Alte und neue optische Hilfsmittel der mikroskopischen Spezialforschung

Von Prof. Dr. . Hintgsche

Seit es eine wissenschaftliche Mikrosko-
pie gibt, besteht das Bediirfnis nach einet
moglichst genauen bildlichen Wiedergabe
der Bcobwchtunwen Eine sehr geeignete Me-
thode ist <ch()n \uhalmmmqfﬂw ttuh in der
Projektion erkannt worden. Dazu waren be-
sonders die mit einfachen Linsen verschenen
Sonnenmikroskope geeignet, die aus der La-
terna magica entwickelt worden waren. Dar-
gestellt hat u. a. das Prinzip des Sonnenmi-
kroskopes Athanasius Kircher im Jahre 1671.
Der Erlanger Mediziner und Professor der
I\IAthemau Theodor Balthasar wies in seiner

«Micrometria» (Erlangen 1710) auf die Még--

lichkeit hin, im Pro)c\tmnsblld "\Icasuntmn
\'or/_unCthH, nur einen Schritt weiter be-
deutete die Nachzeichnung des Bildes auf dem
als Projektionsschirm benutzten Papier. Georg
Friedrich Brander (s. S. 4249) und andere
Optiker jener Zeit gebrauchten schon einen
schrig stehenden S)IC‘T(_I um das Priparat
auf einer horizontal hcgmdgn Glasplatte ab-
zubilden (Brander 1767). Selbstverstindlich
entsprach die Giite der Wiedergabe dem je-
weils erreichten Stande des Objektivbaues.
Solange gentigend starke kinstliche Licht-
quellen fehlten, blieb man bei der Beleuch-
tung der Priparate auf das direkte Sonnen-
licht angewiesen. Erwihnt sei noch, dafl mit
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solchen Sonnenmikroskopen auch die ersten
mikrophotographischen Aufnahmen von Jo-
seph Berres (1796-1844) in Wien und von
Alfred Donné (1801-1878) und Jean-Bernard-
Léon Foucault (1819-1868) in Paris angefer-
tigt wurden. Die Entwicklung im einzelnen
zu verfolgen, die Mikroprojektion und Mikro-
photographie seither durchlaufen haben, ist
hier nicht méglich, dagegen soll noch von den
speziellen Zeichenapparaten berichtet werden.
William Hyde Wollaston (s. S. 4255) fiihrte
1811 in seiner Camera lucida das Prisma ¢in;
mit thm waren gleichzeitig das Praparat und
der Zeichenstift scharf zu sehen. Auch heute
sind noch derartige Prismen im Handel; sie
werden zum Teil mit Spiegeln kombiniert,
um die Zeichnungen auf horizontaler Fliche
anfertigen zu kénnen; dabei ist durch Ein-
schaltung von Rauchglidsern fiir gleichmiBige
Helligkeit der Zeichenfliche und des Pripa-
rates zu sorgen.

Ein ebenso altes Problem wie das der Wie-
dergabe des Befunde ist fiir den Mikroskopi-
ker das der ausreichenden Beleuchtung der
Priparate. Da die Untersuchung in durchfal-
lendem Licht die am weitesten verbreitete Ar-
beitsweise ist, sind die hierzu notwendigen Be-
IcuchmngscmlJchtungcn schon zusammen mit
der Ausgestaltung des Mikroskopes zum mo-




Profektions- Mikroskop von Jeppe Hansen Smith (1759-1821), dinisches Fabrikat. Anfang rg. Jabrbundert. Medizin-

bistorisehes Musenn, Kopenhagen.

