
(A us dem Anatom ischen Institut der U niv. Heidelberg. Direktor: Prof. Dr. Hermann Hoepke)

B E IT R Ä G E  
Z U R  PHAS E N  KO N T R  A S T  * M I KRO S KO PI E

I. M ITTEILU NG :
PRAKTISCHE M ETHO DIK U N D  KRITISCHE BETR A C H TU N G EN  

Von HELM UT H A SE L M A N N
M it 10 Abbildungen

D ie vorliegende A rbeit ist, von kleinen Änderungen abgesehen, schon seit etwa 
1V2 Jahren fertiggestellt. Durch zeitbedingte Umstände wurde die Veröffentlichung jedoch 
bis heute verzögert. Der theoretische T eil dieser M itteilung wurde herausgenommen, nach
dem bereits in H eft 3/4 dieser Zeitschrift ein ausführlicher Beitrag von K E U N IN G  
über die Theorie des Phasenkontrast- (Ph.-K.-) Verfahrens in der Mikroskopie erschienen 
ist. Es kommen daher hier nur die Probleme zur Sprache, die bei der praktischen A n
wendung des Ph.-K.-Verfahrens in methodischer und erkenntniskritischer Hinsicht an den 
Untersucher herantreten.

Apparatur
Bei meinen phasenmikroskopischen Arbeiten, die im Jahre 1945 begonnen wurden, 

kam die Ph.-K.-Einrichtung von Carl Zeiß, Jena, und später die von Zeiß-W inkel, Göt
tingen, zur Anwendung. D ie Einrichtung von Zeiß, Jena, wurde neben der normalen A us
führung mit Kondensor-Revolversche.ibe auch in Verbindung m it dem Lum ipan-Stativ 
benützt. Letztere Anordnung bringt für den praktischen Gebrauch insofern Vorteile mit 
sich, als der pankratische Kondensor es gestattet, die Ringblende in der Austrittspupille 
des O bjektivs in jeder erforderlichen Größe abzubilden, und so ein W echsel dieser Blende 
beim Objektivwechsel und damit der Blendenrevolver überflüssig ist. Zudem kann bei 
Präparaten m it großer O bjekttiefe (Flüssigkeitskam m er für lebende Objekte) der pan
kratische Kondensor als Brillenglaskondensor verwandt und somit eine große Schnittweite 
des Kondensors erreicht werden. Bei dieser Anordnung w irkte es sich jedoch ungünstig 
aus, daß bei dem Lum ipan-Stativ älterer Ausführung, das mir zur Verfügung stand, die 
eingebaute Lichtquelle bei Ph.-K.-Untersuchungen mit stärkeren O bjektiven und bei 
strenger Lichtfilterung in ihrer Leuchtdichte nicht ausreichte. Die neuere Einrichtung 
von Zeiß-W inkel, die ich jetzt fast ausschließlich verwende, stellt in mehrfacher Hinsicht 
eine Verbesserung dar. D ie Apertur des zu ihr gehörenden Kondensors ist bereits so 
niedrig gewählt, wie es die stärksten O bjektive zulassen. Für die Zentrierung der R ing
blenden am Revolver wurde ein neues Prinzip  entwickelt, das auf der Kom bination einer 
Drehung der Revolverscheibe und der Bedienung eines Exzenterhebels beruht. Diese 
Anordnung erscheint m ir wesentlich günstiger und angenehmer zu bedienen als die mit 
zwei Schrauben, wie man sie auch von der Objekttisch-Zentrierung her kennt. Der 
normale O bjektivsatz dieser Einrichtung umfaßt drei achromatische O bjektive, und zwar 
Ph 10 num. Apertur 0,25, Ph 40 num. Apertur 0,65 und Pli 100 num. Apertur 1,30. Die 
beiden stärkeren O bjektive werden neuerdings m it einem Präparatschutz versehen, der 
darauf beruht, daß das eigentliche O bjektiv federnd in der Fassungshülse angeordnet ist. 
Gerade bei der Untersuchung von ungefärbten, schwer auffindbaren Objekten ist diese 
Einrichtung sehr wertvoll. Zusätzlich zu dieser serienmäßigen Ausrüstung verwende ich 
noch ein apodhromatisches Im m ersionsobjektiv mit der Eigenvergrößerung 60 und der 
numerischen Apertur i^ o 1). Die Vorteile dieses O jektivs sind so groß, daß ich es heute 
für meine Untersuchungen fast ausschließlich benütze. D ie niedrige Eigenvergrößerung in 
Verbindung mit der hohen Apertur ermöglicht es, lediglich durch Okularwechsel oder, 
bei der Mikrophotographie, durch Veränderung des Bildabstandes, den praktisch aus
nützbaren Vergrößerungsbereich zu erfassen. N ur zur orientierenden Einstellung und Beob
achtung dient m ir das schwache Trockensystem  gleichsam als Sucherobjektiv. Gerade bei 
der Ph.-K.-M ikroskopie ist es so angenehm, das O bjektiv nicht wechseln und das einmal

*) Die A nfertigung eines derartigen O bjektivs verdanke ich der liebenswürdigen 
Verm ittlung von Herrn Dr. K . M IC H E L , dem ich auch für sonstige weitestgehende 
Unterstützung und wertvolle Ratschläge zu großem Dank verpflichtet bin.
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aufgebrachte Immersionsöl nicht mehr entfernen zu müssen. Bei umrandeten Präparaten 
von lebenden O bjekten ist es sogar so gut wie unmöglich, das Deckglas wieder so ein
wandfrei vom  Immersionsöl zu reinigen, wie es die Empfindlichkeit der Methode erfordert. 
Es wäre daher meines Erachtens sehr zu begrüßen, wenn sich die optische Industrie dazu 
entschließen könnte, serienmäßig Ph.-K .-O bjektive mit hoher Apertur und niedriger E igen
vergrößerung herzustellen.

