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Lichtmikroskopie

Methode:

Polarisationsmikroskopie in der Biologie

Literatur:

MIKROKOSMOS 66, 233-239 u. 263-268 (1977)

Anwendungsbereich: Mikroskope mit intensiver Beleuchtung.

Botanik, Histologie, Zoologie.

Schnitte und Totalpréparate

1. EinflUhrung und qualitative Beobachtungen

Geschichtlicher Uberblick

E. L. Malus, der Entdecker der Polariastion
des Lichtes, hat bereits im Jahre 1811 bio-
logische Objekte mit seinem , Polarisations-
apparat“ beobachtet. Noch im gleichen
Jahrzehnt begann D. Brewster mit der
planvollen Untersuchung von Gebilden or-
ganismischer Herkunft. Als H. F. Talbot
1834 das Mikroskop mit zwei von W. Nicol
1833 erfundenen Polarisationsprismen aus
Kalkspat ausgeriistet und damit ein brauch-
bares Polarisationsmikroskop geschaffen
hatte, konnten auch mikroskopisch kleine
Strukturelemente im polarisierten Licht
untersucht werden.

Es ist wenig bekannt, dal eigentlich B. G.
Amici (um 1830) das erste Polarisations-
mikroskop benutzt hat, doch wurde dieses
Instrument erst 1844 vollstindig beschrie-
ben. Sein Polarisator bestand aus einem
Glasplattensatz, der Analysator aus einem
Kalkspatkristall oberhalb des Okulars.
Von den beiden Teilbildern, die infolge
Doppelbrechung des Kristalls entstanden,
konnte das eine oder andere durch eine
drehbare Lochblende ausgeschaltet wer-
den.

Das Polarisationsbild der quergestreiften
Muskelfaser, der Markscheide der Nerven-
faser, der Grundmasse des Knochengewe-
bes und viele andere polarisationsoptische
Erscheinungen waren bereits in der zwei-
ten Hilfte des vorigen Jahrhunderts be-

Bild 1: Afrikanisches
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polarisierten Licht. %gx %‘f ‘1
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Projektiv 8X.,

kannt. Auch iliber die moéglichen Ursachen
der Doppelbrechung wurde damals lebhaft
diskutiert. Die verwickelte Sachlage wurde
jedoch erst in den Jahren 1910 bis 1919
durch die Untersuchungen H. Ambronns
gekldrt., Er gelangte zu einer Trennung
von photoelastischem Effekt und Orientie-
rungsdoppelbrechung und konnte sogar bei
letzterer zwei ganz verschiedene Anteile
unterscheiden: Die Texturdoppelbrechung
(Formdoppelbrechung) und die Eigendop-
pelbrechung. Aufgrund dieser Erkenntnisse
lieB sich die PRolarisationsoptik von Zell-
und Gewebestrukturen befriedigend deu-
ten und fiir die Analyse des Feinbaus ver-
wenden.

Wihrend sich das Polarisationsmikroskop
in der Mineralogie und Petrographie rasch
zum bedeutendsten MeBinstrument ent-
wickelt hat, ist es im wesentlichen das Ver-
dienst von W. J. Schmidt (1929—1959), daB3
die moderne polarisationsoptische Metho-
dik auch in die biologische Forschung ein-
gefiihrt wurde. Die Histophysik ist ein Ar-
beitsgebiet, das mit Hilfe physikalischer
Methoden zur Erforschung der molekularen
Struktur und stofflichen Zusammensetzung
des Gewebes beitrdgt. Dabei spielt das
Polarisationsmikroskop eine wichtige Rolle.
Die polarisationsoptischen Methoden der
Histophysik haben G. Scheuner und J. Hut-
schenreiter 1972 ausfiihrlich beschrieben.
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Mit diesem Beitrag sollen nur einige An-
wendungsmoglichkeiten des Polarisations-
mikroskops gezeigt werden.

Polarisiertes Licht

Die Polarisation des Lichtes wird in allen
einschligigen Lehrbiichern ausfiihrlich be-
schrieben. Man kann die elektromagneti-
sche Wellenbewegung des Lichtes mit den
Gesetzen der Wellenbewegung besser ver-
gleichen, wenn man sich einen hypotheti-
schen , Lichtédther“ vorstellt, dessen ,Teil-
chen“ von der Wellenbewegung erfa3t wer-
den.
Unter polarisiertem Licht versteht man all-
gemein nur sichtbare Strahlung, die in
einer einzigen Richtung schwingt. Im ge-
wohnlichen Licht sind hingegen die ver-
schiedensten Schwingungsrichtungen des
Lichtvektors mit gleicher GroBe vorhan-
den. Zwischen den einzelnen Wellenziigen
bestehen die verschiedensten Phasenver-
hiltnisse. Bei polarisiertem Licht schwingt
der Lichtvektor regelmdfig in bestimmten,
ausgezeichneten Richtungen. Neuerdings
findet auch polarisiertes ultraviolettes und
infrarotes Licht in der Mikroskopie An-
wendung. Da jedoch hierfiir besondere Po-
larisatoren erforderlich sind, werden diese
Verfahren hier nicht behandelt.
Man unterscheidet zwei Arten von polari-
siertem Licht: 3
1. das linear polarisierte Licht. Sein Licht-
vektor schwingt in einer Ebene, die sich
zeitlich und rdumlich nicht verdndert.
2. das elliptisch polarisierte Licht. Sein
Lichtvektor schwingt in einer zur Aus-
breitungsrichtung der Lichtwelle senk-
rechten Ebene, die sich mit gleicher Win-
kelgeschwindigkeit dreht. Der Endpunkt
des Lichtvektors beschreibt eine Ellipse.
Als Spezialfall des elliptisch polarisier-
ten Lichtes gilt das zirkular polarisierte
Licht. Hier beschreibt der Endpunkt des
Lichtvektors einen Kreis.