dernen Forschungsinstrument besprochen
worden (s. S. 4254f.). Als wichtige ergiinzende
Methode ist hier noch die Untersuchung im
Dunkelfeld zu erwihnen. Es handelt sich da-
bei um ein schon altes Verfahren, das sich
aus der schiefen Beleuchtung entwickelt hat.
Ein gentigender Kontrast zwischen dem Pri-
parat und seiner Umgebung entsteht aller-
dings erst bei allseitig schiefer Beleuchtung

diese erlaubt WCIChZCltlg auch die Vurwen—
dung stirkerer Objektive. Th. Ross empfahl
dafur schon vor 1855 seine «Spotlensy als
Kondensor, eine plan-konvexe Linse mit ab-
geschliffenem und geschwirztem Scheitel, der
dem Priparat zugekehrt wurde. Er hatte mit
seinem Kondensor das Prinzip der Abblen-
dung aller zentralen Strahlen erfunden; denn
das Licht tritt bei der erwihnten Anordnung
nur durch den 4duBleren Rand der Linse hin-
durch. Weitere Verbesserungen dieser Ein-
richtung stammen von Wenham (s. S. 4252);
indem er die Frontlinse des Kondensors durch
Terpentinol mit dem Objekttriger verband
und so eine Lichtreflexion von dessen Unter-
seite vermied, schuf er den Immersionskon-
densor. Auf Wenham geht auch der Gebrauch
von Paraboloiden aus Metall zuriick, die die
Lichtstrahlen mit groflerem \clgungswinkcl
in das Priparat werfen. Interessanterweise
wurde die Dunkelfeldbeleuchtung urspriing-
lich falsch gedeutet, nimlich als Reflexion von
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der Unterseite des Deckglases her, d. h. alseine
Art Auflichtbeleuchtung, wihrend in Wirk-
lichkeit doch die vom Priparat selbst abge-
beugten Strahlen in das Objektiv ecintreten.
Schon aus dieser Tatsache ergibt sich, daB die
grofBere Feinheit der Beobachtun(T bu der Un-
tersuchum im Dunkelfeld nicht auf einer bes-
seren Autlosung beruht. Die kleinsten Teil-
chen erscheinen deutlicher, sofernsie nur genti-
gend weit auseinander liegen, weil sie sich kon-
trastreich gegen den dunklen Grund abheben.
In Wirklichkeit sind es aber Beugungsbilder,
nicht die Formen der Teilchen selbst, die man
wahrnimmt. Nur unter Berticksichtigung be-
stimmterEigenschaften des abgebeugten Lich-
tes, z. B. seiner Farbe und seines Polarisations-
zustandes, oder mit Hilfe des Azimuteffektes
lassen sich Schlusse auf GroBe und Form der
abgebildeten Teilchen ziehen. Da die opti-
schen Firmen jetzt dullerst bequem zu hand-
habende Dunkelfeldkondensoten herstellen,
wire diesem nlitzlichen Hilfsmittel fiir die mi-
kroskopische Spezialforschung eine grofiere
Verbreitung zu wiinschen; besonders emp-
fehlenswert sind die Wechselkondensoren,
die den Ubergang von der Hell- zur Dunkel-
feldbeleuchtung leicht gestatten. Fiir den
Nachweis von Spirochiten, die Demonstra-
tion lebender Spermien, die Untersuchung der
morphologischen Vorginge bei der Blutge-
rinnung und das Studium veraschter Pripa-



rate ist keine andere Methode besser geeignet
als die Dunkelfelduntersuchung.

Weitere interessante Entwicklungsstadien
hat auch die Auflichtmikroskopie durchlau-
fen. Die Beleuchtung undurchsichtiger Ob-
jekte erfolgte von alters her entweder durch
seitlich angebrachte Kollektorlinsen (Hooke,
s. Titelbild) oder durch einen das Objektiv
umschlieBenden Hohlspiegel (Leeuwenhoek-
Lieberkiihn, s. Abb. S. 4248 u. S. 4250), der
das neben dem Priiparat vorbeitretende Licht
auf dieses zuriickwirft. Beide Methoden sind
noch heute im Gebrauch, die scitliche Beleuch-
tung z. B. bei der 1916 von Otfried Miller
(geb. 1873) als klinische Untersuchungsme-
thode eingefiihrten Kapillarmikroskopie. Hin-
sichtlich der Wirkungsweise sind sie deutlich
voneinander verschieden; gemeinsam ist bei-
den dagegen die Beschrinkung auf den Ge-
brauch mit Objektiven langer Brennweite.
Zur ch1wmduntr dieser Elmchmnl\unq sind
Opakll]ummarorcn konstruiert worden. Das
Prinzip geht zurlick auf Hewitt, nach dessen

Kleines Mikroskop von Flarinack, Paris, mit aufgesetzten
Oberbduserschem Zeichenapparat. Anat. Institut, Bern.

