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Langpass -
Kurzpass — Steilpass

KURZANLEITUNG ZUR AUSWAHL VON
FLUORESZENZFILTERN

Bei Fluoreszenzanwendungen ist oft der Dichroit das
begrenzende Element. Ein Leitfaden hilft beim Erstellen
der Spezifikation.

i so wird sie mit Fluoreszenzmarkern ver-

sehen. Den Aufbau eines solchen Expe-
riments zeigt Bild 1b. In einem Fluo-
reszenzfilterwiirfel passiert das ein-
fallende Licht den Anregungsfilter.
Das gefilterte Licht wird vom Dichro-
iten reflektiert und fallt auf das Fluoro-

phor. Das ldngerwellige Fluoreszenzlicht
passiert den Dichroiten und den Emis-
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nen Boom: Dank bildgebender Fluo-
reszenzmethoden kommen Biologen
den komplexen und teilweise dynamischen

Die Fluoreszenzmikroskopie erlebt ei-

Prozessen in der Zelle auf die Spur. Auch in
der Routinediagnostik bewahren sich ver-
einfachte Varianten dieser Verfahren. Der
grundlegende Mechanismus ist der gleiche:
Eine kurzwellige Anregung erzeugt eine lan-
gerwellige Fluoreszenz (Bild 1a). Fluores-
ziert die gesuchte Substanz nicht von selbst,

sionsfilter und gelangt auf den Detektor.
Der Emissionsfilter sperrt gestreutes Anre-
gungslicht, und im Ergebnis sieht man
eine leuchtende Fluoreszenz vor dunklem
Hintergrund.

Bei Bandpassfiltern, Kurz- und Langpés-
sen hat sich eine kleine technische Revolu-

Fluoreszenzwiirfel

t

1 Fluoreszenzwiirfel
sind Mikroskopzu-
behor: (a) Der weie
Strahl kommt von
der Lichtquelle. Blau
ist der Anregungs-
strahl, die Fluores-
zenz ist in diesem
Fall griin; (b) prinzi-
pieller Aufbau eines
Fluoreszenzwiirfels
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tion ereignet. Die Kanten werden ungeahnt
steil, die Transmissionen hoch, und die
Unterdriickung unerwiinschter Bander er-
reicht vorher kaum fiir mdglich gehaltene
Werte. Ein Beispiel dafiir ist die <Alpha¢-Se-
rie von Omega Optical [1]. Mittlerweile ist
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genschaften und Wirkungen des Dichroi-

ten im Fluoreszenzfilter erldutern und an-

wenderspezifische Fragen beantworten.

W Muss der Einfallswinkel 45° betragen,
oder kommt man auch mit weniger
aus?

Filterbeispiele
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2 (a) Beispiel DS: g ische G licke zirka 5,5 pm, Kantenbreite (Delta 0D6, sechs GroBen-
ordnungen) zirka 2 Prozent relativ, also 10 nm bei 505 nm Anregungswellenlénge; (b) Beispiel DN: 78
Schicl ische G licke zirka 8,4 pm, Kantenbreite (Delta 0D6) zirka 4 Prozent relativ,

also 20 nm bei 505 nm Anregungswellenldnge

in vielen derartigen Systemen der Dichroit
das leistungsbegrenzende Element. Warum
das so ist: Bandpassfilter sowie Kurz- und
Langpdsse sind immer fiir senkrechten
Lichteinfall ausgelegt; die Polarisation des
Lichts spielt keine Rolle. In der Natur des
Dichroiten liegt aber die schiefe Inzidenz,
und damit tauchen Polarisationseffekte auf.

Den richtigen
Dichroiten auswahlen

Die Anwender loten bei neuen Produkten
gern die technischen Moglichkeiten aus
und stoRen auf anwenderspezifische Gren-
zen. Folgende Kurzanleitung soll die Ei-

Je groRer der Umlenkwinkel, desto brei-
ter ist der Kantenbereich. 90° Umlenk-
winkel sind zufrieden stellend, 60° sind
besser, 30° noch besser.
Kann der parallele Strahlengang rea-
lisiert werden?
Paralleles Licht ist einr nahezu zwin-
gende Forderung. Die Divergenz des
einfallenden Biindels sollte hochstens
2 bis 3° betragen. Je niedriger der Um-
lenkwinkel, desto gréRer kann auch die
Divergenz sein. Mit zunehmendem Ein-
fallswinkel verschiebt sich die Kante ins
Kurzwellige.
m Ist Laseranregung sinnvoll?

Ist die Anregung ein s-polarisierter IX
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Spektralkurven verschiedener Dichroiten
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I3 Laser, so kann die Kante, mit einer
Beschrankung iiber die Breite des Emis-
sionsbereichs, beliebig steil gestaltet
werden. Je breiter der Emissionsbe-
reich, desto gréRer ist der Aufwand fiir
die Steilheit der Kante (Bild 2a).

m Wie ist das bei natiirlichem Licht?
Fiir eine Anregung mit natiirlichem
Licht ist die Kantensteilheit ebenfalls
mit der Breite des Emissionsbereichs
verkniipft. Auch hier lassen sich steile
Kanten herstellen, aber eben nicht be-
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liebig steil und auch nur mit erhdhtem
Aufwand (Bild 2b). Hinzu kommt hier,
dass die tiefe Sperrung (>0D6¢) nur fiir
einen schmalen Spektralbereich gilt.
mAb welcher konkreten Wellenlinge
soll transmittiert oder auch reflek-
tiert werden, und wie breit muss der
Transmi. bezieh ise Re-
flexionsbereich sein?
Bild 3 illustriert den Zusammenhang
zwischen Kantensteilheit und Breite
des Reflexions- beziehungsweise Trans-
missionsbereichs im Detail. Als Faust-
formel gilt: Je steilkantiger der Dich-
roit, desto schmaler ist der zur Verfii-
gung stehende Anregungs- und
Fluoreszenzbereich (und umgekehrt).

9

m Welche Rolle spielen Fertigungstole-

ranzen bei der Spezifikation eines
Dichroiten?

Beziiglich der Fertigungstoleranzen wird
immer mit mindestens 1 Prozent Schicht-
dickeninhomogenitat gerechnet. Diese
Inhomogenitét kann sich {iber die Fla-
che oder von Teil zu Teil und von Charge
zu Charge ergeben. Fiir eine Kantenlage
bei 515 nm kann daraus beispielsweise
eine Toleranz von +5 nm resultieren.
Anregung und Emission konnen des-
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halb nicht mehr getrennt werden, wenn
diese nur 10 bis 15 nm auseinander lie-
gen.
m Was ist auBerdem zu beachten?

Die beiden in Bild 2 dargestellten Bei-
spiele sind iiber weite Bereiche giiltig.
Die Abszisse kann lber die Wellenzahl
beliebig verschoben werden. Die ge-
zeigten Beispiele sind so auch im UV re-
alisierbar, allerdings verbunden mit stei-
gendem Aufwand. m

Fazit: Dichroiten — was der
Anwender wissen muss

Sieben Antworten auf anwenderspezi-
fische Fragen zur Funktion und zur
Wirkung von Dichroiten in Fuoreszenz-
filtern.
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