Polarisationsfilter

Fir die Erzeugung polarisierten Lichtes be-
nutzte man friher zusammengesetzte Teil-
prismen aus optisch einachsigen Kristallen
(z. B. Nicolsche Prismen aus Kalkspat). Da
solche Kristalle sehr kostspielig sind und
keine Ausnutzung der Kondensorapertur
ermoglichen, verwendet man heute fast
ausschlieBlich Polarisationsfilter. Es handelt
sich dabei um hochpolymere Kunststoff-

Folien, die durch mechanisches Strecken
molekular gleichgerichtet und neutralgrau
eingefirbt sind. Die polarisationsoptisch
wirksame Schicht ist, wenn sie als unge-
faBte Folie verwendet wird, beidseitig mit
Zelluloseacetobutyrat iiberzogen. Die Fo-
lien lassen sich schneiden und stanzen. Sie
sind mechanisch stabil, thermisch bis 80° C
belastbar, jedoch nicht kratzfest. Fiir orien-
tierende Untersuchungen geniigen sie den
Anforderungen.

Fiir hochste Anspriiche kittet man unbe-
schichtete, polarisationsoptisch wirksame
Folien zwischen spannungsfreie, planparal-
lel geschliffene, feinpolierte Deckglédser. Op-
timale technische Daten sind erreichbar:
Durchlissigkeit fiir unpolarisiertes weilles
Licht: 28%

Durchlissigkeit zweier Filter in Hellstel-
lung: 15%0

Durchlissigkeit zweier Filter in Dunkel-
stellung: 0,00015%

Loschungsvermogen: 1 : 100 000
Polarisationsgrad: Annédhernd 1000
Thermische Belastung: 70° C.

Diese hochwertigen Polarisationsfilter sind
relativ teuer. Billigere Typen koénnen bei
Dunkelstellung eine Durchlassigkeit von
maximal 0,5% haben. Der Bilduntergrund
ist dann dunkelblau bis blau statt schwarz.
Die verkitteten Filter konnen bei qualita-
tiven Untersuchungen ungefafit verwen-
det werden. Sie sollen jedoch randversie-
gelt sein. Beim Einfassen in normale Fil-
terfassungen treten oft Randspannungen
auf, wodurch'das Loschungsvermogen der
Hochleistungsfilter um mehr als eine Zeh-
nerpotenz absinken kann. Durch gewisse
Kunstgriffe werden die Randspannungen
beim Bau von Polarisationsmikroskopen
weitgehend vermieden.

Das Mikroskop

Fiir einfache polarisationsoptische Untersu-
chungen ist jedes Mikroskop geeignet. Als
Polarisator legt man ein verkittetes Pol-
Filter oder eine Pol-Folie in den Filtertra-
ger zwischen Lichtquelle und Kondensor.
Ein kleineres Pol-Filter (18—20 mm) wird
auf die Sehfeldblende des Okulars gelegt
oder mittels einer Steckfassung auf die
Augenlinse aufgesteckt bzw. vor der Tu-
buslinse des binokularen Schragtubus an-
gebracht. Ein drehbarer Objekttisch ist er-
forderlich, doch braucht dieser nicht unbe-
dingt eine Gradteilung zu besitzen. Es wer-
den nur achromatische Objektive benutzt,

Bild 2: Kristalle von
Kalziumoxalat in
der Epidermis der
Klchenzwiebel.
Links im gewdhn-
lichen, rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 10X/0,24;
Projektiv 8X.
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da Planachromate und Apochromate in der
Regel nicht frei von Innenspannungen sind.
Wiinschenswert ist auch eine Vorrichtung,
die das Einfligen eines Kompensators Rot I
(Gips- oder Quarzplédttchen) in den Strah-
lengang zwischen Prédparat und Analysator
ermoglicht.

Mit einem so ausgeriisteten Mikroskop
wurden die hier gezeigten Aufnahmen her-
gestellt. Die Bilder beweisen, da3 auch mit
minimalem Aufwand gute Resultate mog-
lich sind.

Das spezielle Polarisationsmikroskop unter-
scheidet sich von dem gewdshnlichen durch
folgende zusétzliche Bauteile:

Der Polarisator besitzt eine Gradteilung
und manchmal auch eine Klinke, die alle
45° einrastet. Auch der Drehtisch ist mit
einer Gradteilung versehen, die mit Hilfe
von Nonien auf 0,1° genau abgelesen wer-
den kann. Die spannungsfreien achromati-
schen Objektive haben eine Zentrierfas-
sung. Zwischen Objektiv und Okulartubus
befindet sich das Analysator-Zwischen-
stiick, das einen Analysator mit Gradtei-
lung, eine Amici-Bertrandlinse, eine Iris-
blende und eine verschlieBbare Offnung
zum Einschieben von Kompensatoren be-
sitzt. Am Tubus des Mikroskops befinden
sich Kerben flir die Arretierung von Fa-
denkreuzokularen. Im Gegensatz zum oben
beschriebenen improvisierten Polarisations-
mikroskop “ist dieses Instrument fiir quan-
titative polarisationsoptische Analysen ge-
eignet. Bei schwierigen Untersuchungen
sind starke Lichtquellen, z.B. eine 12V/
100 W Halogenleuchte, erforderlich.
Wirkungsweise: Das von der Gliihbirne
emittierte Licht wird vom XKollektor der
Mikroskopierleuchte konvergent gemacht
und von der Feldblende begrenzt. Es
schwingt in allen moéglichen Ebenen. Zwi-
schen den einzelnen Wellenziigen bestehen
die verschiedensten Phasenverhéltnisse.
Vom Polarisator wird nur das in einer ein-
zigen Richtung schwingende Licht (Schwin-
gungsrichtung des Filters) durchgelassen.
Das andere (etwa 75%) wird absorbiert.
Der Kondensor leitet dieses linear polari-
sierte Licht zum Préparat. Hier wird es
von einem anisotropen Objekt in zwei li-
near polarisierte Teilwellen aufgespalten,
deren Schwingungsebenen senkrecht auf-
einander stehen. Isotrope und in Richtung
zur optischen Achse durchstrahlte aniso-
trope Objekte, sowie das ebenfalls isotrope