Votschlag Wenham 1865 oberhalb des Ob-
jektives einen Ringspiegel in den Tubus ein-
baute, der durch eine in diesem angebrachte
seitliche Offnung beleuchtet wurde. Bei ent-
sprechender Schrigstellung des Spiegels konn-
te so das Priparat von oben her durch die Lin-
sen des Objektives hindurch beleuchtet und
doch durch die zentrale Offnung des Spiegels
setrachtet werden; Richard Beck benutzte
statt des bpjcnrel\ eine planparallele Glasplatte,
Nachet ein reflektierendes Prisma. 1924 ha-
ben Chapman und Allridge eine Anordnung
ersonnen, bei der die Beleuchtungsstrahlen
durch ein besonderes Linsensystem neben dem
cigentlichen Objektiv vorbei von allen Seiten
her schrig auf das Priparat geworfen werden
Im Prinzip handelt es sich dabei um eine Art
Dunkelfeldbeleuchtung von oben her. Un-
abhingig davon hat auch H. Heine 1928 eine
dhnliche Konstruktion geschaffen, den Ultro-
pak Leitz. Dieses Instrument erfordert aber
die Verwendung von Objektiven in Spezial-
fassung, da Dcck(rlaxcr der Reflexe wegen ver-
mlcdcn werden mussen, wenn man nicht et-
wa eine Abhilfe in der Verwendung polari-
sierten Lichtes sucht. Mit diesem und dhn-
lichen Instrumenten hat die biologische For-
schung neue Moglichkeiten zu Organ- und
Gcwgbxuntcrsuchuntrgn in vivo uhalren
Grundsitzlich anders ist demgegentiber die
Methode der chcndbcobachtunc bei der
nach dem Vorgehen von Paul V onwﬂlgr (geb.
1885) Oltrnpfcn Nadeln oder Metallblittchen
unter die Haut bzw. die Organoberfliche ein-
gefuhrt werden (19z25). Da diese das vom
Opakilluminator her einfallende Licht reflek-
tieren, entsteht ein der Untersuchung in
durchfallendem Licht dhnlicher Stiahlgnmn(r
Wieder andets zu bewerten ist die Lntgr—
suchung lebender Gewebe unter Zuhilfe-
nahme fluoreszierender Substanzen. Bringt
man solche Stoffe in hoher Verdinnung z. B.
durch die Blutbahn ins Gewebe, wie das Phi-
lipp Ellinger (geb. 1887) und August Hirt
(geb. 1898) vorgeschlagen haben (1929), so
kann es zu selektiver Imprignierung bestimm-
ter Bestandteile kommen, die bei Ultraviolett-
bestrahlung durch unterschiedliche Stirke
und l*albc der Fluoreszenz Einzelheiten er-
kennbar macht. Intravitale Untersuchungen
an den Harnkanilchen oder tiber die Gallen-
bildung innerhalb der Leberzellen sind z. B.
auf dlcsu Weise moglich geworden.
Fluoreszenz ﬁndu sich aber auch gelegent-
lich als primire Eigenschaft bestimmter Ge-
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websbestandteile, sie ist allerdings meist nur
schwach. In solchen Fillen kann die Unter-
suchung durch Ultraviolettstrahlen ohne be-
sondere Vorbehandlung erfolgen. Die sicht-
baren und auch photographisch erfalibaren
Effekte beruhen dabei auf der Erscheinung,
daf} ein derartig belichtetes Objekt selbst wie-
der zu einem strahlenden Korper wird. Die
Bestrahlung kann sowohl nach der Art des
durchfallenden wie nach der des auffallenden
Lichtes vorgenommen werden, zur Vermei-
dung der Strahlenabsorption miissen aber
bei durchfallendem Ultraviolett Kondensoren
mit Quarzlinsen und eventuell auch Quarz-
objekttriger benutzt werden. Durch ein
fir Ultraviolett undurchlissiges Sperrfilter,
das auf das Okular aufgelegt wird, ist ferner
das Auge des Untersuchers vor der Strah-
lenwirkung zu schitzen.

