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1 Einleitung

Die Lichtmikroskopie ist ein sehr niitzliches Werkzeug, um Objekte in der Gréfenordnung der Lichtwel-
lenlédnge aufzulésen. Die Biophysik, welche die Untersuchung von Zellen und lebenden Organismen als
Gegenstand hat, hat bei der Mikroskopie ganz eigene Anforderungen. Diese konnen mit verschiedenen
Modifikationen und Erweiterungen des klassischen Mikroskops erfiillt werden, wobei in den unterschied-
lichen Mikroskopieverfahren unterschiedliche Aspekte hervorgehoben werden (z.B. Kontrast, Plastizitét,
Zellkern vs. Zellkorper etc.).

Nach einer Kalibrierung der Objektive soll bei diesem Versuch ein numerischer Wert fiir die Avogadro-
Konstante mit Hilfe der Brown’schen Bewegung ermittelt werden. Danach sollen Aufnahmen unterschied-
licher Mikroskopieverfahren betrachtet und vergleichend diskutiert werden.

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Mikroskop, Vergrofserung und Auflésungsvermaogen

Die wichtigsten Bestandteile eines Mikroskops sind in Abb. [T eingezeichnet und beschriftet. Das Objektiv
vergrofert das Objekt und erzeugt ein reeles Zwischenbild. Das Okular dient als Lupe und bewirkt eine
weitere Vergroferung. Es entsteht ein deutlich vergrofertes virtuelles Bild, das letzendlich beobachtet
wird. Aus diesem Grund Setzt sich die Gesamtvergroferung Vgesamt aus den Vergroferungen Vopjektiv
und Voyular einfach zu

VGesamt = VObjektiv - Vokular

zusamimen.

Die Abb. [I]| zeigt ein sehr vereinfachtes Bild; bei handelsiiblichen Mikroskopen kommen in der Regel
ganze Linsensysteme (statt jeweils nur einer Linse fiir Okular und Objektiv) zum Einsatz, um Abbil-
dungsfehler (z.B. sphérische und chromatische Aberration) moglichst zu unterdriicken. Ebenfalls typisch
sind z.B. Blenden zur Regulierung der Lichtintensitét, Spiegel zur Umleitung des Strahlengangs, oder
auch monochromatische Filter und Polarisationsfilter, wie sie bei bestimmten Variationen der Lichtmi-
kroskopie (siehe Abschnitt zum Einsatz kommen.

Auflésungsvermdogen

Das Auflésungsvermogen ist die kleinste Strecke, auf der man Objekte noch unterscheiden kann (d.h. die
kleinste Strecke, die man noch auflésen kann). Sie ist durch das RAYLEIGH sche Kriterium

A

2n sin o

Azxr =1,22 (1)
Dabei ist n der Brechungsindex, A die Wellenlinge des verwendeten Lichtes und o der Offnungswinkel
des Objektivs. Man nennt die Gréfe n sin o numerische Apertur; sie kann z.B. durch Zugabe eines Im-
mersionsols erhoht werden (da dieses die Brechzahl n erhoht).
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Abbildung 1: Schematische Skizze der wichtigsten Bestandteile eines Mikroskops

Erniedrigt man in GIl. den Offnungswinkel «, wird weniger Licht durchgelassen, worunter das Aufls-
sungsvermogen leidet. Eine Erhohung der Wellenléinge (d.h. Verwendung von Strahlung geringerer Ener-
gie) hat denselben Effekt. Gl. hat ihren Ursprung in einer optischen Uberlegung: Die Beugungsbilder
zweier Objekte sind gerade noch unterscheidbar (d.h. die Auflésungsuntergrenze ist erreicht), wenn das 1.
Minimum des einen mit dem Hauptmaximum des anderen Objekts zusammenféllt. Riicken die Objekte
weiter zusammen, verschmelzen die Beugungsbilder; eine Unterscheidung ist dann nicht mehr mdoglich.

2.2 Brown’sche Molekularbewegung
Eine Gleichung fiir die Avogadro-Konstante N4

Bei der Brwon’schen Bewegung beobachtet man bei diesem Versuch eine Art Zitterbewegung von kleinen
Latex-Kiigelchen (Radius 1,1 pm), der dadurch entsteht, dass die Latex-Kiigelchen von Molekiilen der sie
umgebenden Losung auf rein statistisch verteilte Weise gestofien werden. Somit &ndert ein im Mikroskop
beobachtetes Kiigelchen stindig scheinbar zuféllig seine Richtung (random walk).