Umfeld (Glas, Einschluimittel) verldt das
polarisierte Licht jedoch unverdndert. Es
fdllt ins Objektiv und trifft dann auf den
Analysator, dessen Schwingungsrichtung
mit der des ankommenden unverdnderten
Lichtes einen Winkel von 90° bildet und
es deshalb ausloscht. Das Gesichtsfeld ist
an diesen Stellen vollkommen dunkel. Hin-
gegen schwingt das aus den anisotropen
Objekten kommende Licht in anderen Rich-
tungen. Fallen diese mit der Schwingungs-
richtung des Analysators zusammen, so
herrscht maximale Helligkeit. Bilden sie
mit ihr einen Winkel von 90°, so wird das
Bild des Objektes vollig geléscht. In den
anisotropen Objekten pflanzen sich die po-
larisierten Teilwellen mit wunterschiedli-
cher Geschwindigkeit fort. Der Brechungs-
index ist in beiden Schwingungsrichtungen
unterschiedlich. Sie treten sie mit einer ge-
wissen zeitlichen Verzogerung (Gangunter-
schied) aus dem Objekt aus und interferie-
ren miteinander. Aus diesem Grunde ist
das Objekt in Hellstellung bei Verwen-
dung von weilem Licht meistens farbig.
Die Interferenzfarbe ist von der GroBe der
Doppelbrechung und der Dicke des Objek-
tes abhéangig. Alle Bilder werden mit Oku-
laren iiblicher Bauart beobachtet, die nicht
spannungsfrei sein miissen.

Anwendungsbeispiele

Bereits mit dem einfachen Polarisations-
mikroskop lassen sich an biologischen Ob-
jekten viele interessante Erscheinungen be-
obachten, von denen hier nur wenige auf-
gefiihrt werden konnen. In botanischen
Schnitten ist der GefédBbiindelverlauf im
polarisierten Licht sehr eindrucksvoll zu
sehen. Besonders die Xylemelemente er-
scheinen leuchtend hell, wahrend die iibri-
gen Gewebe dunkel sind. Die stark dop-
pelbrechende Wirkung verholzter Zell-
wénde zeigt Bild 1. Auch die Speichertra-
cheiden treten durch ihre Doppelbrechung
deutlich hervor. Die Kkristallinen Inhalts-
stoffe in manchen Zellen, z.B. Kalzium-
oxalat, Inulin, Alkaloide usw., konnen von
den amorphen Anteilen sehr gut unter-
schieden werden (Bild 2). Uber Stirkekor-
nern verschiedenster Art beobachtet man
im polarisierten Licht das Sphaeritenkreuz,
das auf eine radidre Anordnung hinweist
(Bild 3). Viele Hartgebilde, wie Foraminife-

Bild 3: Stdrkekorner
in der Kartoffel-
knolle. Links im
gewodhnlichen Licht
(gefarbt): rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 20X 0,40;
Projektiv 10X,
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renschalen, Holothuriensklerite, Nadeln
von Kalkschwammen, Coccolithenplédttchen
usw., bestehen aus Kalzit oder Aragonit
und drehen die Ebene des polarisierten
Lichtes (Bilder 4 und 5). Einer Radiolarien-
gruppe mit Gehdusen aus feinmodellierten
Colestinnadeln (Strontiumsulfat) gab Enri-
ques den Namen ,Birefrangentia“. Im Ge-
gensatz zu den kieselschaligen Radiolarien-
gehdusen sind sie doppelbrechend. Das ist
der einzige Fall in der zoologischen Nomen-
klatur, daB8 sich die Aufteilung einer Ord-
nung auf ein polarisationsoptisches Merk-
mal stiitzt.

Bild 4: Peneroplis
planatus (Fora-
miniferengehduse)
im gewoéhnlichen und
polarisierten Licht.
Achromat 10X/0,24;
Projektiv 8X.

Man kann das Polarisationsmikroskop
auch sehr bequem zur Bilddifferenzierung
verwenden, weil sich die verschiedenarti-
gen Anteile der Objekte je nach Stdrke der
Aufhellung bzw. Ausléschung gut vonein-
ander abheben. Der Kontrast ist etwa so
hoch wie bei Verwendung eines Dunkel-
feldkondensors, allerdings nur bei doppel-
brechenden Objekten. Durch Drehen des
Objekttisches werden sie unter geeignetes
Azimut gebracht. Die Erscheinung doppel-
brechender Strukturen hédngt auch vom
Schnittwinkel ab. Quer geschnittene Myo-,
Tono- und Kollagenfibrillen bleiben stets
dunkel (=Durchstrahlung in Richtung op-
tischer Achse), wihrend sich léangs oder
schrég geschnittene in Diagonallage aufhel-
len. y

Vielfaltig ist die optische Anisotropie der
Proteinstrukturen (Bild 6), zum Beispiel der
glatten und quergestreiften Muskulatur,
der Neuro- und Gliafibrillen des Nerven-
gewebes, der Tonofibrillen in den Epithe-
lien, der Kollagenfibrillen im Binde- und
Knorpelgewebe, sowie der Reticulin- und
Elastinfasern. Auch die durch Verspinnen
von Sekreten entstehenden Féaden, wie Sei-
de und andere Spinnfdden, ferner Cilien,
GeiBleln, Wimperwurzeln, Schwanzfidden
von Spermien, Filo- und Axopodien
von Rhizopoden sowie Kern-, Zell-
und Befruchtungsmembranen sind fir

