

Calcein Calcium, Endocytose 494 nm + 80,00

Eosin Plasma, unspezifisch ~520 nm + 6,00

Fluorescein unspezifisch 496 nm + 4,00
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Live Cell Imaging

An der Börse
am 11.11.2013, 12:14 Uhr:

1) Molekulargewicht 438,09 g/mol, C17H19N3 x HCl x ZnCl2
2) Molekulargewicht 301,82 g/mol, zinkfreies AO

Substanz Menge Preis Preis je 1 g

Gold 1,000 g 958,70 € 958,70 €

Acridinorange von Omikron1) 1,000 g 3,95 € 3,95 €

Acridinorange von Life Technologies2) 1,000 g 147,00 € 147,00 €

Hoechst 33342 100 mg 119,00 € 1.190,00 €

Calcein AM 1 mg 139,00 € 139.000,00 €
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Live Cell Imaging

Steckbrief
Acridinorange (AO)
DNA, RNA, pH-Wert: Lysosomen, 
Acidosome, Vakuolen (grün bis 
orangerot)

Anregung und Emission von Acridinorange

Verwechslungsgefahr:
Molares Gewicht beachten: Die Hersteller 
bieten unterschiedliche Salze des 
Acridinorange, etwa Zink-Salze an. Diese 
haben ein anderes molares Gewicht.

Derivate: Nonyl-Acridinorange, zur Färbung 
von Mitochondrien.
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Live Cell Imaging

Acridinorange
Über die Avogadro-Konstante 
besteht der Zusammenhang 
zwischen der Masse und der 
Menge von 6,022· 1023 Atomen:

AO1):	
 438,09 g/mol
H2O:	
 18,02 g/mol

10 mg AO gelöst in 50ml Wasser 
entspricht einer Konzentration 
von 456 µM1) oder 0,46 mM.

1) Die alte Schreibweise der Einheit M wird in 
der Literatur bis heute benutzt. In SI-Einheiten 
umgerechnet: 1 M = 1 mol/l.

Eine digitale Waage mit hoher Auflösung 
bekommt man im einschlägigen Online

Versandhandel ab 30,- €.
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Live Cell Imaging

Licht-induzierter Zelltod bei 
Einsatz von Fluoreszenz-
Farbstoffen. Einflussfaktoren:
• Konzentration
• Intensität des Lichts
• Einwirkdauer
• Konstitution der Zelle

Bei richtiger Anwendung kann dies 
vermieden werden.

Literatur:
Raab O., 1900. Zeitschrift f. Biologie, 39, 
524-546

Anwendung von Acridinorange
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Live Cell Imaging

Phototoxizität
Acridinorange Lösung 0,01%:
10 Teile der Probe mit 1 Teil dieser 
Farbstoff-Lösung ergibt einen 
hellen, grünen Hintergrund.

Diese Konzentration wirkt letal 
(=tödlich) auf kleine Ciliaten und 
auch Paramecium.

Was der Romeis verschwieg...

Überhöhte Konzentration von AO: Nach Einschalten
der Beleuchtung stirbt die Zelle innerhalb 1 Minute.

Das Cytoskelett löst sich dabei auf.

00:53

01:13

01:34
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Live Cell Imaging

Werkzeug
Eine einstellbare Mikroliter-Pipette 
ist ein nützliches Werkzeug (um 
100,- €). Messpipetten aus Glas 
sind zwar günstiger. Man benötigt 
jedoch einige davon.

Einstellbare Pipetten gibt es für verschiedene 
Volumen: von 0,1-10 µl bis 100-1000 µl.

Tipp:
Eine einfache Pipette tut es zur Not 
auch. Nach Augenmaß einen kleinen 
Tropfen der 0,02 %-igen Lösung in 10 
ml Wasser lösen. Farbstoff und Probe 
mischen im Verhältnis 1:4 bis1:10.

29
Dienstag, 25. Februar 2014



Thilo Bauer, 2013 Fluorescent Live Cell Imaging mit dem eigenen Mikroskop

Live Cell Imaging

Grundkonzept einiger 
Protokolle:
Konzentration und pH-Wert der 
Kulturlösung sollten weitgehend 
erhalten bleiben. Veränderungen 
werden Stress und ggf. auch 
schnellen Zelltod herbeiführen.

Klartext:
Der Farbstoff wird mit der 
Kulturlösung angemischt, der pH-
Wert ggf. gepuffert.

Die Farbstofflösung wird am besten in der 
sterilen Kulturlösung verdünnt.
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Live Cell Imaging

Kameratechnik
Die Fluoreszenz-Mikroskopie 
erfordert rauscharme Kameras.