Es wird also durch die umgebenden Losung thermische Energie aufs Latex-Kiigelchen iibertragen. Die
Enerige wird wiederum durch Reibung wieder ans Medium (die Losung) abgegeben:

Df=kgT (2)

Dabei ist D die Diffusionskonstante, kp die Boltzmann-Konstante und f der Stokes’sche Reibungskoef-
fizient

f=6mnr (3)

Hier ist wiederum n die Viskositdt und r der Radius des Kiigelchens.

Zwischen kg, der Avogadro-Zahl N, sowie der allgemeinen Gaskonstante R besteht der Zusammenhang
R=kpNa (4)

Setzt man den Reibungskoeffizienten geméft Gl. in GL ein und beriicksichtigt dabei Gl. , ergibt
sich fiir die Avogadro-Zahl der Zusammenhang

RT

Ny=——
A 6mnrD

()

Fiir die Bestimmung eines Zahlenwertes fiir N4 sind die Messgrofen T',  und r leicht zugénglich; eine
umfangreichere Aufgabe des Experimentes wird es sein, die Diffusionskonstante D zu bestimmen.



Zur Bestimmung von D

Das Diffusionsgesetz beschreibt den zeitlichen Zusammenhang der mittleren Fluktuation (r?) eines Teil-
chens:
(r*y =2nDt (6)

Uber eine Messung wird es in dem Versuch méglich sein, die Diffusionskonstante D {iber einen linearen fit
zu erhalten und somit nach GI. einen empirischen Wert fiir die Avogadro-Konstante V4 zu bekommen.

2.3 Kontrastmethoden
Phasenkontrast

Ein Strahlenbiindel trifft zuerst auf eine ringférmige Blende, die das Licht einen diinnel Spalt (in Ring-
form) durchqueren lasst. Wenn das Strahlenbiindel durch eine Kondensor-Linse auf die biologische Probe
(z.B. Zelle) fokussiert wird, treffen benachbarte Lichtstrahlen auf unterschiedliche Teile der Probe. Da der
Brechungsindex nicht homogen verteilt ist und auch die Form der Probe nicht homogen ist, hat z.B. ein
aus der Probe austretender Lichtstrahl eine Phasenverschiebung gegeniiber dem Hintergrundlicht (mar-
kiert in Abbildung 2| links).

Die Phasenlage des Hintergrundlichts wird mittels eines in der hinteren Brennebene des Objektivs befind-
lichen optisch dichten Elements (ein Ring aus durchsichtigem, optisch dichtem Material, der sogenannte
Phasenring) so weit verschoben, dass das Hintergrundlicht bei Interferenz mit dem phasenverschobenen
Licht (welches durch die Probe gegangen ist) das phasenverschobene Licht moglichst weitgehend schwécht.
Dadurch erscheint nun die Probe dunkel vor hellem Hintergrund.

Da sich der Brechungsindex anndhernd proportional mit der Dichte der Probe dndert, entspricht die
Helligkeitsverteilung des Bildes in etwa der Dichteverteilung im Proben-Material. Dies ist ein besonders
wichtiger Aspekt bei der Deutung der Bilder. Lediglich Halos, die bei Phasenkontrast-Bildern oft an
Réndern von z.B. Zellen zu sehen sind, verfilschen den rdumlichen Eindruck, d.h. Halos bewirken einen
dreidimensionalen (bzw. dreidimensional wirkenden) Effekt, der nicht unbedingt der réumlichen Struktur
des Objekts entsprechen muf.

Differentialkontrast-Mikroskopie (DIC)

Das erste Nomarski-Prisma (es besteht aus zwei doppelbrechenden Calcit-Prismen, die an der Unterseite
zusammengekittet sind, siche Abb. [2| rechts) sorgt dafiir, dass das Objektiv von zwei senkrecht zueinan-
der polarisierten Wellenziigen durchstrahlt wird. Diese erfahren beim Durchgang durch die Probe eine
Phasenverschiebung. Wenn aber nur einer der Teilstrahlen eine Phasenverschiebung beim Durchgang
durch die Probe erfahrt, wihrend der andere sie ungestort passiert, ist der Phasenunterschied beson-
ders groft — deshalb wird der Rand in DIC-Bildern oft besonders plastisch (daraus kann man natiirlich
nicht einfach auf die Form der Probe schliefen). Nach Zusammenfiihrung der Teilstrahlen im zweiten
Nomarski-Prisma werden die Polarisationsrichtungen durch den Analysator zusammengefiihrt, so dass es
zu Interferenz kommen kann.