Leider hatte ich bis jetzt noch keine Gelegenheit, O bjektive mit verschiedenen 
W erten der Phasenplatten zu benützen. Ich habe jedoch, zumindest soweit es sich um 
den Bereich der Untersuchung menschlicher und tierischer Gewebe handelt, aus erkenntnis
theoretischen Erw ägungen heraus gewisse Bedenken gegen eine solche M annigfaltigkeit 
in der Untersuchungsanordnung. In einer späteren A rbeit soll auf diese Frage noch näher 
eingegangen werden.

Beleuchtung
Für den beleuchtenden Strahlengang beim Ph.-K.-M ikroskop ist auf eine strenge 

Einhaltung des! Köhlerschen Prinzips unbedingt zu achten. In fast sämtlichen Fällen, 
in denen ich wegen M ißerfolgen mit dem Ph.-K.-Verfahren zu Rate gezogen wurde, 
stellte sich heraus, daß bei der Beleuchtung Fehler gemacht worden waren. D ie L icht
quelle muß eine ausreichende Leuchtdichte besitzen und annähernd homogen sein. Das 
trifft oihne besondere Maßnahmen für die Bogenlampe wie auch für die Punktlichtlampe 
(Metallbogenlampe in einem Glaskolben) zu. W ird  eine Glühlampe (Niedervoltlampe) 
verwendet, so muß entweder ihr Glaskolben mattiert sein oder eine feinkörnige M att
scheibe vorgeschaltet werden, um eine gleichmäßige Ausleuchtung zu erreichen. V o r der 
Kollektoroptik der Lichtquelle ist eine Irisblende als Leuchtfeldblende erforderlich. Das 
Bild dieser Leuchtfeldblende w ird durch Höhenverstellung des Kondensors im O bjekt 
scharf abgebildet. Dabei ist zu beachten, daß diese Blende genügend weit geöffnet wird. 
Man kann sich davon durch Einschieben des Hilfsm ikroskops in den Tubus überzeugen. 
Die farbigen Beugungserscheinungen, die vom Rande dieser Blende herrühren, dürfen in 
der Austrittspupille des O bjektivs nicht bis in den Bereich der Phasenplatte hineinreichen. 
D ie so ermittelte Öffnung der Leuchtfeldblende ist meist größer als bei der H ellfeld
mikroskopie. Auch die spektrale Zusammensetzung der beleuchtenden Strahlen ist 
wichtiger als bei der Hellfeldmikroskopie. Theoretisch wäre sogar streng monochromati
sches Licht erforderlich, um einen einwandfreien Kontrasteffekt zu erreichen. In der 
P raxis sind die Bedingungen zw ar nicht ganz so kritisch, es empfiehlt sich jedoch, schon 
bei der subjektiven Beobachtung mit einem Grünfilter, z. B. dem Zeißschen Trichromfilter, 
zu arbeiten. Bei der Pih.-K.-Mikrophotographie ist eine strenge Lichtfilterung sogar un
bedingt notwendig, nicht zuletzt schon deshalb, weil bis jetzt praktisch alle Ph.-K .- 
O bjektive Achrom ate sind. Für kritische Untersuchungen ist die Anwendung eines Inter- 
ferenz-Monochromatfilters mit seinen günstigen Eigenschaften mindestens des Versuches 
wert. D a die als Kondensoraperturblende wirkende Ringblende eine wesentlich kleinere 
durchlässige Fläche besitzt als die normale Irisblende der gleichen Apertur, ist auch die 
Lichtausbeute geringer, und so liegen die erforderlichen Belichtungszeiten beim Ph.-K. 
wesentlich höher als bei der Hellfeld-M ikrophotographie. Sie betragen nach meinen E r
fahrungen, je nach dem benützten O bjektiv, das 3- bis isfache des W ertes bei der Iiell- 
feldaufnahme. Auch hieraus ergibt sich die Notwendigkeit einer Lichtquelle mit aus
reichender Leuchtdichte, ganz besonders für die Zwecke einer eventuellen P h .-K .-M ikro
kinematographie.

