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1. Einführung und qualitative Beobachtungen

Geschte,htlieher tlberblick

E. L. Malus, der Entdecker der Polariastion
des Lidrtes, hat bereits im Jahre 1811 bio-
logisdre Objekte mit seinem ,,Polarisations-
apparat" beobachtet. Nodr im gleidren
Jahrzehnt begann D. Brewster mit der
planvollen Untersudrung von Gebilden or-
ganismisdrer Herkunft. Als H. F. Talbot
1834 das Mikroskop mit zwei von W. Nicol
1833 erfundenen Polarisationsprismen aus
Kalkspat ausgerüstet und damit ein braudr-
bares Polarisationsmikroskop gesdraffen
hatte, konnten audr mikroskopisdr kleine
Strukturelemente im polarisierten Lidrt
untersudrt werden.
Es ist wenig bekannt, daß eigentlich B. G.
Amici (um 1830) das erste Polarisations-
mikroskop benutzt hat, doch wurde dieses
Instrument erst 1844 vollständig besdrrie-
ben. Sein Polarisator bestand aus einem
Glasplattensatz, der Analysator aus einem
Kalkspatkristall oberhalb des Okulars.
Von den beiden Teilbildern, die infolge
Doppelbredrung des Kristalls entstanden,
konnte das eine oder andere durci eine
drehbare Lodrblende ausgesdraltet wer-
den.
Das Polarisationsbild der quergestreiften
Muskelfaser, der Marksdreide der Nerven-
faser, der Grundmasse des Knodrengewe-
bes und viele andere polarisationsoptisdte
Ersdreinungen waren bereits in der zwei-
ten llälfte des vorigen Jahrhunderts be-

Bild l: Afrikanisches
Teakholz (quer) im
gewöhnlichen Llnd
polarisierten Licht,
Adlrömat 10x10,24:
Projektiv 8 x.

kannt. Auctr über dii möglictren Ursactren
der Doppelbredrung wurde damals lebhaft
diskutiert. Die verwickelte Sadrlage wurde
jedo& erst in den Jahren 1910 bis 1919
durdr die Untersudrungen H. Ambronns
geklärt, Er gelangte zu einer Trennung
von photoelastisdrem Effekt und Orientie-
rungsdoppelbredrung und konnte sogar bei
letzterer zwei ganz versdriedene Anteile
untersdreiden: Die Texturdoppelbredrung
(Formdoppelbredrung) und die Eigendop-
pelbredrung. Aufgrund dieser Erkenntnisse
ließ sich die Rolarisationsoptik von Zell-
und Gewebestrukturen befriedigend deu-
ten und für die Anaiyse des Feinbaus ver-
wenden.
Während sidr das Polarisationsmikroskop
in der Mineralogie und Petrographie rasdt
zum bedeutendsten Meßinstrument ent-
wickelt hat, ist es im wesentlidren das Ver-
dienst von W. J. Sdrmidt (1929-1959), daß
die moderne polarisationsoptisdte Metho-
dik audr in die bioiogische Forsdrung ein-
geführt wurde. Die Histophysik ist ein Ar-
beitsgebiet, das mit Hilfe physikalisdter
Methoden zur Erforsdrung der molekularen
Struktur und stofflichen Zusammensetzung
des Gewebes beiträgt. Dabei spielt das
Polarisationsmikroskop eine widrtige Rolle.
Die polarisationsoptisdren Methoden der
Histophysik haben G. Sdreuner und J. Hut-
schenreiter 19?2 ausführlidr besdrrieben.
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Mit diesem Beitrag sollen nur einige An-
wendungsmöglidrkeiten des Polarisations-
mikroskops gezeigt werden.