Es ist {ibrigens auch wichtig, wie die Probe orientiert ist, d.h. unter Drehung der Probe ergeben sich
andere Bilder. Es ist ebenfalls moglich, mit einem A/4-Pléttchen zusétzlich ein Farbkontrast zu erzeugen.

Wie angedeutet ist das rdumliche Aussehen von DIC-Aufnahmen mit Vorsicht zu betrachten, da Pha-
senverschiebungen teilweise aus Gradienten im Brechungsindex (d.h. Proben-Dichteverteilung), teilweise
aus Gradienten im Gangunterschied (d.h. Probenform) resultieren. Dies ist ein dhnliches Problem wie bei
der Phasenkontrast-Methode. Allerdings kann DIC verwendet werden, um Bereiche aufzulésen, die bei
der Phasenkontrast-Methode von Halos tiberdeckt sind.
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Abbildung 2: Schematische Skizzen fiir Phasenkontrast (links) und DIC (rechts)

Reflexions-Interferenzkontrast-Mikroskopie (Antiflex-Technik)

Vom Licht einer HBO-Lampe wird zunéichst die griine Farbe gefiltert (siche Abb. ). Das Strahlenbiin-
del durchquert ein Blendensystem (Aperturblende und Feldblende) und trifft auf den Polarisator, der
das Licht linear polarisiert. Uber einen halbdurchlissigen Spiegel gelangt das Strahlenbiindel auf eine
Kondensorlinse (hier gleichbedeutend mit dem Objektiv), die eine Besonderheit hat: Es ist darin ein
A/4-Plattchen verbaut, welches eine zirkulare Polarisation bewirkt. Das Strahlenbiindel wird somit (in
zirkular polarisierter Form) auf die Proben-Oberflache fokussiert. Von der Probe gehen die Lichtstrahlen
(gebtindelt) in Richtung des Beobachters ab. Auf dem Weg dahin treffen die Lichtstrahlen nochmal die
A/4-Platte (wo sie wieder linear polarisiert werden) und treten durch halbdurchléssigen Spiegel und Ana-
lysator wieder zum Auge des Beobachters, um dort zur Interferenz zu gelangen. Da aber — wenn man zwei
unterschiedliche Lichtstrahlen betrachtet — die Probe (je nach ihrem Hohenprofil) einen Gangunterschied
zwischen den Lichtstrahlen bewirkt, kommt es (je nach Gangunterschied) zu konstruktiver oder destruk-
tiver Interferenz. Daher ist eine Antiflex-Aufnahme im Prinzip eine (qualitative) Hohendarstellung.

Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird ausgenutzt, dass bei Molekiilen in der Regel die Anregungsfrequenz
nicht der Relaxationsfrequenz entspricht. Der Grund sind Molekiilschwingungen, die vor dem Relaxieren
bereits Energie dissipieren, so dass die Relaxationsfrequenz etwas niedriger ist als die Anregungsfrequenz.
Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird eine Probe mit Fluoreszenzfarbstoff markiert, dessen Anregungs-
und Relaxationsfrequenz charakteristisch und somit vorher genau bekannt sind. Filter 1 in Abb. [3] lisst
nur die Anregungsfrequenz durch, wihrend Filter 2 nur die Relaxationsfrequenz durchlésst. Der Strah-
lengang wird damit leicht versténdlich: Licht, das Filter 1 passiert hat, wird mit einem halbdruchlédssigen
Spiegel auf die Probe gelenkt, wo es den Fluoreszenzfarbstoff anregt. Vor der zweiten Kondensorlinse
(sie entspricht hier im Prinzip dem Okular) sorgt Filter 2 dafiir, dass nur das Licht der Relaxations-
frequenz durchgelassen wird, so dass man die Probe deutlich hervorgehoben sieht (in unterschiedlichen
Intensitaten, je nach Dicke der Probe und Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs).
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Abbildung 3: Schematische Skizze fiir Antiflex-Mirkoskopie (links) und Fluoreszenzmikroskopie (rechts)

3 Versuchsdurchfiihrung und -auswertung

3.1 Kalibrierung von Objektiven; Anmerkung zur Tiefenscharfe

Auf die Probenebene wird ein Kalibriermafstab gelegt. Um bei den jeweiligen Objektiven einer bestimm-
ten VergroRerung eine Pixelzahl zuzuordnen, wird ein Kalibrierungsfaktor k& = [ /p benétigt, der eine reale
Lénge [ (abgelesen auf dem Kalibriermafstab) mit einer Pixelzahl p des Computerbildes verkniipft. Ein
Pixel entspricht der kleinsten auflésbaren Grofe und setzt somit die Auflosungsgrenze fest.