Das Untersuchungsobjekt

In den m eisten D arstellu ngen  oder G ebrauchsanw eisungen w ird  als die w ich tigste  
F o rd eru n g  an das O b je k t die m öglich st gerin ge  S ch ichtd icke angegeben. G enauer 
fo rm uliert müßte man sagen: der durch das O b je k t durchfallende S trah len gan g soll 
m ö glich st w en ige in seiner V erla u fsrich tu n g  hintereinander angeordnete beugende 
G renzen von Strukturelem enten passieren m üssen. Son st stören die von verschiedenen 
O bjektebenen ausgehenden B eugungsersch ein un gen  die L ich tverteilu n gsverh ältn isse  
in der A u strittsp u p ille  so stark, daß ein ein w an dfreier Ph asenkontrast und in extrem en 
F ällen  eine brauchbare A b bildun g überhaupt nicht m ehr zustande kommt. Ob solche 
V erh ä ltn isse  vorliegen , läßt sich  leicht feststellen, indem man die A u strittsp up ille  des 
O b je k tiv s  m it dem H ilfsm ikroskop  einstellt. Ist das O b jek t in der beschriebenen 
W eise  für die phasenm ikroskopische U n tersuchu ng ungeeignet, so ist das B ild  der
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Kondensorringblende nicht mehr erkennbar und infolgedessen auch ein genaues 
Zentrieren  dieser Ringblende gegen die Ph asenp latte  unm öglich. E s  w äre nun aber 
irrig , anzunehm en, daß sich dieser M angel dadurch um gehen ließe, daß man erst eine 
andere P räp aratste lle  aufsucht, die die e in w an dfreie  A bbildun g des Ringblendenbildes 
erm öglicht, und dann das P rä p a ra t verschiebt. W enn  keine ein w an dfreie  A bbild u n g 
der R ingblende zustande kommt, w ird  auch kein guter P h .-K .-E ffe k t erreichbar sein. 
H andelt es sich dagegen um zw ar dicke, in der T iefenausdeh nu ng des P räp arates 
aber nahezu optisch homogene oder zum indest w en ig  strukturierte O bjekte, so hat 
die D ick e  des Präparates keinen m erklichen Einfluß auf das E rgebn is. In  solchen 
F ällen  w ird  die Grenze für die P räp aratd icke  led ig lich  durch die optischen D aten 
des K ondensors, und zw ar durch dessen Sch nittw eite, bedingt. A u f keinen F a ll darf 
die P räp aratd icke  bzw. die E n tfern u n g O b jektträgeru n terfläch e— D eckglasoberfläch e 
einen so großen W ert annehmen, daß die E in ste llu n g der Köhlersch^n B eleuch tu ng 
unm öglich w ird.

W en n  man nun die E ign u n g bestim m ter O b jekte  für die P h .-K .-M ik ro sk o p ie  
p rüft, so kann m an feststellen, daß die gü nstigsten  V erh ältn isse  da vorliegen , wo ohne
hin O bjekte  von m öglichst gerin gen  A usm aßen untersucht w erden müssen. D iese  
B edingun g erfüllen  bei lebenden oder überlebenden O bjekten  am besten isolierte Zellen, 
annähernd einschichtige Z ellverbände, kleinere P rotozoen  und einzelne B akterien  
oder auch gelegentlich randständige F ein struktu ren  größerer Strukturkom plexe. 
Solche V erh ältn isse  lassen sich durch vo rsich tige  Iso lation sverfah ren  in den m eisten 
F ällen  herstellen. Enthält, w ie  dies z. B . bei B lu t, E iter usw. der F a ll  ist, eine Z e ll
suspension die geform ten Elem ente in zu dichter L ageru n g, so w ird  man sie m it einer 
physiologischen  F lü ssigkeit so w eit verdünnen, bis in der kapillaren  F lü ssigk e itssch ich t 
zw ischen  O b jektträger und D eck g las die Zellen  nur in einer L ag e  und nicht zu dicht 
vorliegen. B ei der entgegengesetzten S ituation  m it zu spärlichen geform ten Elem enten 
w ird  man durch Sedim entieren eine A n reich eru n g  herbeiführen. V o n  E p ith elien , w ie 
z. B . dem der M undhöhle, der K o n ju n k tiv a , der V a g in a  usw ., lassen sich durch mehr 
oder w en iger starkes A bstreichen  reich lich  Zellen  der verschiedenen E pithelschichten  
erhalten, die dann auch noch in physiologischer L ösu n g aufgeschw em m t w erden. A us 
frisch en  O rganen, auch Tum oren, können durch A usschw em m en m it solchen Lösungen, 
eventuell un terstützt auch durch gröbere m echanische M aßnahm en, Z ellen  oder hin
reichend kleine Zellverbände isoliert w erden. B ei all diesen V erfah ren , die von F all 
zu F all der E igen art des U n tersuchu ngsm aterials angepaßt w erden m üssen, kommt 
es schließlich  nur darauf an, die optischen B edingun gen  zu erfüllen , die die p h ysi
kalischen E igenarten  des P h .-K .-V e rfa h re n s  fordern.

B ei der W a h l des E inschlußm edium s für solche lebenden O b jekte  ist es aller
dings w ich tig, zu untersuchen, ob p hysiologische Lösungen, w ie z. B. R in ger- oder 
T yrodelösun g, im gegebenen F alle  auch w irk lich  physiologisch sind. M an w ird  da 
häufig die überraschende F eststellu n g m achen, w elche beträchtlichen S tru ktu rver
änderungen diese Lösungen hervorrufen  können. E s sei in diesem  Zusam m enhang 
auf die A rbeiten  von Z O L L I N G E R  und von H A S E L M A N N  und K A P P E L  v e r
w iesen.