Grundrauschen1): <5 e- (rms)

Damit übertreffen moderne 
DSLRs die technischen Daten 
gekühlter CCD Kameras.

1) Dieser Wert entspricht Messungen zweier 
Canon EOS 60D bei ISO 400. Mit einer dieser 
Kameras wurden die Fotos und Videos für 
diese Präsentation erstellt.

Digitale Bildverarbeitung bietet auch ohne Stacking
eine deutliche  Verbesserung der Schärfentiefe.
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Live Cell Imaging

Kameratechnik
Eine unterschiedliche Färbung 
weist oft auch auf unterschiedliche 
Reaktionen in der Zelle hin.

Digitale Farbauszüge bieten die 
Möglichkeit die unterschiedlich 
gefärbten Regionen besser zu 
trennen und zu interpretieren.
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Macronucleus
➘

Phagosom ➙

Live Cell Imaging

Photobleaching
Das Anregungslicht bleicht den 
Fluoreszenzfarbstoff häufig nach 
kurzer Zeit aus.
Oxydationsprozesse bzw. eine 
Destabilisierung der DNA sind die 
Ursachen.

Görtz, H.D., 1988. Paramecium. Springer, 
Berlin, Heidelberg. 

Freifelder D., 1961. Damage by Visible Light to 
the Acridine Orange-DNA Complex. Biophys. 
Journal, vol. 1, issue 5, pp. 389-400

     ➚          ➚
Micronucleus
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Live Cell Imaging

Befund
AO färbt Paramecien teilweise 
orange-rot. Mögliche Gründe:
• pH-Indikator
• Anionen, wie NO3-

• Ernährung (Chloroplasten)
• Konzentration
• Quenching
• Fluoreszenzlöschung
• Filtereffekte

Han J., & Burgess K. (2009). Fluorescent 
indicators for intracellular pH. Chemical 
reviews, 110(5), 2709-2728.

Verschiedene Konzentrationen von Acridinorange
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Live Cell Imaging

These
Als Aquarianer weiß man 
natürlich, dass stete Fütterung 
ohne Wasserwechsel zu 
Eutrophierung führt und Anionen, 
wie NO2- und NO3- zunehmen.

Die Überprüfung ergab:
pH-Wert, NO2- und NO3- Werte 
der Kultur sind i.O. Es muss also 
weiter geforscht werden.

Wassertests bekommt man günstig im 
Zoofachhandel.
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Live Cell Imaging

Acridin Orange Particles
Verschiedene Thesen über die 
wahre Natur dieser roten 
Färbungen wurden bei 
Untersuchungen an HeLa Zellen 
verworfen:
• Mitochondrien bzw. RNA
• Reaktion auf Verletzung
• Ausfällung oder aufgenommene 

Feststoffpartikel.

Robbins E. et al., 1964: Dynamics of Acridine 
Orange Cell Interaction. Journal of Cell Biology, 
vol. 21, p.49-62

Acridin Orange Particles (AOP)

← Makronukleus

AOP (rot) 
➘

← Phagosom (Nahrungsvakuole)

36

← pulsierende
Vakuole

← pulsierende
Vakuole
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Live Cell Imaging

Acidosome
Diese Organellen wurden neben 
Phagosomen und Lysosomen als 
weiterer Typus von Vesikeln für 
Paramecium beschrieben.

Erklärung: In diesen Organellen 
konzentriert sich das basische 
Acridinorange. Das Maximum der 
Fluoreszenz verlagert sich hin zu 
roten Wellenlängen (Filtereffekt).

Allen R. D. & Fok A. K., 1983: Nonlysosomal 
Vesicles (Acidosomes) Are Involved in Phagosome 
Acidification in Paramecium. Journal of Cell 
Biology, vol. 79, p.566-570

← Makronukleus

Acidosome (rot) 
➘

Phagosom
              ➘

37

pulsierende Vakuole
➘

← pulsierende Vakuole

Mysterium Acridin Orange Particles
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Live Cell Imaging

Unter dem 
Elektronenmikroskop
Die Lysosomen von Paramecium 
sind offenbar viel kleiner, als die 
Acidosome, die hier den Rand eines 
Phagosoms (Nahrungsvakuole) am 
Ende des Zellmunds bilden.