Bild 5: Spirolina cylindracea (Foraminiferenge-
hiuse) im gewdhnlichen und polarisierten Licht.
Achromat 10X/0,24; Projektiv 8X.

die polarisationsoptische Untersuchung ge-
eignet. Von den Nukleoproteinstrukturen
sollen das Chromatin einiger Zellkerne und
der Spermienkopf genannt werden. Viele
weitere Eiweilkorper, wie das XKreatin,
sind doppelbrechend. Haare, Federn und
Fischschuppen liefern im polarisierten Licht
brillante Bilder (Bild 7). Auch Polysaccha-
ridstrukturen in chitin- und zellulosehalti-
gen Objekten sind anisotrop (Bild 8). Li-
poidstrukturen finden wir z.B. bei den
Stdbchen der Netzhaut, der Markscheide
des Nerven, den Mitochondrien und dem
»Dotterkern® im Spinnenei.
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Will man alle doppelbrechenden Elemente |

eines Préparates unabhingig von ihrem
Azimut gleichzeitig darstellen, so verwen-

det man zirkular polarisiertes Licht. Eine '

i/4-Platte wird unter dem Objekt, eine
zweite liber dem Objekt (beide in Diagonal-
lage) angeordnet. Anstelle der teuren Glim-
mer-Pldttchen koénnen auch die billigeren
i/4-Kunststoff-Folien verwendet werden.
Es gibt auch zwischen Deckglédsern verkittete
Kompensationsfolien sowie verkittete Po-
larisatoren fiir zirkular polarisiertes Licht,
die neben der Polarisationsfolie eine 1/4-
Folie enthalten. Bei dieser Anordnung fal-,
len alle Ausldschungserscheinungen aus, so
daBl nur optisch isotrope Objekte und an-
isotrope ldngs zur optischen Achse dunkel
bleiben. Das hdufig zu beobachtende Sphae-
ritenkreuz, ein besonderes Merkmal fir
linear polarisiertes Licht, fehlt bei der Ver-
wendung von zirkular polarisiertem Licht.

Diese Aufzdhlung von Erscheinungen bio-
logischer Objekte im polarisierten Licht ist
keineswegs vollstdndig. Sie soll nur den

2. Quantitative Untersuchungen

Unterscheidung optisch isotroper und
anisotroper Objekte

Zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern
bleibt ein isotropes, durchsichtiges Objekt
bei Drehung des Objekttisches um 360° in
jeder Lage und bei jeder Schnittrichtung
unsichtbar. Hingegen wird ein optisch an-
isotropes Objekt bei einer vollen Umdre-
hung des Objekttisches viermal hell und
viermal dunkel (Ausloschstellungen). In
den dazwischen liegenden Stellungen er-
scheint es mehr oder weniger aufgehellt.
Optisch anisotrope Objekte verhalten sich
jedoch ebenfalls isotrop, wenn sie in Rich-
tung ihrer optischen
werden.

Bestimmung des Vorzeichens der
Doppelbrechung

Man unterscheidet das wahre Vorzeichen
vom relativen Vorzeichen der Doppelbre-
chung. Das wahre Vorzeichen wird durch
die Lage der Indikatrix zur optischen
Achse des doppelbrechenden Korpers be-
stimmt. Ermittelt wird die Differenz zwi-
schen den Brechzahlen fiir den ordentli-
chen (no) und auBerordentlichen Strahl
(na). Man spricht von positiver Doppel-
brechung, wenn na—no einen positiven
Wert ergibt. Um negative Doppelbrechung
handelt es sich, wenn na—no einen nega-
tiven Wert liefert. Bei biologischen Objek-
ten ist die Bestimmung der Lage der opti-
schen Achse in der Regel schwierig. Des-
halb verwendet man hier das relative Vor-
zeichen der Doppelbrechung, das sich im
allgemeinen auf eine morphologisch ausge-
zeichnete Richtung bezieht. Bei Fasern
wihlt man die Faserldngsachse, bei Mem-
branen die Flichennormale und bei kuge-
ligen Korpern den Radius der Bezugs-
richtung.

Achse durchstrahlt

Wert des Polarisationsmikroskopes fiir die
biologische Forschung unterstreichen. Mit
diesem Instrument sind neben den hier
beschriebenen qualitativen Beobachtungen
auch quantitative Untersuchungen moglich,
die im zweiten Teil dieses Beitrages aus-
fiihrlich tehandelt werden.
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Methode I:

1. Genaue Durchfiihrung des Kohlerschen
Beleuchtungsverfahrens.

2. Abdunkeln des Raumes zur Adaption des
Auges.

3. Kreuzung der Polarisatoren durch Dre-
hen des Analysators bis zur maximalen
Dunkelheit (ohne Préparat).

4. Gesichtsfeld durch Drehen des Analysa-
tors etwas aufhellen. Prdparat auf den
Objekttisch legen und scharf einstellen.
Gewtunschte Stelle in die Gesichtsfeld-
mitte bringen. Gesichtsfeld mit einem
Wrightschen Okular (falls vorhanden)
einengen. Durch Drehen des Analysators
wieder maximale Dunkelheit des Um-
feldes herbeifithren.