Neben der Fluoreszenzuntersuchung be-
steht aber noch eine wirkliche Ultraviolett-
Mikroskopie, die Probleme anderer Art zu
losen erlaubt; sie erfordert eine vollstindi-
ge Quarzoptik in allen Teilen des Mikro-
skopes. Die dabei entstehenden Bilder kon-
nen auf einem Leuchtschirm betrachtet oder
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noch besser mit ultraviolett-empfindlichem
Material photographisch festgehalten werden.
Eine sehr geschickte Anwendung dieser Me-
thode fand Th. Caspersson; er hat mit
ihr den Nukleinsiduregehalt der Chromoso-
men und der Nissl-Schollen an der elektiven
Absorption bei 2600 A nachgewiesen. Die
Anwendung ultravioletten Lichtes fir mikro-
photographische Zwecke empfiehlt sich im
besonderen wegen der damit erzielten Steige-
rung der Aufldsung, die gegentiber der im
Tageslicht eintretenden Auflésung bis auf das
Doppelte erhoht sein kann; damit betrigt die
von Abbe als «f6rderliche VergréBerung» be-
zeichnete optimale Leistung das rooo—2000-
fache der numerischen Apertur. Fiir solche
Untersuchungen geeignete Quarzobjektive
hat Moritz von Rohr (s. S. 4251) im Jahre
1904 berechnet, sie sind als Monochromate
der Firma ZeiB3 im Handel und ergeben sehr
kontrastreiche Abbildungen.

Auch fur die gewohnliche Mikroskopie in
durchfallendem Licht ist eine Steigerung der
Auflésung zu erzielen, wenn ein geniigend
isoliertes kurzwelliges Licht zur Beobachtung
benutzt wird. Unterdriickt man z. B. durch




ein geeignetes Filter alle Strahlen, die lingere
Wellen haben als o,44 @, d. h. Blau in der
Nihe der Fraunhoferschen Linie G’, so sind
z. B. schon die Grenzwerte der forderlichen
VergroBerung auf das 625- bis 1z250-fache der
numerischen Apertur verschoben.

Die eben beschriebenen Fortschritte det
mikroskopischen Untersuchungstechnik sind
moglich geworden dank der Weiterentwick-
lung von Abbes Theorie der sekundiren Bild-
entstehung im Mikroskop, die die Bedeutung
der Wellennatur des Lichtes ausreichend be-
riicksichtigt. Auf der gleichen Basis wird auch
das neueste optische Untersuchungsverfahren,
die Phasenkontrast-Mikroskopie, verstind-
lich. Native ungefirbte Objekte sind in der
Regel wenig kontrastreich. Die zur Untersu-
chung solcher Priparate gelegentlich ge-
brauchte starke Abblendung verringert das
Auflosungsvermogen der Objektive erheb-
lich, istalso in der Anwendung begrenzt. Eine
Dunkelfelduntersuchung kann gelegentlich
ntitzlich sein, doch gibt sie nur Beugungsbil-
der von den Grenzflichen zwischen verschie-
den brechenden Medien, ist also nicht fur je-
des Objekt geeignet. Hier fiillt das Phasen-
kontrast-Verfahren eine bisher vorhandene
Liicke aus.Bekanntlich entstehen beim Durch-
tritt des Lichtes durch ein Gitter, das wechsel-
weise aus lichtdurchlissigen und lichtabsor-
bierenden Streifen besteht, Beugungsbilder;
diese nehmen an Helligkeit mitdet Entfernung
von der optischen Achse des Mikroskopes
ab. Die Beugungsbilder rufen durch Inter-
ferenz, d. h. durch gegenseitige Beeinflus-
sung der Strahlenbiindel, die von brechen-
den Stellen ausgehen, erst das eigentliche
Bild des Priparates in der Bildebene des Ob-
jektives hervor. Demgegeniiber hat der hol-
lindische Physiker Frits Zernike 1934 nach-
gewiesen, dafl beim Durchgang durch ein
vollkommen durchlissiges Gitter, das wech-
selweise aus dicken und diinnen Streifen be-
steht, der Schwingungszustand der abgebeug-
ten Lichtblindel verindert wird. Die vom Ob-
jektiv entworfenen Beugungsbilder unter-
scheiden sich in diesem Falle nimlich nicht
durch ihre Amplitude, sondern durch Ver-
schiebung ihrer Phase um ein Viertel der Wel-
lenlinge, wobei unter dem. Begriff «Phases
derjenige Weg des Lichtteilchens zu verstehen
ist, den es bei seiner Schwingung zwischen
dem Kulminationspunkt eines Wellenberges
und dem tiefsten Punkt des folgenden Wellen-
tales zuriicklegt. Da weder das menschliche