B ei kurzen  orientierenden U ntersuchungen gen ügt es, einen T rop fen  der Z e ll
aufschw em m ung od. dgl. auf den O b jek tträ ger zu bringen und m it einem D eck g las zu 
bedecken. F ü r die U ntersuchu ng m it dem Im m ersion sobjektiv muß jedoch das D e ck 
gla s fixiert werden. Bei längerdauernden U ntersuchungen ist es unum gänglich, eine 
K on zentrationsänderung der F lü ssig k e it durch V erdun sten  dadurch zu verhindern, 
daß man das D eck g las m it P araffin  oder einem L anolin -K olop honiu m -G em isch  
um randet. W enn  man m it solchen um randeten P räp araten  arbeitet, empfiehlt es sich 
aber, nach M ö glich k eit nicht zu kleine D eckg läser zu verw enden, dam it nicht die 
flache O b je k tiv fro n t des Im m ersion sobjektivs an der U m randung anstößt. D ie  V e r 
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w endung eines dünnflüssigen Im m ersionsöles, w ie es heute von verschiedenen Firm en 
auf M in eralölbasis hergestellt w ird, an Stelle  des üblichen eingedickten Zedernh olz
öles ist sehr zw eckm äßig, da dann die gerin gere  V isk o sitä t eine M itbew egun g des 
D eckglases (im  Sin ne einer D urch biegung) bei der B edienung der M ikrom eterschraube 
und dam it eine V ersch iebu n g innerhalb des P räp arates verm eidet.

Sollen  un gefärbte  P räp arate, in denen sich nur w enige, kleine P a rtik e l befinden, 
mit starken O b jektiven  ein gestellt werden, so besteht die G efahr, daß durch A u f
stoßen m it dem O b je k tiv  G ew ebselem ente ausein an dergespren gt w erden oder gar das 
D eck g las zertrüm m ert w ird. E s sei daher für solche F älle  ein V orgehen  em pfohlen, 
das von den üblichen G ebrauchsanw eisungen etw as abw eicht. M an stellt hierzu mit 
dem gew ünschten O b je k tiv  in der vo rschriftsm äßigen  W e ise  im P h .-K . erst ein ge
färbtes P rä p a ra t ein und ersetzt es dann durch das un gefärbte  P räparat. D ie  Z en trie
rung der R ingblende muß dann unter Um ständen noch einmal n ach ju stiert w erden, 
da praktisch alle P rä p a ra te  etw as k e ilfö rm ig  sind. A u f  jeden F a ll ist aber bereits 
ein so w eitgehender K on traste ffekt vorhanden, daß die A u ffin d u n g  der richtigen  
E instellebene w esen tlich  erleich tert wird.

Ist die erreichbare kapillare F lü ssigk e itssch ich t zw ischen O b jektträger und 
D eckglas zu dünn, so kann ein O b jektträger mit aufgeschm olzenem  oder aufgekittetem  
G lasrin g  oder G lasrahm en verw endet w erden. W o  solche O b jektträger nicht zur V e r 
fü gu n g stehen, können auch flache M eta llrin ge  geeigneter D ick e  m it V a se lin e  au f den 
O b jek tträ ger aufgeklebt w erden (den H in w eis auf diese A nordnu ng verdanke ich 
H errn  D r. L . T R A P P ) .  A u f  diese A rt  und W eise  läßt sich eine F lüssigkeitskam m er 
m it b elieb iger K am m ertiefe  schaffen. O b jek tträ ger m it ausgeschliffener H öhlung, w ie 
sie z. B . in der B akterio logie  bei der M ethode des hängenden T ropfen s V erw en dun g 
finden, sind für die P h .-K .-M ik ro sk o p ie  vö llig  ungeeignet, da sie als P lan konkavlinse 
m it in das optische System  K ondensor— O b je k tiv  eingehen würden und die R ingblende 
infolgedessen nicht mehr m it der P hasenplatte zur D ecku n g gebracht werden könnte. 
E ine w ertvo lle  M ethode, um isolierte Zellen zur phasenm ikroskopischen U n tersuchung 
in ihrer L a g e  im physiologischen M ilieu  un bew eglich  festzuhalten, hat M I C H E L  für 
seine Zeitrafferfilm aufnahm en entw ickelt. E r  brin gt in die F lüssigkeitskam m er auf 
dem O b je k tträ ge r P araffinöl und h ierauf in dünner Sch ich t die physiologische F lü s s ig 
keit m it den zu untersuchenden Zellen. D adurch w erden sowohl in optischer w ie auch 
in p hysiologischer H in sich t gü n stige  V erh ältn isse  geschaffen. D ie  Zellen liegen  auf 
diese Wreise unm ittelbar und unbew eglich unter dem D eckg las und können daher 
auch m it Im m ersion sobjektiven  untersucht w erden. V erschieden e ausgezeichnete 
M ethoden zur U n tersuchung lebender B akterien  w urden von D Y A R , von K N Ö L L  
und von R I C H A R D S  beschrieben. H A S E L M A N N  und K A P P E L  berichteten über 
eine M ethode zur U n tersuchung lebender B akterien  in der O bjektträgerku ltu r. 
F A R R I S  benützte das P h .-K .-V e rfa h re n  erfo lgreich  für die Sperm aanalyse zur F e r ti
litätsuntersuchung. A L B E R T I  N I, L Ü D I N  und Z O L L I N G E R  beschreiben U n ter
suchungen von normalen und pathologischen G ew eben und Zellen, insbesondere 
zeigen  sie überzeugende A bbildungen von Zellausschw em m ungen und E xudatbefunden 
aus Tum oren im P h .-K .-B ild . R U N G E , V Ö G E  und H A S E L M A N N  sow ie Z I N S E R  
w andten das P h .-K .-V e rfa h re n  m it E rfo lg  an Stelle  der P ap an icolaou färbu n g für die 
zyto logische U ntersuchung des V agin alsm ears an (A bb. i ) .  In der inzw ischen schon 
recht um fan greich  gew ordenen L iteratu r über das P h .-K .-V erfa h re n  finden sich noch 
zahlreiche w eitere  A ngaben über m ethodische E inzelheiten  bei den verschiedensten 
F rageste llun gen , deren vollstän dige A u fzä h lu n g  an dieser Stelle  sich aus der not
w endigen B eschränkun g des U m fan ges dieser A rb e it verbietet.

