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HCS - ein Optiksystem mit Zukunft

von K.-H. Schade, P. Euteneuer, A. Miiller-Rentz, Leica Microsystems Wetzlar GmbH

Einleitung

HCS — Harmonic Component System — ist
die konsequente Weiterentwicklung des
als universelles o-0Optiksystem fiir die
Durch- und Auflichtmikroskopie mit den
Forschungsmikroskopen Leica DM R 1992
eingefiihrten DELTA-Systems. Neben der
fiir Leica selbstverstandlichen Spitzen-
optik setzte dieses Optiksystem damals
neue Malstédbe fiir den uneingeschrank-
ten modularen Einsatz aller optischen
Kontrastierverfahren [1].

Unsere Zeitwird immer schnellebiger und
die Anforderungen im Bereich Diagnostik
und medizinischer Forschung und insbe-
sondere in der Fluoreszenzmikroskopie
haben sich rapide weiterentwickelt. Der
zunehmende Einsatz von Videotechnik
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Abb. 1: Fortschrittliches Forschungsmikroskop-System
Leica DM R HCS
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sowie elektronischer Bildverarbeitung
macht eine optimale Anpassung des Mi-
kroskopsystems erforderlich und bedingt
neue Anforderungen an das Beleuch-
tungssystem. Hohe Innovationskraft und
-geschwindigkeit sind hier gefragt — Her-
ausforderungen, denensich Leica aus der
Tradition heraus verpflichtet fiihlt.

Das HCS-System tragt diesen neuen An-
forderungen Rechnung. Diese Grundziele
und -merkmale des bewahrten Optiksy-
stems behalten auch weiterhin ihre Giil-
tigkeit. HCS macht das DELTA-System
noch vielseitiger und 6ffnet es fiir die Be-
antwortung heutiger und zukiinftiger An-
wenderforderungen und spezieller Pro-
blemlésungen.

Merkmale des HCS-Systems

Das HCS-System ist gekennzeichnet
durch die »Harmonie« zwischen allen

Komponenten des gesamten Mikroskop-

systems. Es garantiert ein ausgewogenes,

anwendungsgerechtes Angebot mit opti-

malem Kundennutzen. Das HCS-System ist

das Ergebnis einer integralen Systembe-

trachtung unter Nutzung aller technologi-

scher Potentiale. Seine besonderen Merk-

male sind

¢ ausgewogene optische und mechani-
sche AnschluBmalRe,

¢ ausgewogene Abstimmung aller opti-
schen Systemkomponenten untereinan-
der,

e ausgewogene, andwendungssichere
technische Losungen,

e optische Spitzenleistung mit progressi-
ver Fertigungstechnologie.

Harmonie in den optischen
und mechanischen AnschluBmaRBen

Mit nunmehr 65 Jahren Erfahrung im Um-
gang mit Unendlich-Optik in der Mikro-
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skopie hat LEICA hdchste Kompetenz in
der harmonischen Ausgestaltung aller re-
levanten Systemparameter aufgebaut. So
wurden im Laufe der Entwicklung profun-
de technische Erfahrungen mit »langer«
(Bezugsbrennweite 250 mm der Metall-
mikroskope bis 1987) und auch »kurzer«
(Tubuslédnge 160 mm) Bezugsbrennweite
gesammelt und deren Vor- und Nachteile
kritisch analysiert. Als Optimum fiir die lei-
stungsfahige Gestaltung des Gesamtsy-
stems wurde 1992 mit dem neuen Optik-
konzept die Bezugshrennweite 200 mm als
neuer Leica-Standard festgelegt, wobei
die Vorteile der friiheren Systeme harmo-
nisch vereint und deren Systemnachteil
beseitigt wurde [1].

Das klassische RMS-0bjektivgewinde
wurde 1858 von der Microscopical Society
of London als Standardgewinde in der
Mikroskopie eingefiihrt. Die neueren Ent-
wicklungen in der c-0ptik sowie wach-
sende Anforderungen, wie hochaperturi-
ge Objektive fiir die Fluoreszenzmikro-
skopie, lieRen erkennen, dal} das RMS-
Gewinde fiir die weitere Entwicklung eine

fortschritthemmende Einschréankung be-
deutet hdtte. Zur Schaffung neuer Frei-
heitsgrade hat Leica 1992 mit dem DEL-
TA-System das neue Objektivgewinde
M25x0.75 eingefiihrt und vorausschauend
eine wichtige Basis fiir das HCS-System
geschaffen.

Im Zuge der Entwicklung des DELTA-Sy-
stems wurden auch Notwendigkeit und
eventuelle Vorteile einer neuen, vergro-
Rerten Abgleichlange der Objektive unter-
sucht.