Fiir die Fehlerwerte wurde Al = 0.01] und Ap = 3px gewéhlt. Der Fehler berechnet sich geméaft Grofst-
fehlerabschitzung zu

l

A A
k::»Ak:‘l 4+ |ar
p p

2
p
Die Vergroferung der Objektive und der dazugehorige Kalibrierparameter mit zugehorigem Fehlerbereich
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Objektiv | Kalibrierparameter k (in nm/px)
Ix 1860 =+ 30

20x 369 £4

40x 190 £ 2

63x 118 +1

100x HE1

Die Tiefenschirfe entspricht der maximalen Lénge, in der die Probe vom Fokus des Objektivs weg-
bewegt werden kann, so dass das Bild hinreichend scharf bleibt. Prinzipiell konnte man sie wie folgt
messen: Wiirde man den Kalibriermafsstab nicht gerade, sondern leicht schrig auf die Probenebene legen,
so konnte man direkt auf der Skala des Kalibriermafstabes ablesen und abschétzen, ab welcher Lénge
das die Skala verschwommen und nicht mehr lesbar ist.

3.2 Bestimmung der Avogadrokonstante

Es soll eine Losung mit Latex-Kiigelchen in einer geschlossenen Kammer (Radius 1.1um) verstaut wer-
den. Die Molekiile der Losung stofen — statistisch verteilt — mit den Latex-Kiigelchen und lassen diese
einen random walk vollfiithren. Wichtig ist hier, dass die Kammer dicht verschlossen ist und keine Luft
enthélt, um thermischen Drift zu vermeiden. Diese Kammer wird realisiert, indem zun#chst Vakuum-
paste quadratformig auf ein Glasplattchen aufgetragen wird, so dass man eine Art ,Becken“ hat. Dieses
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Abbildung 4: Spuren der Latex-Kiigelchen iiber einen Zeitraum von 11 s (links) und dazugehdoriger linearer
fit y (t) = (r?) = 4 Dt (rechts)

wird dann mit der Losung mit Latex-Kiigelchen gefiillt. Schlielich wird das gefiillte Becken mit einem
weiteren Glasplattchen von oben verschlossen, so dass man eine geschlossene Kammer hat. Bei einem
random walk sollten die Latex-Kiigelchen Stofe erfahren, die ihre Bewegung ,zuféllig“ erscheinen lassen:
nach zufélliger Zeit verursacht ein Stofs eine zuféllige neue Richtung mit zufélliger neuer Geschwindigkeit.

Ziel ist es, mit Hilfe einer Videoaufnahme (Sequenz von 100 Bildern, die einen Zeitraum von 11s be-
schreiben) die Bewegung der Kiigelchen softwaregesteuert zu verfolgen und geméf

(r*y =4Dt (7)

(dies entspricht Gl. @ mit n = 2 Freiheitsgraden) die Diffusionskonstante D per linearem fit zu bestim-
men.

Einzelne Latex-Kiigelchen

Zunachst werden probeweise zwei Kiigelchen manuell ausgewéhlt und deren Weg in der Ebene iiber die
Zeit verfolgt. Es wird r? iiber ¢ aufgetragen, so dass aus der Steigung des zugehérigen fits D; bestimmt
werden kann. Es ergibt sich:

2
Dy = 2,499 - 101225
S

2
Dy = 1,438 - 101221

Mittelung iiber Schar von Latex-Kiigelchen

Die Gleichung (|7]) benétigt eigentlich eine Mittelwertbildung, wobei aber bei der Betrachtung der einzelnen
Latex-Kiigelchen (r?) = r? gesetzt wurde, was einer sehr starken Vereinfachung entspricht und die starke
Abweicung von D; zu Dy erklart. Es ist softwaregesteuert aber auch moglich, eine Schar von Kiigelchen
automatisch zu verfolgen und auch automatisch eine Mittelung (r?) durchzufiihren. Hier ergab sich

2
Dsenar = (0,76 % 0,08) - 10*12%

Eine Auftragung der Spuren der betrachteten Schar von Kiigelchen sowie des zugehorigen linearen fits
sind in Abb. [4] dargestellt.