Auge noch die photographische Platte gegen
so geringe Phasenverschiebungen empfind-
lich ist, kénnen sie nicht direkt wahrgenom-
men werden. Wenn es dagegen gelinge, die
Phasenunterschiede auszugleichen, d. h, Wel-
lenberg auf Wellenberg und Wellental auf
Wellental fallen zu lassen, so wiirden die Pha-
sendifferenzen gleichsam in Amplitudenunter-
schiede umgewandelt, wodurch verstirkte
Helligkeitsunterschiede hetvorgerufen wiir-
den, die das Auge aufzunchmen vermochte.
Diinne, ungefirbte Nativpriparate ergeben
also nur deshalb so schwach kontrastierende
Bilder, weil sie wie ein Phasengitter wirken.
Betrachtet man sie aber durch ein Objektiv,
das in seiner bildseitigen Brennebene ein licht-
durchlissiges Gitter besitzt, so werden die
Phasenverschiebungen ausgeglichen und die
Strukturen des Priparates kontrastreich wie-
dergegeben. Dal in vielen Fillen die Unter-
suchung lebensfrischer Zellen duBerst auf-
schluBreich ist, wird jedem verstindlich sein,
der weill, zu welchen Trugbildern die ge-
wohnlichen histologischen Fixations- und
Einbettungsmethoden fithren kénnen.
Auch die Polarisationsmikroskopie macht
sich Besonderheiten der Lichtschwingung zu-
nutze. Erasmus Bartholinus (1625-1698) be-
schrieb 1669 eine ihm auffallende Eigenschaft

Strablengang im Kardioid-Dunkelfeldkondensor. Aus der
ZeifS-Druckschrift « Mikro 368, 1922.

4263




Mineralogisches Forschungsmikroskop Winkel-Zeiff, aus-
geriistet fiir physikalische Messungen. 15t die Amici-Ber-
trand-Linse eingeschaltet, so bestebt das Instrument im
Pringip aus zwei ineinandergeschobenen Mikroskopen, Die
Polarisation erfolst durch ein Abrens-Prisma. Neben dem
Mikroskop liegend sind abgebildet der anfsetzbare Ana-
Iysator mit Teilkreis wund Kompensalionsplitichen auf
Schieher  sowie ein Imwmersionsobjektiv
gem Kondensor von 1,52 numerischer Apertur. Photo:

Gang & Co., Ziirich.