Polarisiertes Licht

Die Polarisation des Lictrtes wird in allen
einsdrlägigen Lehrbüdrern ausführlich be-
sdrrieben. Man kann die elektromagneti-
sdre Wellenbewegung des Lidttes mit den
Gesetzen der 'Wellenbewegung besser ver-
gleidren, wenn man sidr einen hypotheti-
sctren,,Lidrtäther" vorstellt, dessen,,Teil-
dren" von der Wellenbewegung erfaßt wer-
den.
Unter polarisiertem Lidrt versteht man all-
gemein nur sichtbare Strahlung, die in
einer einzigen, Rictrtung sdrwingt. Im ge-
wöhnlichen Lidrt sind hingegen die ver-
sdriedensten Sdrwingungsrictrtungen des
Lidrtvektors mit gleictrer Größe vorhan-
den. Zwisdren den einzelnen Wellenzügen
bestehen die versdriedensten Phasenver-
hältnisse. Bei polarisiertem Licht sdtwingt
der Lidrtvektor regelmd.ßig in bestimmten,
ausgezeidrnetbn Riehtungen. Neuerdings
findet audr polarisiertes ultraviolettes und
infrarotes Lictrt in der Mikroskopie An-
wendung. Da jedodr hierfür besondere Po-
Iarisatoren erforderlich sind, werden diese
Verfahren hier nicttt behandelt.
Man untersdteidet zwei Arten von polari-
siertem'Lii:ht: ,
L. das linear polarisierte Lidtt. Sein Licttt-

vektor schwingt in einer Ebene, die sich
zeitlictr und räumlich nidrt verändert.

2. das elliptisch polarisierte Lidrt. Sein
Lidrtvektor sdrwingt in einer zur Aus-
breitungsridrtung der Lidrtwelle senk-
redrten Ebene, die sidt mit gieidter Win-
kelgeschwindigkeit dreht. Der Endpunkt
des Lichtvektors besdrreibt eine Ellipse.
Als Spezialfall des elliptisdr polarisier'
ten Lidrtes gilt das zilkular polarisierte
Lidrt. Hier besdrreibt der Endpunkt des
Lidrtvektors einen Kreis.

PolarisationsfiIter

Für die Erzeugung polarisierten Lidrtes be-
nutzte man früher zusammengesetzte Teil-
prismen aus optisdr einadrsigen Kristallen
(2. B. Nicolsdre Prismen aus Kalkspat). Da
solche Kristalle sehr kostspieiig sind und
keine Ausnutzung der Kondensorapertur
ermöglichen, r'erwendet man heute fast
ausschließlidr Polarisationsfllter. Es handelt
sidr dabei um hochpolymere Kunststoff-

Folien, die durdr medranisdres Strechen
molekular gleidrgeridrtet und neutralgrau
eingefärbt sind. Die polarisationsoptischt
wirksame S&icht ist, wenn sie als unge-
faßte Folie verwendet wird, beidseitig mit
Zelluloseacetobutyrat überzogen. Die Fo-
lien lassen sictr schneiden und stanzen. Sie
sind mectranisch stabil, thermisdr bis 80o C
belastbar, jedodr nidrt kratzfest. Für orien-
tierende Untersudrungen genügen sie den
Anforderungen.
Für höctrste Ansprüdre kittet man unbe-
sctrictrtete, polarisationsoptisctr wirksame
Folien zwisctren spannungsfreie, planparal-
lel geschliffene, feinpolierte Dedrgläser. Op-
timäle tectrnisdre Daten sind erreidrbar:
Durchiässigkeit für unpolarisiertes weißes
Liciht: 280/o
Durchlässigkeit zweier Filter in Hellstel-
lung: 150/o
Dur:<*rlässigkeit zweier Filter in Dunkel-
stellung: 0,000150/o
Lösdrungsvermögen: 1 : 100 000
Polarisationsgrad: Annähernd 1000/o
Thermisdre Belastung: ?0o C.
Diese hodrwertigen Polarisationsfilter sind
relativ teuer. Billigere Typen können bei
Dunkelstellung eine DurdrIässigkeit von
maximal 0,5o/o haben. Der Bilduntergrund
ist dann dunkelblau bis blau statt sctrwarz.
Die verkitteten Filter können bei qualita-
tiven Untersudrungen ungefaßt verwen-
det werden. Sie solien jedodr randversie-
gelt sein. Beim Einfassen in normale Fil-
terfassungen treten oft Randspannungen
auf, wodurdr" das Lösdrungsvermögen der
Hodrieistungsfllter um mehr als eine Zeh-
nerpotenz absinken kann. Durdr gewisse
Kunstgriffe werden die Randspannungen
beim Bau von Polarisationsmikroskopen
weitgehend vermieden.