Die Abgleichldnge d ist ein rein mechani-
sches MaR, namlich der Abstand zwi-
schen Objektebene und Objektivan-
schraubflache (Abb. 2a). Beim Objektiv-
wechsel durch Revolverumschlag bleibt
die Bildscharfe weitgehend erhalten (Par-
fokalitdt). Die Abgleichlange bestimmt zum
einen den Einbauraum fiir Linsenelemente,
andererseits beeinflullt sie die konstruk-
tive und ergonomische Gestaltung der Ob-
jektive und des gesamten Mikroskopsy-
stems.
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Eine grol3e Abgleichldnge, wie z. B.60 mm
oder mehr, schafft zwar gewisse Vorteile
fiir die Darstellung von Objektiven im
Grenzbereich von Mikroskopie und Ma-
kroskopie, hat aber andererseits erhebli-
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che Nachteile fiir eine technisch und an-
wendungstechnisch ausgewogene Ge-
staltung des gesamten Mikroskop-Pro-
gramms.

Neben einerinvielen Fallen unerwiinsch-
ten VolumenvergrélRerung der Objektive
und der nachfolgenden Optikmodule wirkt
sich eine verlangerte Abgleichldnge auch
ungiinstig auf die Ergonomie aus. Der Ein-
blick bei aufrechten und die Position des
Objekttisches bei inversen Mikroskopen
erhdhen sich mit zunehmender Abgleich-
lange zwangslaufig.

Abb. 2: AnschluBmaRe beim co-Mikroskop: Schemati-
sche Darstellung der Wirkung einer um x vergroBerten
Abgleichldnge d. Bei gleichem Abstand | co zwischen
Objektiv und Tubuslinse, d. h. bei gleichem Einbauraum
fiir Beleuchtungs- und Kontrastierkomponenten
(schraffiert), wachsen die Durchmesser der Optik-
komponenten hinter dem Objektiv sowie deren Abstand
von der Austrittspupille. Bei gleicher Bezugsbrennweite
f,; der Normaltubuslinse verlagert sich das Zwischen-
bild um x.
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Die Lage der hinteren Brennebene (Aus-
trittspupille) der Objektive spielt eine wich-
tige Rolle bei der Korrektion der nachfol-
genden Tubuslinse sowie bei der opti-
schen und geometrischen Auslegung der
im Unendlich-Strahlengang zwischen Ob-
jektiv und Tubuslinse angeordneten Mo-
dule fiir die Bildkontrastierung. Je groer
die Abgleichlange wird, desto groBer wird
der Abstand der Austrittspupille zu den
nachgeschalteten optischen Elementen,
was vergroBerte Durchmesser, Korrek-
tionsprobleme, erhdhte Kosten etc. im
Gefolge hat. eine grollere Objektivab-
gleichlange erhdht die Zentrierempfind-
lichkeit der Objektive generell [2], was sich
gerade bei Hochleistungsobjektiven sehr
nachteilig auswirkt (Abb. 2b).

Nach sorgféltiger Analyse und Abwégung
aller fiir ein homogenes Mikroskop-Pro-
gramm entscheidenden Aspekte hat sich
Leica wie auch bereits mit Einfiihrung der
DELTA-Optik fiir die Beibehaltung der als
Optimum erprobten Abgleichlange 45 mm
entschieden.

Diese fiir das HCS-System weiter giiltigen
AnschluBmale garantieren Harmonie in
der Beantwortung der optischen, mecha-
nischen und ergonomischen Anforderun-
gen an das Gesamtsystem »Mikroskopi-
scher Arbeitsplatz«.

Harmonie in der Abbildung

Die beschriebenen mechanischen und
optischen Anschlulmalie legen den geo-
metrischen Rahmen fest, in dem sich die
fiir die Bilderzeugung und Korrektion der
optischen Abbildungsfehler einzusetzen-
den Optikkomponenten »anordnen« kén-
nen.

Dabei stellen alle mitwirkenden »Kompo-
nenten« — Objektive, Okulare, Tubuslinsen,
Kamera- und TV-Adapter etc. — aufgrund
ihrer unterschiedlichen physikalischen
Aufgabe individuelle Anforderungen an
die Korrektion der physikalisch vorgege-
benen optischen Aberrationen.

Entstehung und Wirkung der fiir die Ab-
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bildung im Mikroskop ma3gebenden und
zu korrigierenden Aberrationen wurden
frither bereits ausfiihrlich beschrieben [1].

Hauptanliegen des Mikroskopbenutzers
ist es, liber ein fiir seine jeweilige Aufga-
benstellung optimal ausgelegtes Mikro-
skop zu verfligen. Aufgabe und Interesse
des Mikroskopherstellers ist es, die aktu-
ellen Anwendungsfelder im Rahmen sei-
nes Gesamtangebotes anwendungsge-
recht und wirtschaftlich fiir seine Kunden
und fiir sich selbst bedienen zu kénnen.