5. Objekt durch Drehen des Objekttisches
in Normallage (= Ausloschstellung) brin-
gen.

6. Objekttisch um genau 45° drehen. Das
Objekt zeigt jetzt maximale Helligkeit.

7. Kompensator Rot I (Gips- oder Quarz-
plédttchen) unter den Analysator einschie-
ben und ny (auf dem Pléttchen mar-
kiert) im Gesichtsfeld von links unten
nach rechts oben orientieren (+45°). Das
Umfeld erscheint purpurrot.

Ergebnis: Objekte mit einem Gangunter-
schied von 20 bis 200 nm nehmen eine mehr
oder weniger intensive blaue bzw. gelbe
Farbe an. Ist der Gangunterschied sehr ge-
ring, so tritt nur eine Farbverschiebung in
Richtung Violett bzw. Orange auf.
Auswertung: Blaues Objekt (= Additions-
lage) bei positivem Vorzeichen der Doppel-
brechung. Gelbes Objekt (= Subtraktions-!
lage) bei negativem Vorzeichen der Dop-
pelbrechung.

Methode II:

Anstelle des Rot-I-Pléttchens wird das A/4-
Plattchen (Glimmer) eingesetzt. Das Ge-
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sichtsfeld erscheint nicht rot, sondern grau.
Das zu priifende Objekt ist jetzt entweder
abgedunkelt (grau bis schwarz) oder er-
scheint heller als ohne 4/4-Plétchen.
Auswertung: Objekt aufgehellt (= Addi-
tionslage) bei positivem Vorzeichen der
Doppelbrechung. Objekt abgedunkelt (=
Subtraktionslage) bei negativem Vorzeichen
der Doppelbrechung.

Es gibt noch empfindlichere Methoden, zum
Beispiel mit Drehkompensatoren, die je-
doch im Rahmen dieses Beitrages nicht be-
schrieben werden kdénnen.

Ursachen der optischen Anisotropie
biologischer Objekte

Die charakteristischen Verdnderungen, de-
nen das Licht beim Durchdringen eines
anisotropen Objektes unterworfen ist, wer-
den von der submikroskopischen Struktur
der Objekte verursacht. Hier kann nur auf
die wesentlichen Bauprinzipien, die bei bio-
logischen Objekten eine Rolle spielen, ein-
gegangen werden.

Im submikroskopischen Bereich bestehen
die biologischen Objekte aus einem System
von Moleklilen bzw. Makromolekiilen, zwi-
schen denen sich Liicken befinden, die mit
anderen Substanzen gefiillt sind. So kénnen
zum Beispiel die Gefligeliicken eines Sy-
stems von Polypeptiden, Polysacchariden
oder Polynukleotiden, von Lipiden oder
wilrigen = Losungen ausgeflillt werden.
Zum Verstdndnis dient die Wienersche
Mischkorpertheorie, allerdings mit Ein-
schrinkungen, weil die Elemente des Misch-
korpers zueinander echte Phasengrenzen
besitzen miissen. Nach Wiener (1912) be-
steht ein Mischkorper aus einem System
anisodiametrischer Elemente, deren Ab-
stdnde voneinander im Vergleich zur Licht-
wellenlédnge sehr klein und auBlerdem durch
ein Medium von abweichender Brechzahl
voneinander getrennt werden. Es spielt da-
bei keine Rolle, ob beide Anteile isotrop
bzw. anisotrop sind oder der eine isotrop
und der andere anisotrop ist. Selbst wenn
beide Anteile isotrop sind, kann sich der
Mischkorper anisotrop verhalten. Diese Art
von Doppelbrechung, die auf der charakte-
ristischen Bauweise des Mischkorpers be-
ruht, bezeichnet man als Formdoppelbre-

chung.
Wiener unterscheidet zwei Typen von
Mischkorpern:

1. den Schichtenmischkorper, der aus paral-
lel liegenden Platten von unterschiedlicher
Brechzahl besteht. Die optische Achse ver-
1duft parallel zur Fldchennormalen. Er ver-
hilt sich wie ein optisch einachsiger, nega-
tiv doppelbrechender Korper.

2. den Zylindermischkorper, der aus paral-
lel liegenden Zylindern besteht, die durch
ein Medium abweichender Brechzahl ge-
trennt sind. Die optische Achse verlduft
parallel zur Zylinderldngsachse. Er verhilt
sich wie ein optisch einachsiger, positiv
doppelbrechender Korper.
Eigendoppelbrechung liegt in einem Misch-
korper dann vor, wenn das Geflige selbst
Doppelbrechung zeigt. Sie ist als charakte-
ristische Materialkonstante aufzufassen und
wird durch die kristalline Konfiguration
eines im Mischkérper vorkommenden
Strukturelementes hervorgerufen.

Die Gesamtdoppelbrechung eines Misch-
korpers setzt sich aus seiner Eigendoppel-
brechung und der Formdoppelbrechung zu-
sammen.

Ob ein Objekt Formdoppelbrechung, Eigen-
doppelbrechung oder Formdoppelbrechung
und Eigendoppelbrechung (= Gesamtdop-

pelbrechung) aufweist, kann mit Hilfe des |
von Ambronn beschriebenen Imbibitions-
verfahrens festgestellt werden. Man durdh-
trankt das Praparat mit unterschiedlichen
Fliissigkeiten, deren Brechzahlen bekannt
sind. Die Gefiigellicken werden vom Imbi-
bitionsmedium ausgefiilit. Bei kontinuier-
licher Anderung der Brechzahl erreicht man
den Punkt, fiir den die Brechzahl des Im-
bibitionsmediums der Brechzahl des Ge-
fiiges entspricht. Es ist dann keine Form-
doppelbrechung mehr feststellbar. Zeigt
das Gefiige jedoch Eigendoppelbrechung, so
verschwindet die Formdoppelbrechung,
wenn die Brechzahl des Imbibitionsme~
diums dem Mittelwert aus beiden Brech-
zahlen des doppelbrechenden Gefiiges ent-
spricht. Haben Form- und Eigendoppel-
brechung gleiches Vorzeichen, dann bleibt
das Vorzeichen der Gesamtdoppelbrechung
beim Versuch unverdndert. Bei entgegenge-
setzten Vorzeichen kehrt sich das Vorzei-
chen der Gesamtdoppelbrechung zweimal
um, wobei im Ubergangsgebiet anomale
Polarisationsfarben auftreten.