Das Mikroskop

Für einfadre polarisationsoptische Untersu-
drungen ist jedes Mikroskop geeignet. Als
Polarisator legt man ein verkittetes Pol-
Filter oder eine Pol-Folie in den Filterträ-
ger zwischen Lidrtquelle 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 Ttr-
buslinse des binokularen Sclerägtubus an-
gebraclrt. Ein drehbarer Objekttisdr ist er-
forderlidr, dodr braudrt dieser nidrt unbe-
dingt eine Gradteilung zu besitzen. Es wer-
den nur adrromatische Objektive benutzt,

Bild 2: Kristalle von
Kalziumoxalat in
der Epidermis der
KüÖenzwiebel.
Links im gewöhn-
iidlen, redlts im
polarisierten Lidlt.
Adrromat 10x10,24i
Projektiv 8x.
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da Planadrromate und Apodrromate in der
Regel nidrt frei von Innenspannungen sind.
Wünsdrenswert ist audr eine Vorridrtung,
die das Einfügen eines Kompensators Rot I
(Gips- oder Quarzplättdren) in den Strah-
lengang zwisdren Präparat und Analysator
ermöglidrt.
Mit einem so ausgerüsteten Mikroskop
wurden die hier gezeigten Aufnahmen her-
gestellt. Die Bilder beweisen, daß audr mit
minimalem Aufwand gute Resultate mög-
lidr sind.
Das spezielle Pglarisationsmikroskop unter-
sdreidet sich von dem gewöhnlidren durdr
folgende zusätzlidre Bauteile:
Der Polarisator besitzt eine Gradteilung
und mandrmal audr eine Klinke, die alle
45o einrastet. Audr der Drehtisdt ist mit
einer Gradteilung versehen, die mit Hilfe
von Nonien auf 0,1o genau abgelesen wer-
den kann. Die spannungsfreien adtromati-
sdren Objektive haben eine Zentrierfas-
sung. Zwisdren Objektiv und Okulartubus
befindet sidr das Analysator-Zwisdren-
stüdr, das einen Analysator mit Gradtei-
lung, eine Amici-Bertrandlinse, eine Iris-
blende und eine versclrließbare öftnung
zum Einsdrieben von Kompensatoren be-
sitzt. Am Tubus des Mikroskops befinden
sich Kerben für die Arretierung von Fa-
denkreuzokularen. Im Gegensatz zum oben
besdrriebenen improvisierten Polarisations-
mikroskop'ist dieqes Instrument für quan-
titative polarisationsoptisdre Analysen ge-
eignet. Bei sctrwierigen Untersudrungen
sind starke Lidrtquellen, z.B. eine L2Yf
100 W Halogenleudrte, erforderlidt.
Wirkungsweise: Das von der Glühbirne
emittierte Lidtt wird vom Kollektor der
Mikroskopierleudrte konvergent gemac}rt
und von der Feldblende begrenzt. Es
sdrwingt in allen möglidren Ebenen. Zwi-
sdren den einzelnen Wellenzügen bestehen
die versdriedensten Phasenverhältnisse.
Vom Polarisator wird nur das in einer ein-
zigen Ridrtung sdrwingende Lidtt (Sdrwin-
gungsridrtung des Filters) durctrgelassen.
Das andere (etwa 75olo) wird absorbiert.
Der Kondensor leitet dieses linear polari-
sierte Lidrt zum Präparat. Hier wird es
von einem anisotropen Objekt in zwei li-
near polarisierte Teilwellen aufgespalten,
deren Sdrwingungsebenen senkredrt auf-
einander stehen. Isotrope und in Ridltung
zur optisdren Adrse durdtstrahlte aniso-
trope Objekte, sowie das ebenfalls isotrope

Umfeld (Glas, Einschlußmittel) veriäßt das
polarisierte Li&t jedodr unverändert. Es
fällt ins Objektiv und trifft dann auf den
Analysator, dessen Sdrwingungsrichtung
mit der des ankommenden unveränderten
Lidrtes einen Winkel von 90o bildet und
es deshalb auslösdrt. Das Gesichtsfeld ist
an diesen Stellen vollkommen dunkel. Hin-
gegen sdrwingt das aus den anisotropen
Objekten kommende Lidtt in anderen Rictr-
tungen. Fallen diese mit der Schwingungs-
riclrtung des Analysators zusammen, so
herrsdrt maximale Helligkeit. Bilden sie
mit ihr einen Winkel von 90o, so wird das
Bild des Objektes völlig gelöscttt. In den
anisotropen Objekten pflanzen sich die po-
larisierten Teilwellen mit untersdtiedli-
drer Gesdrwindigkeit fort. Der Bredtungs-
index ist in beiden Sclrwingungsridttungen
untersdriedlidr. Sie treten sie mit einer ge-
wissen zeitlichen Verzögerung (Gangunter-
sdried) aus dem Objekt aus und interferie-
ren miteinander. Aus diesem Grunde ist
das Objekt in Hellstellung bei Verwen-
dung von weißem LicIt meistens farbig.
Die Interferenzfarbe ist von der Größe der
Doppelbredrung und der Didre des Objek-
tes abhängig. Alle Bilder werden mit Oku-
laren üblidrer Bauart beobadttet, die nidtt
spannungsfrei sein müssen.