Beider optischen Auslegung des Gesamt-
systems »Mikroskop« und der Verteilung
der Korrektionsanteile auf die beteiligten
Komponenten sind in der Mikro-
skopentwicklung verschiedene Wege be-
schritten worden.

Aufden ersten Blick attraktiv erscheint der
Ansatz, jede Komponente als Individuum
insich selbstaberrationsfrei darzustellen.
Dies ist prinzipiell zwar moglich, jedoch
birgt dieser Ansatz die Gefahr einer »Uber-

frachtung« der Einzelkomponenten mit
Korrektionsmitteln in sich, wodurch zum
einen ein iiberhdhter Kostenaufwand ent-
stehtund zum anderen Grenzen der Mach-
barkeit erreicht oder iiberschritten wer-
den.

Als wesentlich giinstiger hat es sich er-
wiesen, im Rahmen des Gesamtsystems
»Mikroskop« die Korrektion bestimmter
optischer Aberrationen gesamtheitlich zu
betrachten und die Wirkungen auf meh-
rere Komponenten des Systems zu vertei-
len.

Offnungsfehler, Koma und Farbléngsfehler
werden vorteilhaft am Ort des Entstehens,
d. h. in der jeweiligen Komponente korri-
giert. Fiir die Korrektion der chromati-
schen VergroBerungsdifferenz (CVD) so-
wie des Astigmatismus hingegen hat sich
schon sehr friih eine Verteilung der
Korrektionsaufgaben auf die Objektive und
Okulare als vorteilhaft herausgestellt [3].
Seit Einfiihrung der Unendlich-Optik be-
sitzt jedes Mikroskop ein fiir die Erzeugung
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des reellen Zwischenbildes erforderliches
Tubuslinsensystem, das — wie schon frii-
her beschrieben — zur Herstellung eines
bestimmten Korrektionszustandes im
Zwischenbild verwendet werden kann [4]
und damit zusétzlich Freiheitsgrade
schafft.

Mit der DELTA-Optik wurde 1992 die Kom-
pensation der CVD der Objektive von den
Okularen in die co-Tubuslinse verlagert —
ein ebenfalls wichtiger Schritt auf dem
Wege zum HCS-System. Besondere Vor-
teile ergeben sich hierdurch fiir die Kon-
struktion von GroRfeldokularen.

Als Astigmatismus bezeichnet man bei der
optischen Abbildung die typische Erschei-
nung, da3 aulBerachsial gelegene, in ra-
dialer bzw. tangentialer Richtung ausge-
dehnte Objektdetails in unterschiedlicher
Entfernung entstehen, namlich auf der
gewdlbten sagittalen resp. meridionalen
»Bildschale«. Bei beseitigtem Astigmatis-
mus fallen diese zu einer — im einfachen
Fall gewdlbten — »Bildschale« zusammen

(Bildfeldwdlbung). Bei einem idealen op-
tischen System ohne Bildfeldwdlbung und
Astigmatismus liegen die ,Bildschalen” in
der GaulRschen Bildebene, und die Objekt-
details werden im gesamten Sehfeld
scharf abgebhildet.

Die bei korrigiertem Astigmatismus ver-
bleibende Bildfeldwdlbung héngt haupt-
sdchlich vom verwendeten Objektivtyp ab.
Je aufwendiger der Objektaufbau gewahlt
wird, desto geringer wird die Bildfeld-
wolbung. Die GrolRe des Astigmatismus
wird besonders durch die Formgebung der
Linsen bestimmt. Einfache Objektivtypen
wie die Klasse der Achromate besitzen
grundsatzlich einen bestimmen Restantell
an Astigmatismus, wenn die Grundforde-
rung nach aplanatischer Korrektion, d. h.
Korrektion von Offnungsfehler und Koma,
erfiillt ist. Mit ebenfalls aplanatisch korri-
gierten einfachen Okularen konnte dieser
Restastigmatismus mit ausreichendem
Erfolg auf »natiirliche« Weise kompensiert
werden.
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Die zusétzliche Korrektion der dabei ver-
bliebenen Bildfeldwdlbung wurde erst mit
der Entwicklung der aufwendigeren Plan-
objektive mdglich, wobei die Okulare kei-
nen Beitrag leisteten. Die Erfahrung hat
aber gezeigt, dald sich gerade im Hinblick
auf weitere Leistungssteigerung der Ob-
jektive sowie neue Anwendungsanforde-
rungen der Zukunft giinstigere Vorausset-
zungen ergeben, wenn die Korrektions-
aufwendungen fiir die Waélbung und den
Astigmatismus harmonischer auf die be-
teiligten Komponenten — die Tubuslinse
nun eingeschlossen — verteilt werden.
Dies ist mit Einfiihrung des HCS-Systems
geschehen (Abb. 3).