Quelle der Aufnahme:
Allen R. D. and Fok A. K., 1983. Journal of Cell 
Biology, vol. 79, p.566-570

           ➚
Acidosom 

               ➙

               ➙
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Lysosome

Mysterium Acridin Orange Particles

0,5 µm
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Live Cell Imaging

Acidosome als wahrscheinliche Lösung des 
Problems der Acridin Orange Particle

Mysterium Acridin Orange Particles
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Plan-Neofluar 63x/0.85 Ph3
Fluoreszenz von AO
Zeiss Filtersatz 09 + LED 470 nm
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Live Cell Imaging

Beifang
Zur eindeutigen Klärung der 
Fluoreszenz sollte man unbedingt 
Aufnahmen ohne Farbstoff 
erstellen!

Autofluoreszenz von Chlorophyll 
konnte in der Kultur nach längerer 
Standzeit nicht mehr nachgewiesen 
werden. Jedoch wurden rot 
gefärbte Organellen auch in den 
übrigen Einzellern nachgewiesen: 
Amöben, Flagellaten und kleinere 
Ciliaten.

Anwendung von Acridinorange

Mikronukleus →
← Makronukleus

Phagosomen
(rot) ➘

} Plasma

← Vakuole

50 µm

Beifang
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Live Cell Imaging

Mitose Phasen
Mit Acridinorange lässt sich der 
Zellkern färben, so dass auch die 
Phasen der Kernteilung in der 
lebenden Zelle sichtbar werden.

AO fluoresziert
bei Kernen in
Mitose gelbgrün.

Mitose (Telophase) zeigt 
Chromosomen Strukturen

Vermutlich Chilodonella spec.

Phasenkontrast: Plan-Neofluar
40x/0,75 Ph2,  Emissions-Filter

Acridinorange, LED blau (470 nm)
N-Achroplan 63x/0,85 Ph3
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Live Cell Imaging

Rhodamin 6G
& Rhodamin 123
• Mitochondrien
• Endoplasmatisches Reticulum
Rhodamin B
• Lysosome, Acidosome

Verwechslungsgefahr:
Rhodamine bilden eine ganze Klasse von 
Farbstoffen, z.B.:
• Rhodamine B
• Rhodamine 6G
• Rhodamine 123
• Rhodamine 110
• Sulforhodamin 101, „Texas Red“
• Tetramethylrhodaminester: TMRM, TMRE

Anregung und Emission von Rhodamin 6G
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Live Cell Imaging

Rhodamin B
Das lipophile Rhodamin B ist 
ebenfalls ein Farbstoff, der saure 
Organellen anfärbt. 

V. Steyeren F. et al., 1996. Rhodamine B, a 
Fluorescent Probe for Acidic Organelles in 
Denervated Skeletal Muscle. Journal of 
Histochemistry and Cytochemistry, Vol 44, 
No. 3. pp. 267-274

Rhodamin B nach 48 h
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Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Videobild: 1/30 Sek,  ISO 6400
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Live Cell Imaging

Doppelfärbung
Zum Nachweis der Färbewirkung 
von Rhodamin B wurde hier mit 
Acridinorange gegengefärbt.

Das Ergebnis der Färbung hängt 
von vielen Faktoren ab, etwa 
Zelltyp, Membranpotential und 
Inkubationszeit.

Rhodamin B färbt bei Paramecium 
ähnliche Strukturen, wie 
Acridinorange: Acidosome und 
Phagosome.

44

Acridinorange & Rhodamin B
Doppelfärbung zur Differenzierung

Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Videobild: 1/30 Sek,  ISO 6400
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Live Cell Imaging

Rhodamin 6G
Konzentration: ~80 nM
Inkubation: 4 Tage

Gear A. R. L., 1974. Rhodamine 6G: A 
potent Iinhibitor of Mitochondrial Oxidative 
Phosphorylation. J. Biol. Chem., 
249:3628-3637. 
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Rhodamin 6G
Anregung: 470 nm

Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2
Videobild: 1/30 Sek,  ISO 6400
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Live Cell Imaging

Rhodamin 6G
Der Farbstoff färbt spezifisch das 
endoplasmatische Reticulum sowie 
Mitochondrien.

Hier wird eine andere Färbung 
deutlich: Das Cytostom wird von 
Acidosomen flankiert und bildet 
ein neues Phagosom.
Beale G., Preer J., 2008. Paramecium, Genetics 
and Epigenetics, CRC Press.

Baptista A., et al., 2003. Journal of Liposome 
Research 13.2, p.123-130.

Hauser K., et al., 2000. Molecular 
Microbiology, 37.4, p. 773-787.
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Cytostom  
➘

Macronucleus

 Acidosom
➘

← ER

← Zellmund

← Phagosom
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Live Cell Imaging

Elektrophysiologie
In den Zellen von Paramecium 
existiert ein elektrisches Potential.