Bestimmung eines Wertes fiir N4

Die Avogadro-Konstante N4 lasst sich iiber
R RT
k' 6mvaD

berechnen, mit v als Viskositat des Mediums (hier Wasser mit v = 1mPas), T als Temperatur (" = 300K)
und der universellen Gaskonstanten R = 8§, 314472&. Es ergibt sich:

Ny =

1 1
Ny = (1,5829+0,1) - 10— Literaturwert: 6,02214 - 10?3 —
mol mol



Die deutliche Abweichung vom Literaturwert konnte sich dadurch erkliaren lassen, dass fiir die Bewegung
tatséichlich f < 2 galt, d.h. dass die Bewegung teilweise eingeschrinkter war als zweidimensional. Dies
wiirde bei gleichbleibender Steigung m = 2D f einen kleineren Wert fiir D und somit einen gréferen fiir
N4 ergeben. Es ist z.B. denkbar, dass ein benachbartes (nicht im mikroskopierten Abschnitt sichtba-
res) Luftblafichen, oder ein herausstechendes Stiick der Vakuumpaste die Einschrinkung der Bewegung
bewirkte.

Alternative Verfahren zur Bestimmung von N,

e Eine Alternativimethode, um die Avogadro-Konstante zu messen, ist den Zusammenhang F' = Ne
zwischen der Faraday-Konstante F' und der Elementarladung e auszunutzen.

e Eine weitere Moglichkeit ist Rontgenspektroskopie: Nimmt man einen Kristall (z.B. kubisches Git-
ter) und misst spektroskopisch seine Kantenlénge, 14sst sich N4 aus Kenntnis iiber die Elemetarzelle
(Zahl der Atome, Volumen) bestimmen.

3.3 Vergleich der verschiedenen Mikroskopiemethoden

Im Vergleich zwischen Phasenkontrast und Hellfeld (Abb. |5)) ist der augenfilligste Unterschied, dass die
Phasenkontrast-Aufnahme kontrastreicher und plastischer wirkt. Man sieht wichtige Merkmale (Zellkern,
Zellrand) darin besser als in der Hellfeldaufnahme. Problematisch sind die Halos, welche im Inneren
der Zelle das Auflésungsvermogen deutlich verringern. Insgesamt scheint bei dieser Gegeniiberstellung
die Phasenkontrast-Methode vorteilhafter. Die Hellfeld-Aufnahme kann die Phasenkontrast-Aufname er-
génzen, wenn es um Details geht sowie um den Bereich, der im Phasenkontrast durchs Halo verborgen
ist.
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Abbildung 5: Phasenkontrast- (links) und Hellfeldaufnahme (rechts) desselben Probenausschnitts von
Ratten-Nieren (NRK: normal rat kidney)

Die DIC-Aufnahmen in Abb. [f]sind leider wenig gegliickt; es ist zweifelhaft, ob die abgebildete Struktur
eine Zelle ist. Einige wichtige Merkmale der DIC-Mikroskopie sind trotzdem zu erkennen: Die Strukturen
wirken sehr plastisch, und es ist ein deutlicher Unterschied in der Tiefenschérfe zu sehen (die rechte
Bildhélfte ist deutlich unschérfer und somit weiter vom Objektiv entfernt als die linke Bildhalfte).
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Abbildung 6: DIC-Aufnahmen desselben Probenausschnitts (verschiedene Helligkeitseinstellungen)

In Abb. [7] wird ein Fluoreszenzbild einer Phasenkontrastaufnahme gegeniibergestellt. Das Ethidium-
Bromid zeigt besonders starke Reaktion im Fluoreszenzbild, weil es an DNA/RNA bindet, wihrend
Rhodamin-Phalloidin bei actinreichen (Actin ist ein Protein des Cytoskeletts) Materialien stark fluores-
ziert. Dies erklért die Farbung im Fluoreszenzbild: Ethidium-Bromid hebt die Zellkerne hervor, Rhodamin-
Phallodin den Zellkérper. Im Zellkern-Bereich kommt es zur Uberlagerung und somit zu besonders star-
ker Fluoreszenz. Der Bereich auferhalb des Kerns ist deutlich schwécher hervorgehoben, weil nur noch
Rhoadmin-Phallodin allein fiir die Fluoreszenz verantwortlich ist.