Konkret bedeutet dies, daB ein Teil des
Beitrages der Objektive zur Korrektion der
Bildfeldwdlbung nun durch den neuen, ge-
meinsamen Kompensationsanteil der
nachfolgenden Komponenten erfolgt. Die
Objektive werden hierdurch »entspann-
ter«, und es erdffnen sich neue Freiheits-
grade fiir spezielle Anwendungen.

Field curvature and
astigmatism Delta HCs
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Abb. 3: Kompensation von Astigmatismus und Wdlbung
im DELTA- und HCS-System. Dargestellt sind jeweils die
sagittale und meridionale Bildschale fiir Objektiv,
Tubuslinse und Okular. Im HCS-System ist die Kompen-
sationswirkung harmonisch auf alle Komponenten ver-
teilt.
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Typisch fiir das HCS-System ist die Ver-
wendbarkeit aller bisherigen Objektive des
DELTA-Systems. Die Verwendung HC-ge-
zeichneter Objektive an DELTA-Mikrosko-
pen ist bei geringen Zugestandnissen an
die Feldkorrektion moglich.

Harmonie von Technik und Anwendung

HC PL Apochromate

Die Planapochromate sind die optischen
Hauptleistungstrdger eines Mikroskop-
programms. Lag friither bei klassischer
Anwendung das Augenmerk primér auf
hoher Auflésung und besonders guter
Farbkorrektion im visuellen Bereich, so
sind heute hohe Zusatzforderungen an
Kontrast, Bildfeldkorrektion, UV-A-Trans-
mission, Farbkorrektion im UV-A- und NIR-
Bereich und spezifische Praparatbedin-
gungen hinzugekommen.

Die Serie der Leica-Planapochromate

wurde daherim HCS-System {iberarbeitet
und durch eine Reihe von Hochleistungs-
objektiven fiir ein breites Applikations-
spektrum erweitert (siehe Tabelle 1).

Der konsequente Einsatz der fortschritt-
lichsten Rechnertechnologie in Entwick-
lung, Fertigung und Priifung war fiir die-
sen Schritt notwendig. Mit verbesserten
Korrektionsalgorithmen und neuen Simu-
lationsprogrammen, einer weiterentwik-
kelten Fertigungstechnologie mitrechner-
gestiitzten Montageverfahren sowie auto-
matisierter Priifinterferometrie konnten
Spitzenobjektive im Bereich der theoreti-
schen Leistungsgrenze von Auflésung,
Kontrast und Bildfeldebnung dargestellt
werden.

Kontrast, Bildfeldebnung

Ein weithin akzeptiertes Bewertungs-
kriterium fiir die Beurteilung von Objek-
tiven ist die Definitionshelligkeit nach
Strehl (SDH). Sie gibt das Verhéltnis der


Stephan
Hervorheben


12

HCS - ein Optiksystem mit Zukunft (Fortsetzung)

von K.-H. Schade et al.

Objektiv- Min. Brenn- Deckglas- DIC- DIC- uv- Bestell-
bezeichnung freier weite korrektion Prisma Prisma Trans- nummer
Arbeits- objektiv-  Kondensor mission bei
abstand mm mm seitig 0.90 S1
mm 340 nm 365 nm
*) *)
PLAPO 10x/0.40 2,20 20,0 0,17 A K2 +H+ 506511
PL APO 10x/0,40
IMM CORR 0,36 20,0 0/0,17 A K2 HH 506512
PL APO 20x/0.70 0,59 10,0 0,17 C K2 HH+ 506513
PL APO 20x/0.70
IMM CORR 0,25 10,0 0/017 C K2 o 506514
PL APO 40x/0.85
CORR 0,24 5,0 0,11-0,23 C K3 ++ +++ 506140
PL APQO 40x/
1.25-0.75 OIL 0,10 50 0,17 E K5 + +++ 506105
PL APO 40x/
1.250ILPH3 0,10 5,0 0,17 E K5 + +++ 506106
PL APQ 63x/
1.20 W CORR 0,22 3.2 0,14-0,18 D K5 + +++ 506131
PL APQ 63x/
1.20 W CORR 0,22 3.2 0 **) D K5 + +++ 506139
PL APO 63x/
1.32-0.60 OIL 0,07 3,2 0,17 D K5 + +++ 506081
PL APO 63x/1.32—
0.60 OIL PH3 0,07 3.2 0,17 D K5 + +++ 506082
PL APQ 100x/
1.40-0.60 OIL 0,09 2,0 0,17 D K4 + ++ 506038
PL APQ 100x/
1.40 OIL PH3 0,09 2,0 0,17 D K4 + ++ 506042

Tabelle 1: PL APO- und APO L-Wasserimmersionen des HCS Systems.