D er B ereich  der erfo lgreich en  A nw en dun g der P h .-K .-M ik ro sk o p ie  beschränkt 
sich aber keinesw egs nur auf lebendes G ew ebe. A uch  fixierte  und un gefärbte S ch n itt
präparate, g le ich  w elcher T echnik, sind für die U n tersuchu ng m it dem P h .-K .-M ik ro -
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BfissalS

Abb. 1. Karzinomzelle (Tad- 
pole-Form). Aufschwemmung 
eines Vaginalabstriches von 
einer Patientin mit einem Por
tiokarzinom in Ringer-Lösung. 
Phasenkontrast. O bjektiv:  
Apochromat P h  60 H. I., num. 
Apertur 1,40. Abbildungsmaß
stab 1000:1.

Abb. 2. Lymphknoten (Katze). 
Susa-fixierter Paraffinschnitt> 
in Xylol ungefärbt einge
schlossen. Phasenkontrast. 
O bjektiv: Achrom at P h  20, 
num.Apertur 0,40. Abbildungs
maßstab 200: 1.

skop geeign et (A b b . 2). A lle rd in g s  liegen  nach m einen E rfah ru n gen  gerade hier die 
V erh ältn isse  häufig so, daß ein E inschließen  der Sch nitte  in die üblichen M edien, w ie 
K anadabalsam , D am m arh arz, C a ed ax  oder C larit, u n zw eckm äßig ist. E s  entstehen 
sonst unter U m ständen V erteilu n gen  der H e lligk e itsw erte , die m it unseren E rfa h ru n 
gen, w ie w ir sie aus der H ellfeldm ikroskopie  gefärb ter P räp arate  und von M ikrophoto
graphien  her besitzen, n icht in E in k lan g  zu bringen sind. A ber auch in so gelagerten  
F ällen , die durch die E igen a rt der L ich tbrech u n gsverh ältn isse  bedingt w erden, er
scheint m ir die A nw en dun g von O b jektiven  m it verschiedenen P hasenplatten  nicht 
notw endig. E s gen ügt vielm ehr, die E inschlußm edien zu variieren , um  B ild er zu er
halten, die unseren E rfah ru n gsw erten  aus den E rgebn issen  herköm m licher M ethoden 
entsprechen. D ie  gü nstigsten  E rgeb n isse  liefern  hierbei m eist E in schlußm ittel, deren 
B rech u n gsin d ex etw as unter dem sonst üblichen liegt. D ie  eingehendere B ehan dlun g 
dieser F ra g e  w ird  noch G egenstand einer besonderen M itteilu n g sein.

W äh ren d  in der L ite ra tu r über das P h .-K .-V e rfa h re n  fast ausschließ lich  die 
U n tersuchu ng von N ativm ateria l oder fixiertem , aber ungefärbtem  M ateria l beschrie
ben w ird, habe ich  m ich im m er w ieder eingehend auch m it der Bedeutung des P h .-K .- 
V erfah re n s bei der U ntersuchung ge färb ter P rä p a ra te  besch äftigt. D e r G ew inn, 
den in diesem  F a lle  die M ethode bietet, ist bei vielen  gefärbten  P räp araten  so
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Abb. 3. Flim m erepithel mit 
Bechersellen aus dem Öso
phagus vom Frosch. Normales, 
in Caedax eingeschlossenes 
Schnittpräparat. Azanfärbung. 
Phasenkontrast. O bjektiv:  
Achromat P h 90 H .I ., num. 
Apertur 1,25. Abbildungsm aß
stab 600:1.

Abb. 4. Gleiches Präparat wie 
in Abb. 3. H ellfeld} sonst 
gleiche optische Daten.