Die Phasenkontrast-Aufnahme reagiert natiirlich nicht auf die Fluoreszenz-Farbstoffe und ist damit eine
gewoOhnliche Aufnahme mit den typischen Merkmalen der Methode: Das Bild ist kontrastreich und ldsst
die Inneren Bestandteile der plastisch und gut erkennbar erscheinen (verglichen mit der Fluoreszenz-
Aufnahme), doch es gibt auch einige Halos im oberen Bereich des Bildes, die die Auflésung insbesondere
im Zellinneren erniedrigen. Trotzdem ist fiir detailliertere Betrachtungen der Zellen und ihrer Bestand-
teile bei diesem Ausschnitt die Phasenkontrastmethode deutlich vorzuziehen, wohingegen fiir grofere
Bildausschnitte die Fluoreszenz-Methode deutlich besser verraten wiirde, wo sich Zellen befinden (z.B.
fiir computergestiitzte Methoden, um fiir statistische Zwecke Zellen pro Flache zu zéhlen).

ilig
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Abbildung 7: Fluoreszenz- (links) und Phasenkontrastaufnahme (rechts) desselben Probenausschnitts.
Der Farbstoff fiir Fluoreszenzmikroskopie sind Ethidium-Bromid sowie Rhoadmin-Phalloidin.



Die Betrachtung der Antiflex-Aufnahmen (Abb. [8]) zeigt sofort einen kritischen Aspekt der Antiflex-
Mikroskopie auf. Zwar bekommt man (aufgrund der Gangunterschiede) ein tatséchliches Héhenprofil
der Probe. Die Gangunterschiede bei destruktiver (im Bild dunkel) und konstruktiver (im Bild hell)
Interferenz sind

A A A 2n+1
Asdestruktiv = 5, 35, 55, N \ Askonstruktiv = 0, A, 2)\, onA n = 0, ]., 2...

Dies bedeutet also, dass man sozusagen nur bei Héhen im Bereich 0 < h < \/2 eine eindeutige Zuordnung
hat, ndmlich A = 0 komplett konstruktive Interferenz (weiff) und h = A/2 fiir komplett destruktive
Interferenz (schwarz), und 0 < h < A/2 fiir die entsprechenden Graustufen. Die in Abb. [§] dargestellten
Proben haben aber mit Sicherheit Hohen h > A/2 (wenn man z.B. das Glaspldttchen, auf dem sie liegen,
als Nullniveau ansieht). Dies kann man daran erkennen, dass der Zellenrand dunkler als die Umgebung
ist. Wére némlich in der tat 0 < h < A/2, wiirde in der Aufnahme der Zellrand einen ,Krater® im
Glaspéttchen verursacht haben (d.h. tiefer liegen als das Glasplittchen, also h < 0), was aber nicht
gegeben ist. Insofern muss man bei der Interpretation von Antiflex-Aufnahmen als Hohenprofile, da der
gleiche Farbwert zu Hohen gehoren kann, die unterschiedlichen (halb- oder ganzzahligen) Vielfachen der
verwendeten Lcihtwellenlénge entsprechen.
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Abbildung 8: Zwei verschiedene Zellen in Antiflex-Aufnahme.



4 Fazit

Die Bestimmung der Avogadrokonstante lieferte zwar einen Wert in der richtigen Gréfenordnung, jedoch
war der gemessene Wert zu klein. Ein Grund dafiir kénnte sein, dass die Annahme von zwei Freiheitsgra-
den (Bewegung in zwei Dimensionen) hier falsch ist, da die tatsichliche Bewegung (zumindest im durchs
Mikroskop betrachteten Bereich) eingeschriankter sein konnte (moglicherweise durch ein benachbartes,
nicht im Ausschnitt gesehenes Luftbléschen).

Der Vergleich der Kontrastmethoden war weitgehend erfolgreich. Lediglich die DIC-Aufnahme ist wenig
gelungen. Trotzdem konnte man auch mit der gegebenen Aufnahme die Eigenschaften des Differentialkontrast-
Mikroskopie gut diskutieren. Auch bei den anderen Mikroskopie-Verfahren konnte man recht gut die Vor-
und Nachteile sehen und diskutieren (z.B. Hohenverhéltnisse, aber nicht absolute Hohen beim Antiflex-
Verfahren) und es ist deutlich geworden, warum oft nur eine Kombination der Verfahren (z.B. DIC oder
Hellfeld zum Auflésen der Artefakte, die von den Halos der Phasenkontrast-Methode iiberdeckt sind,
oder aber Fluoreszenz zum Auffinden von Zellen bzw. Zellkernen und Phasenkontrast/DIC/Hellfeld fiir
die anschliefiende Detailansicht der Zellen) zum bestmoglichen Messergebnis fiihrt.
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