Fortsetzung S. 13
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Tabelle 1: Apochromate und APO L Wasserimmersionen HCS (Fortsetzung)

Objektiv- Min. Brenn- Deckglas- DIC- DIC- uv- Bestell-
bezeichnung freier weite korrektion Prisma Prisma Trans- nummer
Arbeits- objektiv-  Kondensor mission bei
abstand mm mm seitig 0.90 S1
mm 340 nm 365 nm
APO L10x/0.30 W 3,6 20,0 0/0.17 D K2 HH+ 506142
APO L20x/0.50 W 3,5 10,0 0/017 D K2 o+t 506155
APO L40x/0.80 W 3,3 5,0 0 D K6 HH 506143
APOL63x/0.90W 2,2 32 0 D K7 +H+ 506148
Bemerkungen:
*) UV-A-Transmission bei 340 / 365 nm: +++ = sehr gut ++=gut + = ausreichend

**) Mittels der Korrektionsfassung werden bei diesem Objektiv Brechzahlabweichungen A n unterschiedlicher
Salzwasserlésungen ausgeglichen. Auerdem kénnen bei den W CORR-0bjektiven Abbildungsstdrungen
infolge temperaturbedingter Brechzahlabweichungen korrigiert werden.
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Intensitdt im Zentrum des Beugungs-
scheibchens bei Abbildung durch ein mit
Aberrationen behaftetes Objekt zur ent-
sprechenden Intensitit bei einem sonst
gleichen, aber ideal korrigierten Objektiv
[5] an. Die GroRe dieses Wertes ist ent-
scheidend fiir den Kontrast bei der Abbil-
dung. In der Optikentwicklung wird in der
Bildmitte eine SDH von 99% angestrebt
und auch erreicht. Um heutige Anforde-
rungen — z. B. aus der Konfokal- oder
Halbleitermikroskopie — erfiillen zu kdn-
nen, darf dieser Wert bei Hochleistungs-
objektiven durch fertigungsbedingte Tole-
ranzen nicht unter 95% sinken. Zum Bild-
feldrand hin wird in der Fachliteratur—den
physiologischen Gegebenheiten des Au-
ges angepaldt—ein Absinken der SDH auf
80% zugelassen.

Die Point-Spread-Function (PSF) wird fiir
die anschauliche rdaumliche Darstellung
der Intensitédtsverteilung in der Airy’schen
Beugungsfigur eines selbstleuchtenden
Punktes benutzt. Hohe (Intensitét) und
Breite des Zentralmaximums héngen von

der Apertur ab. Wahrend die SDH die Lei-
stung des Objektivs mit nur einer Zahl be-
schreibt, gibt die PSF Aufschlul} Giber Gro-
Re und Charakter des Restfehlers. Sphé-
rische Aberration, Koma und Astigmatis-
mus kdnnen hiermit leicht voneinander
unterschieden werden.

Je hdher und schméler die Figur ist, desto
hoher sind Kontrast und Auflésung. Im
Falle von Aberrationen sinkt die Intensitat
im Zentralmaximum und steigt in den
Beugungsringen, was zu geringerem Kon-
trast fiihrt. Zum Sehfeldrand hin geht dar-
iiber hinaus zunehmend die Rotations-
symmetrie und damit die Abbildungstreue
verloren.

Abbildung 4 zeigt am Beispiel 40-facher
Objektive aus drei Entwicklungsgenera-
tionen den fiir das HCS-System typischen
Leistungsfortschritt.
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Abb. 4: Point-Spread-Function von Objektiven aus drei Entwicklungsgenerationen bei Sehfeldzahl 25. Beim NPL
FLUOTAR 40/1.30 aus dem Endlichsystem geht am Sehfeldrand infolge Astigmatismus und Koma die Abbildungs-
treue praktisch vollstdndig verloren (a). Das co-Objektiv PL APO 40x/1.25 zeigt im DELTA-System eine stark ver-
besserte Feldleistung (b). Im HCS-System weist das gleiche Objektiv eine merklich geringere Bildfeldwélbung mit
erhéhtem Kontrast auf (c).
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UV-Transmission, Eigenfluoreszenz

Wie bereits erwahnt, haben sich in der
letzten Zeit die Anforderungen an die
PL APO-0Objektivklasse deutlich gedndert.
Vornehmlich durch neue Fluoreszenzap-
plikationen sind heute neben der hervor-
ragenden Bildfeldebnung und Farbkorrek-
tion eine hohe UV-A-Transmission bei ge-
ringer Eigenfluoreszenz zusatzlich gefor-
dert— Anforderungen, die friiher als nicht
gleichzeitig erfiillbar schienen.