überzeugend, daß ich stets Besuchern, die sich von m ir das V erfah ren  vorführen  
lassen, auch g efärb te  P rä p a ra te  im P h .-K .-M ik ro sk o p  zeige. D ie  A bb. 3— 6, die 
V ergle ich sau fn ah m en  gefärb ter P rä p a ra te  im P h .-K .-B ild  und im H ellfe ld  zeigen , 
m ögen hiervon einen B e g riff  geben. E s  ergibt sich dabei immer w ieder die T atsache, 
daß die F ärbetechn ik  keinesw egs die Sum me aller O bjektstrukturen  sichtbar dar
stellt. E s  sind auch nicht nur schlecht oder schw ach  gefärb te  oder ausgeblaßte 
P räp arate, auf die diese F eststellu n g zutrifft. A u ch  bei hervorragen d gelungenen 
F ärbun gen  erlebt man hier nur zu oft Ü berraschungen. A m  besten scheint allerd in gs 
die A za n fä rb u n g  fü r die P h .-K .-U n tersu ch u n g geeig n et zu sein. B ei S ilberim p rägn a
tionen von N erven gew ebe sieht man häufig, daß die intensive S ch w ärzu n g des S ilb er
niederschlages im P h .-K .-B ild  versch w in det oder zum indest w esentlich  blasser w ieder
gegeben wrird, dafü r aber aus dem im H ellfe ld  unstrukturierten  U n tergründe nicht 
im prägnierte nervöse und andere Zellelem ente auftauchen (A bb. 7 und 8). O der in 
gefärbten  P räparaten , bei denen im H ellfe ld  im B in degew ebe led iglich  die K ern e der 
F ib ro zyten  deutlich sichtbar sind, w erden p lötzlich  auch deren zytoplasm atische A n 
teile  in ihrem  retikulären  Zusam m enhang sichtbar (A bb. 9 und 10). D era rtige  B eisp iele  
lassen sich b e lieb ig  verm ehren. G elegentlich  finden sich allerd in gs auch gefärb te  
P räp arate, die ga r nicht zur phasenm ikroskopischen U n tersuchu ng geeignet erscheinen.
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A bb. 5. Molar vom Hund. 
Übergang Periodontium  —  
Alveolar knochen mit Sharpey- 
schen Fasern. Normales, in 
Caedax eingeschlossenes 
Schnitt präparat. Asanfärbung. 
Phasenkontrast. O bjektiv: 
Achrom at P h 90 H. I., num. 
Apertur 1,25. Abbildnngsmaß- 
stab 4:00 :1.

A bb. 6. Gleiches Präparat zvie 
in A bb. 5. H ellfeld, sonst 
gleiche optische Daten.

H ier treten in fo lge von Interferenzerscheinungen, die durch besondere A bso rptio n s
und L ichtbrechun gsverhältn isse  im O b jekt bedingt w erden, F arbum sch läge auf. D iese 
müssen aber keinesw egs immer störend in E rsch ein u n g treten, sondern können auf 
ch arakteristisch e  Feinheiten  im färberischen \  erhalten, die im H e llfe ld  norm alerw eise 
der A ufm erksam keit entgehen, hinweisen. A ls  M odellobjekt für dieses Phänom en kann 
der F arb ra ster einer alten A g fa c o lo r-P la tte  dienen. D ie  einzelnen F arbkörner des 
R asters, die sich durch ihre besonders reinen und gleichm äßigen  Farbtöne auszeichnen, 
zeigen  mehr oder w en iger starke F arbverän derun gen  im P h .-K .-B ild , je  nach der 
Größe dieser R asterkörn er. A u ch  solche F arbum sch läge lassen sich durch den W echsel 
des Einschlußm edium s unterdrücken, doch erscheint m ir das hier nicht so w ich tig  wie 
bei der U ntersuchu ng un gefärbter P räp arate. D azu kommt noch die T atsache, daß die 
in F ra g e  kommenden E inschlußm edien  sich zum T eil Farbstoffen  gegenüber nicht 
indifferent verhalten, sondern sie aus dem O b je k t herauslösen.

D as für P h .-K .-U n tersuchu n gen  ein gerich tete  M ikroskop läßt sich ohne m erk
liche N ach teile  auch für norm ale H ellfeldun tersu chun gen  verw enden, da der K o n 
densorrevolver auch die norm ale Irisblende (A p ertu rblen de) enthält. D ie  P h asen 
platte in den O bjektiven  w irkt sich bei der H ellfeldbeobachtun g nicht m erklich  aus, 
led iglich  bei sch iefer B eleuch tu ng tritt eine deutliche L ichtintensitätsverm in derun g
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A bb. 7 Kleinhirn, M ensch. 
Normales, in Dammar harz 
eingeschlossenes S  chnitt prä- 
parat. Stückimprägnation nach 
B O E K E . Phasenkontrast. 
O bjektiv: Achrom at P h  20, 
num. A  pertur 0,40.A  b b ildungs- 
maßstab 225:1.