Zwischen Kopf und Ende aber 
auch zwischen innen und außen ist 
dieses Potential als Spannung 
messbar (mV).

Verantwortlich für diese Spannung 
ist der Ionenhaushalt von Kalium 
und Calcium in der Zelle.

Görtz, H.D., 1988. Paramecium. Springer, 
Berlin, Heidelberg. 
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EK

ECa

-33 mV

-93 mV

+116 mV
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Live Cell Imaging

Elektrisches Paramecium
Auch bei Mitochondrien existiert 
ein Membranpotential ΔΨm 
zwischen dem Inneren und dem 
Zellplasma.

Mit Hilfe von Rh-6G und Rh-123 
kann dieses gemessen werden.

Im Normalfall wird man bei 
Paramecium jedoch weitgehend 
Autofluoreszenz beobachten.
Johnson, L.V. et al., 1981.  Monitoring of Relative 
Mitochondrial Membrane Potential in Living Cells 
by Fluorescence Microscopy.  J. Cell Biology, 88, 
p. 526-535
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Paramecium in Autofluoreszenz

Endosymbionten ➙
(Bakterien)

Phagosom ➘
         ➘

kontrakt. Vakuole
                  ➘

10 µm

Färbung mit Rhodamin 123
Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Belichtung: 0,5 s
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Live Cell Imaging

Mitochondrien in 
Paramecium

Die nächste Aufnahme ist eine 
echte Premiere…
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Live Cell Imaging

Membranpotential
Mitochondrien sind sehr variabel 
in der Form und teilen sich sogar. 
Nicht immer erscheinen sie 
länglich.

Das Membranpotential ist durch 
Präparation des Kulturmediums so 
eingestellt, dass die Mitochondrien 
gut gefärbt werden können.
Perasso, R. & Beisson, J., 1978. Temporal pattern 
of mitochondrial multiplication during the cell 
cycle of Paramecium. Biol. Cell, 32, 275-290. 

Bereiter-Hahn, J. and Vöth, M., 1994. 
Microscopy Research and Technique, 27, p.
198-219
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Paramecium in Rhodamin 123 Färbung
Plan-Neofluar 40x/0,75 Ph2, 1/30 s
Ausschnitt aus einer Videosequenz

5 µm

Mitochondrium
           ➘

       ➚
Phagosom
            ➘

Macronucleus
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Live Cell Imaging

Mitochondrien in Zwiebelhaut
Ein Stück Zwiebelhaut in einen Tropfen 
0,9% NaCl-Lösung (Meersalz, kein 
Speisesalz) oder PBS Pufferlösung auf den 
Objektträger flach auslegen. Färben mit 
einem Tropfen 1 µM Rhodamin 6G oder 
Rhodamin 123 und mit einem Deckglas 
bedecken. Die Inkubationszeit sollte 
mindestens 15 min betragen, danach 
mindestens 2- bis 3-mal in Abstand von 3-5 
Minuten mit einem Filterpapier unter 
Deckglas NaCl-Lösung (oder PBS) 
durchspülen. Die Flüssigkeit sollte in 
Fluoreszenz keinen hellen Hintergrund 
mehr ergeben.

Rhodamin 123 und Rhodamin 6G in 
Fluoreszenz mit FITC Filter betrachten. 
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Mitochondrien in Zwiebelhaut

10 µm

Mitochondrien
    ➘
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Live Cell Imaging

Mitochondrien in der 
Zwiebelhaut

Rhodamin 123, Blauanregung, 
AHF Filter 380/480/550 nm
Belichtung: 1/30 Sek, ISO automatisch;
Filmsequenzen an der Umschaltung
zur Fluoreszenz geschnitten
und Ausschnitt vergrößert.
Phasenkontrast manuell
farbkorrigiert, Fluoreszenz
kontrastiert mit QuickTime Pro.
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10 µm

←Macronucleus

←Macronucleus
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Live Cell Imaging

Homöopathie
der Fluoreszenz

• Licht induzierter Zelltod bei 
hoher Konzentration

• Farben hängen ebenfalls von 
der Konzentration ab

• Darstellung der Mitochondrien 
mit Rhodamin 6G oder 
Rhodamin 123 erfordert einen 
höheren präparativen Aufwand

53

Coleps spec. - Rhodamin 123

Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Videobild: 1/30 Sek,  ISO 1600

Mitochondrium
↘

 ← Phagosom
↙

Macronucleus? →
20

 µ
m
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Live Cell Imaging

Molekularbiologie & 
Membranpotentiale

• Bestimmung des 
Membranpotentials über die 
Helligkeit der Fluoreszenz 
bestimmter Farbstoffe