Diese Regeln gelten nur fiir nichtabsorbie-
rende Mischkorper. Ist die Absorption eines
Bestandteiles des Mischkorpers geniligend
groB, so kann selbst bei gleichen Brechzah-
len Formdoppelbrechung eintreten. Auch
das Vorzeichen der Doppelbrechung kann
sich &dndern, wenn ein Bestandteil des
Mischkorpers Licht absorbiert.

Beispiele

Die Zellulosemicelle bildet ein System von
optisch anisotropen kristalldhnlichen Stdb-
chen, deren Abstdnde voneinander gegen-
uber den Lichtwellenldngen klein sind. Die
Intermicellarsubstanz hat einen anderen
Brechungsindex als die Micelle. Somit ist
die doppelbrechende Wirkung der Xylem-
zellwédnde aus Eigendoppelbrechung und
Formdoppelbrechung zusammengesetzt.
Letztere kommt durch den abweichenden
Brechungsindex der Intermicellarsubstanz
zwischen den sehr dicht zusammenstehen-
den anisodiametrischen Zelluloseteilchen
zustande. Das dunkle Kreuz (Sphaeriten-
kreuz), das oft liber den einzelnen Zellen
liegt (Bild 1) und auch beim Drehen des
Praparates in seiner Lage bleibt, deutet
auf eine radidre Ordnung der Micelle um
die Zellachse.

Dispersion der Doppelbrechung

Wie bereits erwdhnt, wird die Stdrke der
Doppelbrechung durch die Differenz der
beiden Brechzahlen zahlenmiBig ausge-
driickt. Die GroB8e der jeweiligen Brechzahl
ist jedoch von der Wellenlédnge des verwen-.
deten Lichtes abhédngig. Deshalb ist auch
die Differenz der Brechzahlen wellenlin-!
genabhingig. Diese Abhingigkeit der|
Stdarke der Doppelbrechung von der Wel-
lenlénge bezeichnet man als Dispersion der:
Doppelbrechung. Da wir Eigendoppelbre-
chung und Formdoppelbrechung unterschei-
den konnen, sind auch eine Dispersion der
Eigendoppelbrechung und eine Dispersion
der Formdoppelbrechung, sowie eine Dis-
persion der Gesamtdoppelbrechung zu be-
obachten. Diese Erscheinungen haben fiir
unsere Untersuchungen keine sehr grofBe
Bedeutung und werden hier nur der Voll-
stédndigkeit halber erwihnt.
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Bild 1: SteinnusB
(Endocarp) quer.
Links im gewdhnli-
chen, rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 20X/0,40;
Projektiv 8X.

Untersuchung des Dichroismus

Dichroismus liegt vor, wenn das in einer
bestimmten Bezugsrichtung schwingende
Licht stdrker oder schwéicher absorbiert
wird als das andere. Wie bei der Formdop-
pelbrechung spricht man von Formdichrois-
mus, wenn sich die Absorptionskoeffizien-
ten der zwei Bestandteile des Wienerschen
Mischkorpers voneinander unterscheiden.
Positiver Formdichroismus liegt vor, wenn
die absorbierende Komponente des Misch-
korpers eine hohere Brechzahl hat als die
nicht absorbierende Komponente. Negati-
ver Formdichroismus ist vorhanden, wenn
die Verhiltnisse genau umgekehrt sind. Ne-
ben dem Formdichroismus kann auch
Eigendichroismus beobachtet werden, wenn
im submikroskopischen Bereich eine bevor-
zugte Richtung dichroitischer Substanzen
vorliegt. Zeigt die Struktur selbst Dichro-
ismus, so spricht man von natiirlichem
Dichroismus. Kiinstlicher Dichroismus ent-
steht, wenn in den submikroskopischen
Liickenraum absorbierende Substanzen
bzw. dichroitische Farbstoffe eingelagert
werden.

Fiir die praktische Bestimmung des Vor-
zeichens des Dichroismus gelten folgende
Grundregeln: Positiver Dichroismus liegt
vor, wenn das parallel zur gewéhlten Be-
zugsrichtung schwingende Licht stdrker ab-
sorbiert wird als das senkrecht dazu
schwingende. Wenn jedoch das senkrecht
zur gewihlten Bezugsrichtung schwingende
Licht stirker absorbiert wird als das paral-
lel dazu schwingende, liegt negativer Dich-
roismus vor.

Nachweis dichroitischer Substanzen:

1. Der Polarisator wird entfernt und das
Priparat nach dem Kohlerschen Prinzip
scharf eingestellt.

2. Interferenzfilter mit gewilinschter Wel-
lenldnge in den Filtertrdger einsetzen.
Zur Ausschaltung storender Polarisa-
tionserscheinungen zusétzlich Mattglas
einsetzen.

3. Analysator drehen und Helligkeitsédnde-
rungen des Objektes beobachten. Bei In-
tensitdtsschwankungen in den beiden
Analysatorstellungen (90°) liegt Dichro-
ismus vor.