Abb. 8. Gleiches Präparat wie 
in Abb. 7. H ellfeld , sonst 
gleiche optische Daten.

dann ein, wenn in der A ustrittsp up ille  des O b jek tiv s  das B ild  der eingestellten K o n 
densorblende m it einem A bsch n itt der Phasenplatte zur D ecku n g kommt. D ies erscheint 
m ir jedoch als ein So n d erfall von gerin ger p raktischer Bedeutung.

A u s der K om bin ation  des P h .-K .-V erfa h re n s m it einer polarisationsoptischen 
A nordnung ergaben sich bei b iologischen P räparaten  nur selten V o rteile , doch konnte 
ich z. B . an K n ochenschliffen  au f diese W eise  gelegen tlich  besonders schöne B ilder 
erzielen.

D ie  außerordentliche Em pfindlichkeit der M ethode deckt verständlicherw eise 
auch schonungslos die M ängel der P räp arate  auf. So sind an Schnittpräparaten  häufig 
die Spuren fein ster Sch arten  des M ikrotom m essers zu sehen, bei D ünnschliffen  w erden 
m anchm al die Sch m irgelspu ren  sichtbar, und auch alle  V erun rein igun gen  werden, 
gelegen tlich  deutlicher als die O bjektstrukturen, abgebildet.

Kritik der Ergebnisse

E in  G esichtspunkt, der bei der B eurteilu n g der m it dem P h .-K  .-V erfah ren  g e 
wonnenen B ild er bis je tz t  w ohl noch zu w en ig  beachtet w urde, liegt in den erkenntnis
kritischen S ch w ierigk eiten  ihrer D eutung. W ähren d  das A bsorptionsbild  der Hellfeld--
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Abb. 9. Zahnpulpa. Molar vom  
Hund. Normaler, in Caedax 
eingeschlossener Zelloidin- 
schnitt. Azanfärbung. Phasen
kontrast. O b jek tiv : Achromat 
P h  20, num. Apertur 0,40. A b 
bildungsmaßstab 200:1.

Abb. 10. Gleiches Präparat wie 
in A bb. 9. H ellfeld, sonst 
gleiche optische Daten.