samt  zugebiri-

des Kalkspates: Legt man einen Calcit-
kristall auf ein Stiick bedruckten Papieres, so
siecht man die Schrift doppelt, und zwar des-
halb, weil jeder Lichtstrahl, der den Kalkspat
quer zu dessen optischer Achse durchdringt,
in zwei Teile zerlegt wird. Diese Erscheinung
lieB3 sich erst nach Vorarbeiten von Christiaan
Huyghens (s. S. 4250) und Wollaston (s. S.
4255) und, nachdem die Polarisation des Lich-
tes erkannt war, richtig deuten. Etienne-Louis
Malus (1775-1812) beschrieb 1808 ihr Auf-
treten bei Reflexion und regelmiBiger Bre-
chung in isotropen Korpern. In einem Mikro-
skop mit Lupenoptik niitzte sie als erster Brew-
ster aus. Von 1830 an stiitzte sich auch Amici
(s. S. 4251) beim Bau seines Spezialmikrosko-
pes auf das von Malus entdeckte Prinzip der
Polarisation durch Schichten von Glastafeln.
William Nicol (etwa 1768-1851) in Edin-
burgh wulite den einen der beiden Strahlen zu
eliminieren, indem er Prismen von Kalkspat
auf besonders geschickte Weise zusammen-

o
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fugte, so dall aus dem Prismensystem Licht
austritt, das ausschlieBlich in einer Ebene
schwingt (1828, 1839). Die fiir das zusammen-
gesetzte Mikroskop geeignete Anordnung zur
U ntersuchung in polarmertcm Licht mit Po-
larisator und Analysator aus Nicol-Prismen
gab zuerst William Henry Fox Talbot (1800 bis
1877) in den dreiBliger Jahren an. Einen zu-
sammenfassenden Bericht tGber iltere polari-
sationsmikroskopische Befunde hat im Jahre
1861 Gabriel Gustav Valentin (1810-1883)
vertffentlicht, spiter haben vor allem Theo-
dor Wilhelm Engelmann (1843-1909), Victor
von Ebner (1842—1925) und Walter Gebhardt
(1870 1918) die Methode hiufig angewandt;
sie ermdglicht dem Gelibten einen vor/uwlk
chen Einblick in die Feinstrukturen. Sie brei-
tet sich deshalb auch immer mehr aus, wozu
nicht zum wenigsten die von Ferdinand Ber-
nauer (1892— 1945) erfundenen groBflichigen
Filter aus Herapathit bcltmwcn die blHl‘TLL
sind als die aus Kalkspat; sic erweisen sich im
praktischen Gebrauch als fiir viele Zwecke
ausreichend, obschon sie nicht ganz farbfreie
Abbildungen geben. Weiter entwickelte und
feiner ausgestaltete Instrumente sind vor al-
lem fiir die genaue Unterscheidung der Form-
und der El(rcndoppclblechunq notwendig.
Auf Anregung des GieBener Zoologen chw—
fried Bcchcr sind z. B. anastlgmanschc Tubus-
nicols eingefiithrt worden; moderne Instru-
mente sind mit dem Prisma nach Glan-
Thompson oder dem dreiteiligen Prisma nach
Ahrens ausgeriistet. Ebenso sind die Einrich-
tungen zum Nachweis und zur Messung
schwacher Doppelbrechung wesentlich ver-
bessert worden. Zu nennen sind als fort-
schrittliche Konstruktionen auf diesem Ge-
biet vor allem der von der Firma Leitz seit
1913 hergestellte Kompensator nach Max
Berek und die gleichen Zwecken dienenden,
aber weit empfindlicheren Instrumente, die
1921 von August Kohler (geb. 1866) und 1932
von Guido Szivessy (geb. 1885) berechnet
worden sind.

Mit diesen Mitteln gibt die mikroskopische
Forschung mehr und mehr Aufschlufl tiber
Beschaffenheit, Form und Lage auch der sub-
mikroskopischen Bausteine doppelbrechender
Objekte; sie hat damit die Grenzen schon weit
Uberschritten, die frither fur die Leistungs-
fahigkeit des Lichtmikroskopes angenommen
wurden, und sie diirfte auch heute noch kei-
neswegs am Ende ihrer Entwicklung ange-
kommen sein.