UV-A- Eigen-
Transmission fluoreszenz
Glas stark stark
opt. Kitt gering stark
Entspiegelung  stark gering

Tabelle 2: EigenfluBgroBen auf die Fluoreszenzeigen-
schaften der Objektive

Die neuen Freiheitsgrade beim HCS-Sy-
stem haben es wegen der giinstigeren
Korrektionsverteilung im Gesamtsystem
nun ermdglicht, derartige Objektive mit der
flir Fluoreszenz gewiinschten hohen Aper-

tur und ausreichender UV-Transmission
bei niedriger Eigenfluoreszenz zu entwik-
keln. Das Gesamtergebnis wird durch die
drei Faktoren Glas, optische Kitte und
Entspiegelung der Linsenoberflichen be-
einfluBt. Der EinfluB der einzelnen Fakto-
ren auf das Gesamtergebnis ist in Tabelle
2 dargestellt.

Mit speziell entwickelten Simulationspro-
grammen wurde der EinfluB der einzelnen
Faktoren auf das Gesamtergebnis be-
stimmt und es wurden konkrete Forderun-
gen an die Glasbeschaffenheit, die Kitt-
spezifikation und die Eigenschaften von
Entspiegelungsschichten abgeleitet. Im
Verlauf der Untersuchungen sind neue
Lieferstandards mit den Glasherstellern
vereinbartworden. Je nach spezieller An-
forderung werden bis zu drei verschiede-
ne Kittarten in einem Objektiv verwendet.
Neue breitbandige Entspiegelungsschich-
ten mitdeutlich verbesserten Eigenschaf-
ten im UV-A-Bereich wurden entwickelt
und werden gezielt eingesetzt.
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Anwendungsgerechte Arbeitsabstinde

Gelegentlich wird bei hochaperturigen
Olimmersionsobjektiven ein vergroRerter
Arbeitsabstand als besonderes Leistungs-
merkmal ins Feld gefiihrt. Ein vermeintli-
cher Vorteil erweist sich in der Anwen-
dung jedoch haufig eher als Nachteil.

Olimmersionsobjektive mit hdchster Aper-
tur erreichen ihre volle optische Leistung
infolge der starken Brechzahlanderung
des Immersionsdls als Funktion der Tem-
peratur nur in einem relativ engen Tem-
peraturintervall. Wie aus Abb. 5 ersicht-
lich ist, stort die temperaturbedingte
Brechzahlédnderung die Abbildung um so
mehr, je dicker die Olschicht ist. Fiir den
anwendungssicheren Einsatz mul der
Arbeitsabstand daher an die in der Praxis
iiblich auftretenden Temperaturintervalle
angepaldt sein, d. h. Arbeitsabstédnde von
deutlich mehr als 0.1 mm sind nicht mehr
anwendungsgerecht.

Fiir die Konfokal-Mikroskopie ist das Hin-

einfokussieren in tiefer liegende Praparat-
schichten eine bedeutende Anwendung.
Von den unterschiedlichen Préaparat-
schichten werden Schnitthilder aufge-
nommen und dann zu 3-D-Bildern weiter
verarbeitet.

Voraussetzung fiir eine ungestdrte Abbil-
dung von tieferliegenden Préaparatschich-
tenist eine sehr geringe Brechzahlabwei-
chung von Immersionsfliissigkeit zu Pré-
parat [7]. Hochaperturige Olimmersions-
objektive sind hierfiir nicht geeignet. Die
inder Regel stark abweichende Brechzahl
von Immersionsdl zu Praparat fiihrt schon
bei einer Préparatschichtdicke von 10 pm
zu einer sichtbaren Leistungseinbul3e.

Da die meisten biologischen Prdparate
eine wasserahnliche Brechzahl haben, ist
Wasser die »natiirliche« Immersions-
fliissigkeit fiir diesen Anwendungsfall. Lei-
ca hat dafiir spezielle Wasserimmersions-
objektive wie das PL APO 63x/1.20 W mit
Korrekturfassung und einem Arbeitsab-
stand von 220 mm entwickelt.


Stephan
Hervorheben
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18 bereits unter die kontrastkritische Grenze von 90 %.
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Anwendungsgerechte Corr-Objektive

Im HCS-System wurden vier Objektive mit
Korrekturfassung ausgestattet, um bei
Spezialanwendungen mit wechselnden
optischen Bedingungen im Préparatraum
individuell immer wieder die vom Objektiv
angebotene optische Hochstleistung er-
zeugen zu konnen. Bei der Entwicklung der
Objektive flieBen bestimmte Annahmen zu
Dicke und Brechzahl von Deckglas und
Immersionsmittel in die Korrektion ein.