• Das Potential wird durch die 
Konzentration von Ionen 
bestimmt

• Das Membranpotential steuert 
auch die Aufnahme einiger 
Farbstoffe (z.B. Mitochondrien)
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Glockentierchen in Acridinorange
mit großem Macronucleus

Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Einzelbild: 1/100 Sek

Phagosom ➘
               ➘

← Macronucleus
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Live Cell Imaging

Multitalente

• Acridinorange ist ein wahres 
Chamäleon, Zellkerne von 
Paramecium färbt es offenbar 
weniger erfolgreich

• Rhodamin B: Phagosome, 
Lysosome und Acidosome. 

• Rhodamin 6G und Rh-123: 
Mitochondrien

• Rhodamin 6G: 
endoplasmatisches Reticulum 
tierischer Zellen
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Kleinstamöben gefärbt mit Rhodamin B

Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph2, Videobild: 1/30 Sek,  ISO 3200
Photoshop: Komposit aus Phasenkontrast + Fluoreszenz

10 µm
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Wichtiger Hinweis

Einige Farbstoffe, die 
Mitochondrien und Zellkern 
anfärben, gelten als potentiell
teratogen1), mutagen2) und 
cancerogen3).

• Schutzbrille, UV Licht!
• Handschuhe
• Chemikalien entsorgen
• Sicherheitsdatenblatt beachten

Link Handschuhe & Lösemittel:

1) Erbgut schädigend
2) Mutationen auslösend
3) Krebs erregend
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http://aci.anorg.chemie.tu-muenchen.de/sicherheit/Hautschutz/unifreiburg_handschuhmerkblatt.pdf
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Fluoreszenz 
Experimentier Bausatz
für kleines Geld

Die Beleuchtungseinheit:

• Moderne LED-Beleuchtung
• LED-Reflektor
• Anregung: 470 nm (blau)
• Betrieb mit 3x AA Batterie

Fluoreszenz-Bausatz:
LED 470 nm, Reflektor und Stromquelle.
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Fluoreszenz 
Experimentier Bausatz
für kleines Geld

Die Fluoreszenz-Filtereinheit:

• Umfangreicher Filtersatz aus 
Filterfolie

• Inklusive Angabe der Filter-
Transmissions-Kurven

Fluoreszenz-Bausatz:
Filtersatz aus Folienfilter
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Fluoreszenz 
Experimentier Bausatz
für kleines Geld

Der Prototyp an einem
Zeiss Standard Junior:

Hier im Auflicht-Fluoreszenz-
Modus.

Prototyp im Detail
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Fluoreszenz 
Experimentier Bausatz
für kleines Geld

• Moderne LED-Beleuchtung
• Umfangreicher Filtersatz
• Betrieb mit 3x AA Batterie
• Primärfluoreszenz
• Sekundärfluoreszenz
• Für jedes Lichtmikroskop

Kosten: 15,-€

Prototyp des Fluoreszenz-Bausatz:
Primärfluoreszenz im Algenpräparat

aufgenommen mit einem iPhone
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Vielen Dank für Ihre 
Aufmerksamkeit.

„Notorische Fluoreszenz-
Mikroskopiker lassen sich daran 
erkennen, daß sie oft nicht mehr 
wissen, wie man ein Mikroskop 
köhlert.“

Aus einem Skript zur Immunfluoreszenz.

Amöben gefärbt mit Acridinorange
Plan-Neofluar 40x/0,75 Ph2
Komposit: Phasenkontrast und Fluoreszenz
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Versuch 1

Das Datenblatt der Firma Nichia 
Corp. gibt den spektralen Verlauf 
der blauen LED des Fluoreszenz-
Experimentier-Bausatz wieder.

Aufgabe:
Bestimmen Sie anhand der 
Transmissionskurven des Folien-
Filtersatzes ein geeignetes 
Filterpaar für das Anregungsfilter 
und das Emissionsfilter für den 
Farbstoff Acridin Orange.

Spektraler Verlauf der 470 nm LED
62
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Versuch 2

Aufgabe:
Bauen Sie mit Hilfe der Filter aus 
Versuch 1 ein Fluoreszenz-
Mikroskop auf.
Beobachten Sie ein Präparat 
Ihrer Wahl mit der Fluoreszenz-
Anordnung. Erstellen Sie Fotos 
mit dem Smart-Phone (Zoom 
nutzen).

Welche Probleme ergeben sich?
Was lässt sich ggf. verbessern?
Genügt ein Filter?
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