Der Nachweis des Dichroismus gelingt
auch, wenn statt des Analysators der Po-
larisator verwendet wird oder wenn man
das Objekt anstelle des Analysators bzw.
Polarisators dreht. Besonders empfindlich
ist das Verfahren nach Zocher und Jacoby
(1927): Polarisator und Analysator werden
gekreuzt, wobei die Schwingungsrichtung
des Polarisators von Nord nach Siid ver-
laufen soll. Das Untersuchungsobjekt wird
mit seiner Bezugsrichtung unter -+45°
orientiert, wobei man ein Fadenkreuzoku-
lar benutzt. Fiir die Auswertung im mono-
chromatischen Licht gilt die Regel:

A. Drehung des Analysators im Gegen-
uhrzeigersinn fiihrt zur Verdunkelung
des Objektes. Es liegt positiver Dich-
Toismus vor.

B. Drehung des Analysators im Uhrzeiger-
sinn fiihrt zur Verdunkelung des Ob-
jektes. Es liegt negativer Dichroismus
vor.

Beim Drehen des Polarisators gilt das glei-
che fiir entgegengesetzten Drehsinn. Quan-
titative Untersuchungen des Dichroismus
werden mit einem Dichroskopokular durch-
gefiihrt, auf dessen Beschreibung hier ver-
zichtet wird.

Anwendungsbeispiele

Im allgemeinen zeigen biologische Objekte
nur dann natiirlichen Dichroismus, wenn
sie optisch anisotrop sind. Die dichroiti-
schen Erscheinungen lassen Riickschliisse
auf die Struktur des Untersuchungsobjek-
tes und auf die Ein- bzw. Anlagerung des
Farbstoffes zu. Eine Unterscheidung von
Form- und Eigendichroismus ist mit Hilfe
der Imbibitionsmethode mdglich. Man
durchtrinkt das dichroitische Objekt mit
Imbibitionsfliissigkeiten (z.B. Glyzerin)
verschiedener Brechzahlen. Bei reinem
Formdichroismus gibt es einen Punkt, in
dem die Brechzahl der Imbibitionsfliissig-
keit so gewdhlt ist, daB der Dichroismus
verschwindet.

Kiinstlicher Formdichroismus kann durch
Einlagerung von Metallen oder Farbstoffen
in den Gefligeliicken hervorgerufen wer-
den. Bei der Analyse der Verlaufrichtung
von Faserproteinen innerhalb des Gewe-
bes spielen dichroitische Fédrbungen eine
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groBe Rolle. Bei Beobachtung in weiBem,[

linear polarisiertem Licht erscheinen die
Fasern je nach Schwingungsrichtung in
einer anderen Farbe. Der Dichroismus kann
auch zur TUnterscheidung verschiedener
Strukturen herangezogen werden, zum Bei-
spiel bei der Abgrenzung von Kollagen ge-
geniiber Retikulin. Mit Eosin oder Tolui-
dinblau gefdrbte Kollagenfasern zeigen
Dichroismus, wiahrend diese Erscheinung
bei retikuldren Fasern nicht auftritt.

Die Einlagerung von Gold, Silber, Kupfer,
Tellur, Arsen, Antimon oder Wismut in
Gefligeliicken bewirkt kiinstlichen Form-

dichroismus. Folgende Methoden sind be-'

sonders zu empfehlen:

A. Entparaffinierte Schnitte mindestens

24 h in folgende, gut gemischte Losung le-
gen:

Dest. Wasser 500 ml

98%/viges Hydrazinhydrat 1 Tropfen

10%ige waBrige Goldchloridldsung 3 Trop-
fen

Wenn die Losung blaurot erscheint, ist die
Behandlung beendet. AnschlieBend werden
die Schnitte gewissert, getrocknet und in
Caedax eingeschlossen. Im weiBlen Licht
ist blau-roter Dichroismus zu beobachten.
B. Entparaffinierte Schnitte 3h in 1%ige
wiBrige Silbernitratlsung bringen. Mit
dest. Wasser abspiilen und 10 Minuten in
eine Losung von 50 ml dest. Wasser und
7 Tropfen 98%%ige Hydrazinhydratlésung le-
gen. AnschlieBend wissern, trocknen und
in Caedax einschlieBen. Je nach Objekt ist
der Dichroismus grau-gelb, dunkelbraun-
hellbraun oder graugriin-hellgelb. Bei der
Versilberung nach Gomori (Romeis 1968)
entsteht der Dichroismus blaurot-gelbrot.
Fiir dichroitische Firbungen sind folgqnde
Farbstoffe geeignet: Akridinorange, Amido-
schwarz 10B, Anilinblau, Azur A, Cori-
phosphin O, Chromotrop 2 R, Eosin, Evans-
blau, Fastgreen, Gentianaviolett, Janusgrin
B, Kongorot, Kresylviolett, Methylenblau,
Nilblau, Orange G, Rivanol, Safranin O,
Toluidinblau u.a. (s. Zocher und Jacoby
1927). Der Mikroskopiker findet hier ein