Im Falle von Abweichungen tritt sphéri-

sche Aberration auf und der Kontrast lei-

det. Durch gezielte Abstandsénderung von

Linsengruppen laRt sich dieser Fehler be-

heben. So kénnen

e Abweichungen der Deckglasdicke vom
Sollwert (Abb. 6),

¢ unterschiedliche Immersionsmittel,

e Temperaturabweichungen der Immers-
ionsmittel,

e Brechzahleinfliisse des Préparats beim
Hineinfokussieren korrigiert werden.

Das bereits bei den CORR-0bjektiven zum
Inversmikroskop Leica DM IR eingefiihrte
und patentierte Korrektionsprinzip wurde
auch bei diesen Objektiven verwirklicht.
Im Gegensatz zu den marktgangigen Ty-
pen bleibt hier bei der Betétigung der Kor-
rekturglieder die Bildschérfe erhalten, wo-
durch das Arbeiten fiir den Anwender sehr
erleichtert wird.

HC APO L-Objektive
fiir Elektrophysiologie

In der Elektrophysiologie werden Zellenin
temperierter wassriger Losung mit Mikro-
manipulatoren bearbeitet. Im Temperatur-
gleichgewicht werden geringste Stréme
und Spannungen z. B. an Nervenzellen
gemessen. Hieraus resultieren spezielle
Anforderungen an die mechanische Ge-
staltung der Objektive (Abb. 7), wie
e schlanke Fassung mitmdglichst gro3em
Zugriffswinkel,
e inerte, kratzfeste Oberflache im gesam-
ten Frontbereich,
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20 zen. Daher werden in kritischen Féllen Korrekturfassungen erforderlich.
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e geringste Oberflachenleitfahigkeit,
e geringste Warmeleitfahigkeit.

Besondere Anforderungen werden auch

an die Optikkonstruktion gestellt. Diese

sind:

e grol3er freier Arbeitsabstand,

e breitbandige APO-Korrektion von 400—
1000 nm,

e DIC im NIR wegen Streulichteinfliissen
in dicken Préparaten,

¢ hohe UV-A-Transmission fiir Fluores-
zenz,

e minimale Eigenfluoreszenz,

¢ Tauglichkeit fiir Konfokalmikroskopie.

Fiir dieses Anwendungsfeld wurde eine
Serie von Spezialobjektiven entwickelt, die
den speziellen Anforderungen besonders
Rechnung tragt (siehe Tabelle 1). Auch
hierbei ermdglichte das HCS-System die
gleichzeitige Beantwortung extremer, sich
zum Teil widersprechender Leistungsan-
forderungen an die Optik.

[~/

A
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I
f
L
|
I
i
i
[

APO L 40x/0.80 W

Inert region 20 mm

Working distance
3.3 mm

Abb. 7: Beispiel fiir die typische mechanische Gestal-
tung der APQ L-Objektive. Die Objektive bieten durch
ihre schlanke, spitze Fassung und den groBen Arbeits-
abstand ungehinderten Zugriff auf das Préparat. Der
Frontbereich ist bis zur Hohe von 20 mm inert gestaltet.



22

HCS - ein Optiksystem mit Zukunft (Fortsetzung)

von K.-H. Schade et al.

PL FLUOTAR- und N PLAN-Qbjektive
im HCS-System

Die giinstige Bildfehlerkompensation im
HCS-System kommt nicht nur den Spitzen-
objektiven der PL APO-Klasse zugute. Bei
den PL FLUOTAR-Objektiven im unteren
und mittleren VergréBerungsbereich
konnte hierdurch die Apertur gesteigert
werden, und die Objektive 2.5x, 5x und 10x
sind nun im Durch- und Auflicht universell
einsetzbar. AuRerdem wurde bei der Auf-
lichtserie BD ein neues, leistungsstérke-
res Beleuchtungskonzept fiir Dunkelfeld
eingefiihrt [9].

Ein MaB fiir die Bildfeldebnung ist die Form
der »mittleren Bildfeldschale«. Sie liegtin
der Mitte zwischen sagittaler und meridio-
naler Bildfeldschale. Geebnet erscheinen
alle Bildanteile, bei denen die mittlere Bild-
feldschale nicht mehr als die optische
Schérfentiefe von der GauBschen Bild-
ebene abweicht. Im HCS-System wird die-
se Bildfeldschale harmonisiert und geeb-
net. Dies fiihrt besonders bei den N-Plan-

Objektiven zu einer um bis zu 20% verbes-
serten Bildfeldebnung. Abb. 8 zeigt die
Wirkung im HCS-System gegeniiber dem
bisherigen DELTA-System.