m ikroskopie in sinnesphysiologischer H in sich t dem m akroskopischen B ild  des gleichen 
O bjektes durchaus äquivalent ist und sich led ig lich  durch die V ergrö ß eru n g  in der 
W ahrnehm u ng von ihm unterscheidet, liegen  diese V erh ältn isse  bei der P h .-K .-M ik ro 
skopie grun dsätzlich  anders. Im G egen satz zur H ellfeldm ikroskopie, bei der theoretisch 
die von der Abbeschen T h eorie  geforderte  Ü bereinstim m ung der L ich tverte ilu n g  in O b
jektebene und Bildebene in bezug auf A m plitud e und P h ase vorliegt, w ird  ja  bei der 
P h .-K .-M ik ro sk o p ie  diese Ü bereinstim m ung bew ußt gestört, um überhaupt erst eine 
U m setzung der unsichtbaren Phasenunterschiede in sichtbare Intensitätsunterschiede 
zu erreichen. E s w ird  hier eine S k ala  von verschiedenen L ichtbrechun gsw erten  in 
eine S k ala  von verschiedenen G rauw erten  transponiert. E s handelt sich somit 
durchaus um eine indirekte W ahrnehm u ng, n icht nur hin sichtlich  der T atsach e 
des als H ilfsm itte l bei der W ahrn ehm u n g benützten M ikroskops. V ielm ehr 
auch insofern, als hier O bjekteigen sch aften  als Strukturen sichtbar gem acht 
werden, die unserer direkten W ahrnehm u ng gru n d sätzlich  entzogen sind. W ir  
sehen hier D in ge, fü r die der durch die spezifischen E igen sch aften  unserer S in nes
organe bestim m te E rfah ru n gsin h alt unserer V o rste llu n g sw elt aus dem B ereiche der 
direkten W ahrnehm u ng her keine em pirischen M aßstäbe besitzt. D iese  N otw en d igkeit 
einer kritisch en  B eurte ilu n g des phasenm ikroskopischen B ildes m it seinem uns so
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bekannt anm utenden und stark  an M ikrophotographien  erinnernden C harakter w ird 
allein schon durch den U m stand bestim m t, daß die W e rte  der resultierenden G rauw ert- 
skala gar nicht absoluten, größenm äßig definierten L ichtbrechun gsw erten  entsprechen, 
sondern re lative  R egistrierun gen  der optischen W eglän gen d ifferen zen  darstellen. Im 
G egen satz zur färberischen  D ifferen zieru n g  der Strukturelem ente, die eine em pirische 
A u sw ertu n g des färberischen V erh alten s durchaus erm öglicht, besitzt die Skala  der 
phasenm ikroskopischen K o n traste  nur eine sehr bedingte Spezifität. H ierin  dürfte auch 
eine zu sätzlich e  S ch w ie rig k e it bei der A nw en dun g von O b jektiven  m it verschiedenen 
Phasenplatten  beschlossen liegen. D abei verschieben sich ja  auch die H e llig k e its
w erte für die einzelnen Phasenverschiebungen, die S k ala  der Phasenverschiebungen 
verschiebt sich  also gegenüber der Sk ala  der H elligke itsw erte . A b er auch ohne V e r 
w endung versch iedener Phasenplatten  kann man sich von dieser gew issen  U nspezifität 
der K o n trastw erte  überzeugen. N orm alerw eise stellen sich z. B . die Zellkerne auch 
phasenm ikroskopisch dunkler dar als das Zytoplasm a. D och  gerade bei den in K a n a d a 
balsam  eingeschlossenen fixierten, aber ungefärbten  P räparaten  kann häufig eine 
vö llige  In version  dieser H e lligk e itsw erte  eintreten, die auf den besonderen hier 
resultierenden Ph asendifferen zen  beruht und die sich durch Im bibition mit E in sch lu ß
m itteln von anderem  B rechu ngsindex, w ie oben bereits ausgefü hrt, beheben läßt. Es 
ist aber durchaus un zu lässig, bestim m te Strukturen, O rgan ellen  oder chem ische Sub
stanzen gesetzm äß ig  m it bestim m ten T onw erten  im P h .-K .-B ild  identifizieren zu 
wollen. D as kann diese M ethode einfach nicht leisten. D ie V ersuchu n g, derartige 
Schlüsse dennoch zu ziehen, liegt aber nur allzu nahe, wenn dies nicht durch die g e 
naueren K en n tn isse  der physikalischen G rundlagen des V erfah ren s verhindert w ird. 
D ie  D om inanz der H ellfeldm ikroskopie und der färberischen Präparation stech nik  hat 
die B ild u n g der E rfah ru n gsw erte  im B ereiche der m ikroskopischen W ahrnehm ung 
zu lange e in seitig  beeinflußt, um uns einem rein optisch von einem P h asenobjekt 
gewonnenen Strukturbilde unbefangen gegenüberstehen zu lassen. D er hervorragende 
A nw endungsbereich der P h .-K .-M ik ro sk o p ie  dürfte  daher auch nicht in einer sp ezi
fischen D ifferen zieru n g von Strukturelem enten liegen, sondern vielm ehr in der 
M ö glich keit einer optim alen D arste llu n g von Strukturveränderungen  im zeitlichen 
A b lau fe  und in einer W ied ergabe von Strukturelem enten, die der färberischen  D a r
stellung schw er zu gän glich  oder v ö llig  entzogen sind. U m  F ehldeutungen zu entgehen, 
ist es jedoch unbedingt nötig, im m er w ieder die phasenm ikroskopisch erhobenen B e 
funde so w eitgehend als nur irgen d m öglich  durch die A nw en dun g anderer M ethoden 
zu kontrollieren. G erade in dieser H in sich t w ird  die P h .-K .-M ik ro sk o p ie , und z w e ife l
los nicht zu ihren G unsten, häufig verkannt. S ie  stellt keine M ethode dar, die als U n i
versalm ethode an die Stelle  der bisherigen  M ethoden treten kann. W e r  dies erw artet, 
w ird  sehr bald enttäuscht zu den klassischen M ethoden der H isto log ie  zurückkehren. 
S ie  bildet aber in ihrer kritischen A nw en dun g und in der E rg än zu n g  dieser M ethoden 
durch die E rw e ite ru n g  der S tru ktu rerfassu n g eine B ereicherun g unserer m ikro
skopischen W ahrnehm ungsw elt, deren heuristischer W e rt  heute noch keinesw egs die 
ihm zukom m ende B each tu ng findet und deren A n w en d u n g auch sicherlich  nicht ohne 
kritisch e R ü ckw irku n g auf unsere V o rstellu n gen  von der N atu r und dem W e rte  der 
E rgebn isse unserer klassischen histologischen T ech n ik  bleiben wird.

Summary
This w ork is the first of a series of publications dealing with the subject of phase 

microscopy. It deals with problems facing the scientist carrying out practical w ork with 
phase contrast microscopy.

F irst follows a description of technical specialities about phase contrast equipment. 
W hen investigating living objects, it seems to be advisable to use an oil immersion 
objective with high numerical aperture and low initial magnification on account of its 
big m agnifying range.
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The technique of illumination required for exact phase contrast effects is specially 
dealt with.

The effective use of phase contrast investigations of different biological objects and 
the required technique of preparation w ill be discussed and explained with different examples.

The importance of exact physiological conditions in investigating living objects is 
specially stressed. The advantage of phase microscopy also for the investigation of fixed 
and even for stained sections, will be emphasized. The comparison of special photos 
demonstrates resulting advantages.

Special stress is laid on the critical discussion of results obtained with phase m icro
scopy. The transformation of phase differences in different degrees of brightness makes 
visible physical qualities of objects in structural forms not visible with normal m icro
scopes, since they offer no adequate stimulus to the human eye. B y this method, details 
are laid open to our perception, the direct explanation of which so far lacks any empir c 
basis. This constitutes the danger that experiences gathered with classic staining histology 
are transferred on the result of phase microscopy with the consequence of possibly false 
conclusions. O f special importance is the fact that in contrast to the technique of staining 
the different grades of brightness in phase microscopy have no specifity but may be freely 
varied by technical manipulations. Therefore it is necessary to emphasize the application of 
extreme criticism  in drawing conclusions out of phase microscopical results.
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