weites Arbeitsfeld, zumal dichroitische
Fiarbungen in Abhéngigkeit vom Farbstoff
nicht an jedem Objeki gelingen. Protein-
fasern aller Art, aber auch Zeliulosefasern
sind fir solche Versuche geeignet. Die im
Gewebe auftretenden Faserproteine (Kolla-
gen, Retikulin, Elastin, Fibrin, Gliafasern,
Zonulafasern, Linsenfasern, Neuro-, Tono-
und Mpyofibrillen der glatten, Herz- und
Skelettmuskulatur) sind optisch anisotrop
und deshalb fiir polarisationsoptische Un-
tersuchungen besonders gut verwendbar.
AbschlieBend soll noch der Wert des Po-
larisationsmikroskops bei der histologischen
Diagnosestellung erwdhnt werden. Bei Sili-
kosen liegen im Gewebe doppelbrechende
Quarzkristalle vor. Auch bei Silikatosen
konnen optisch anisotrope Kristalle beob-
achtet werden. Ein bewdhrtes Verfahren
zur Gichtdiagnose ist die polarisationsopti-
sche Untersuchung der Gelenkflissigkeit.
Bei Gicht treten im Ausstrich negativ dop-
pelbrechende XKristallnadeln von Mono-
natriumurat auf. Auch bei vielen Formen
der Steinbildungen liefert die polarisations-
optische Untersuchung der Kristalle zusdtz-:
liche Informationen. In der forensischen
Toxikologie wurde das Polarisationsmikro-
skop mit Erfolg eingesetzt, weil die hier
interessierenden Stoife oft Kristallklassen
angehoren, die durch relativ viele Parame-
ter zu charakterisieren sind.
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Bild 2: Proteinfasern
in der Haut des
Karpfens,
dichroitisch gefarbt.
Links im gewdhn-
lichen, rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 20X/0,40;
Projektiv 8X.
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Bild 3: Kollagene
Fasern irn Penis des
Hausschweines
(Hématoxylin-Eos‘m).
Links im gewohn-
lichen, rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 20X 0,40;
Projektiv 10X.

Bild 4: Mallophage (Haarling) im gewdhnlichen
und polarisierten Licht. Planachromat 2,5X/0,08;
Projektiv 8X.

Bild 5: Bryozoenstock
(Zooarium) im ge-
woéhnlichen und
polarisierten Licht.
Planachromat
2,5%/0,08; Projektiv
8X.
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Bild 6: Quergestreif-
ter Skelettmuskel
des Menschen (ge-
farbt). Links im ge-
wohnlichen, rechts
im polarisierten
Licht. Achromat

40X /0,65; Projektiv
10X.

Bild 7: Haar in der
Kopfhaut des Men-
schen (Azanfér-
bung). Links im ge-
wohnlichen, rechts
im polarisierten
Licht. Achromat
40X /0,65; Projektiv
8X.

Bild 8: Beine der
Schweinelaus im
gewdhnlichen und
polarisierten Licht.
Planachromat 2,5X/
0,08; Projektiv 8X.
(Der Planachromat
ist nicht frei von
Spannungen und er-
moglicht keine totale
Ausléschung des iso-
tropen Umfeldes.)




1. Begriffe und Grundbeziehungen der Polarisationsoptik

Elektrischer Feldvektor E:

Magnetischer Feldvektor H:

Schwingungsrichtung:

DurchlaBrichtung eines
Polarisators:

Sperrichtung eines
Polarisators:

Léschungsvermogen eines

Polarisators (Extinktion):

Hellstellung

Dunkelstellung:

Loschungsvermogen:

Liegt in einer Ebene orthogonal zur Ausbreitungsrichtung Z einer elektromagneti-
schen Welle. Bestimmt Ort und Intensitéat des elektrischen Feldes.

Liegt in einer Ebene orthogonal zur Ausbreitungsrichtung Z einer elektromagneti-
schen Welle im rechten Winkel zum E-Vektor und bestimmt Ort und Intensitét des
magnetischen Feldes.

Ist gleich der Richtung des E-Vektors.
Entgegen friherer Darstellungen wird diese Richtung heute als Polarisationsrich-
tung bezeichnet.

In DurchlaBrichtung schwingendes Licht wird wenig absorbiert, d. h. hoher Trans-
missionsgrad 7 pol. Der E-Vektor des einfallenden Lichts und die DurchlaBrichtung
des Polarisators stehen parallel zueinander.

In Sperrichtung schwingendes Licht wird vom Polarisator stark absorbiert. Es ergibt
sich der niedrige Transmissionsgrad 7 sperr. Der E-Vektor des einfallenden Lichts
und die DurchlaBrichtung des Polarisators stehen senkrecht zueinander.

Das Verhéltnis aus maximalem Transmissionsgrad 7 pol und minimalem Transmis-
sionsgrad T sperr, gemessen gegen vollstandig linear polarisiertes Licht.

Stellung zweier Polarisatoren, deren DurchlaBrichtungen parallel zueinander orien-
tiert sind.

Stellung zweier Polarisatoren, deren DurchlaBrichtungen senkrecht zueinander
orientiert sind.

Das Verhéltnis aus maximaler zu minimaler Transmission zweier gleicher Polarisa-
toren, ermittelt in Hell- und Dunkelstellung.

Folgende Zusammenhange ergeben sich bei der Anwendung eines Polarisators.

Transmissionsgrad T fur unpolarisiertes Licht:

Polarisationsgrad P fur unpolarisiertes Licht:

e i 5 T

T = pol sperr __ pol (1.1)
2 2

P = Tpol ™ Tsperr (1.2)




Extinktion E:

E=—2— (1.3)

Fir die Anwendung zweier gleicher Polarisatoren gilt:

Transmission fir unpolarisiertes Licht in Hellstellung:

2 2 2
o tpol P tsperr e, tpol
Tno == == (1.4)
. 2 2

Transmission flr unpolarisiertes Licht in Dunkelstellung:

Tope = tpol : tsperr (1.5)

Ldschungsvermdgen LV:

2 2
Toe ToE T .
LV 0 pol sperr pol (1.6)
Tgo° 2 T:pol ) 1Tsperr Z tsperr

Umgekehrt ergibt sich fiir einen Polarisator wenn 7 o°und T 90° zweier gleicher Polarisatoren bekannt ist:

Transmission fir in Sperrichtung schwingendes Licht:

A \/too — \/rgo — T3 (1.7)

Transmission fir in DurchlaBrichtung schwingendes Licht:

Too = Vg + V1% — By ~ V21, (18)

Polarisationsgrad P nach Durchlaufen eines Polarisators:

e LN =1
P

e (1.9)
2N