HC-Okulare und TV-Adapter

In[1] wurde bereits {iber den Bildfehler der
chromatischen VergrolRerungsdifferenz
berichtet. Im Gegensatz zu den Objektiven
steigt er bei den Okularen nichtlinear zum
Bildfeldrand hin an (»Zonenverhaltenc).
Ein dhnliches nichtlineares Verhalten zei-
gen auch die meridionalen und sagittalen
Bildschalen der bisher verwendeten
Okulartypen. Im Gegensatz dazu sind die
entsprechenden Bildschalen der Objekti-
ve »nzonenfrei«. Eine optimale Vermittlung
ist bei diesem gegensétzlichen Verhalten
schwierig, d. h. ein bestimmter Rest-
astigmatismus blieb trotz geschickter Ver-
mittlung bei groBen Bildfeldern {ibrig. Im
neuen HCS-System haben die Okulare ei-
nen héheren Anteil an der Waélbungs-
korrektion zur Entlastung der Objektive
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Bildfeldfeldschale«, wenn diese im DELTA- bzw. HCS-System benutzt werden. Uberschreitet der Abstand dieser
Bildschale von der idealen Gauschen Bildebene die Schérfentiefe 1 A, so tritt zunehmend Unschérfe ein. Die

Feldleistung der N PLAN-Objektive wird im HCS-System sichtbar gesteigert.
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iibernommen. Diese neue Aufgabe fiihrte
zu komplexeren Okulartypen mit grél3eren
Freiheitsgraden fiir die Korrektion der
Restbildfehler wie Verzeichnung und
Astigmatismus. Das Ergebnis sind die neu-
en HC-Okulare mit einer erstmals »zonen-
freien« Korrektion der Bildfeldschalen. In
Abb. 4istdie deutlich verbesserte Gesamt-
korrektion von Wélbung und Restastigma-
tismus im Vergleich dargestellt.

Fiir die Videomikroskopie wird heute eine
groBe Anzahl unterschiedlichster TV-Ka-
meras angeboten. Einklarer Trend ist nicht
eindeutig zu erkennen. Zum einen geht er
bei einfachen Kameras hin zu kleineren
ChipgréBen und zum anderen werden
CCD-Digitalkameras und hochauflésende
3-CCD-Kameras mitgrélReren Chips ange-
boten. Die sehr einseitig auf das visuelle
Okular ausgerichtete bisherige Korrek-
tionsverteilung machte es immer schwie-
riger, die wechselnden Anforderungen fiir
die unterschiedlichsten TV-Applikationen
zurealisieren. Mitdem neuen HCS-System
und der neuen mechanischen Wechsel-

flache ist eine optimale Schnittstelle zur
Darstellung heutiger und zukiinftiger TV-
Adaptionen geschaffen worden.

Harmonie von Abbildung
und Beleuchtung

Das abbildende System des Mikroskops
kann noch so leistungsstark sein, in der
Anwendung erbringt es seine volle Lei-
stung jedoch erstim Zusammenwirken mit
einem System harmonisch abgestimmter
Beleuchtungs- und Kontrastierkomponen-
ten.

Fiir den universellen Einsatz aller Kontra-
stierverfahren wurde auch hier mit dem
DELTA-System 1992 bereits ein entschei-
dender Schrittin die Zukunft vollzogen.

Doch die Innovation kann auch vor der
Beleuchtung nicht Haltmachen, denn spe-
zifischer werdende Fluoreszenzanwen-
dungen und neue Fluorochrome erhdhen
den Anspruch an Lichtintensitét und Spek-
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tralbereich, und die zunehmende Bedeu-
tung digitaler Bildaufzeichnung und Bild-
verarbeitung stellt eine weitere Herausfor-
derung an die Homogenitat der Ausleuch-
tung dar. Uber die im HCS-System erziel-
ten Fortschritte wird an anderer Stelle die-
ser Ausgabe berichtet [8, 9].

Zusammenfassung

Mit dem HCS-System setzt Leica die Tra-
dition in der Innovation und Entwicklung
hochwertiger Spitzenoptik fort.

Das technische Konzept baut auf den seit
Einflihrung der DELTA-Optik bewé&hrten
optischen und mechanischen Anschluf3-
malen fiir Abgleichldnge, Objektiv-
gewinde und Bezugbrennweite auf. Es
beinhaltet eine Harmonisierung der opti-
schen Korrektionswirkung zwischen den
beteiligten Systemkomponenten. Hier-
durch wurde es mdglich, unter Beibehal-
tung der Universalitdt des Optiksystems
Optiken zu entwickeln, die zusétzlich zur

klassischen Abbildungsleistung spezifi-
sche neue Applikationsforderungen z. B.
der Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie
oder der Elektrophysiologie erfiillen.

Die Leica-Mikroskop-Optik ist mit dem
HCS-System fiir die weiteren Herausfor-
derungen der Zukunft geriistet
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