Anrpendungsbeispiele

Bereits mit dgm einfactren Polarisations-
mikroskop lassen sidr an biologisdren Ob-
jekten viele interessante Ersdreinungen be-
obachten, von denen hier nur wenige auf-
geführt werden können. In botanisdren
Sdrnitten ist der Gefäßbündelverlauf im
polarisierten Lidrt sehr eindruchsvoll zu
sehen. Besonders die Xylemelemente er-
sctreinen Ieudrtend hell. während die übri-
gen Gewebe dunkel sind. Die stark dop-
pelbrechende Wirkung verholzter ZeIl-
wände zeigt Biid 1. Audr die Speidtertra-
dreiden treten durdr ihre Doppelbredtung
deutlich hervor. Die kristallinen Inhalts-
stoffe in mandren Zellen, z. B. Kalzium-
oxalat, Inulin, Alkaloide usw., können von
den amorphen Anteilen sehr gut unter-
sdrieden werden (Bild 2). Über Stärkekör-
nern versdriedenster Art beobadrtet man
im polarisierten Licht das Sphaeritenkreuz,
das auf eine radiäre Anordnung hinweist
(Bifd 3). Viele Hartgebilde, wie Foraminife-

Bild 3: Stärkekörner
in der Kartoffel-
knolle. Links im
gewöhnlichen Licht
(gefärbt): redrts im
polarisierten Licttt.
Adrromar 20x 0,{0;
Projektiv l0x.
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rensdralen, Holothuriensklerite, Nadeln
von Kalksdrwämmen, Coccolithenplättdren
usw., bestehen aus Kalzit oder Aragonit
und drehen die Ebene des polarisierten
Lichtes (Bilder 4 und 5). Einer Radiolarien-
gruppe mit Gehäusen aus feinmodellierten
Cölestinnadeln (Strontiumsulfat) gab Enri-
ques den Namen ,,Birefrangentia". Im Ge-
gensatz zu den kieselschaligen Radiolarien-
gehäusen sind sie doppelbredrend. Das ist
der einzige Fall in der zoologischen Nomen-
klatur, daß sidr die Aufteilung einer Ord-
nung auf ein polarisationsoptisches Merk-
mal stützt.

Vielfältig ist die optisdre 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 durdt Verspinnen
von Sekreten entstehenden Fäden, wie Sei-
de und andere Spinnfäden, ferner Cilien,
Geißeln, Wimperwurzeln, Sdrwanzfäden
von Spermien, Filo- und Axopodien
von Rhizopoden sowie Kern-, Zell-
und Befrudrtungsmembranen sind für

rllld 4: Peneroplis
pldnatus (Fora-
miniferengehäuse)
im ge*'öhniiÖen und
poiarisierten Lidtt.
Adrromat 10xl0,24i
Projektiv 8x.

BildS: Spirolino cAlindraceo (Foraminiferenge-
häuse) im gewöhnlidren und polarisierten Lidrt.
Achromat toxl0,24i Projektiv 8x.

Man kann das Polarisationsmikroskop
auch sehr bequem zur Bilddifierenzierung
verwenden, weil sich die versctriedenarti-
gen Anteile der Objekte je nadr Stärke der
Aufhellung bzw. Auslöschung gut vonein-
ander abheben. Der Kontrast ist etwa so
hodr s'ie bei Verwendung eines Dunkel-
feldkondensors, allerdings nur bei doppel-
brechenden Objekten. Durclr Drehen des
Objekttisches werden sie unter geeignetes
Azimut gebradrt. Die Ersdreinung doppel-
bredrender Strukturen hängt audr vom
Schnittu'inkel ab. ,Quer gesctrnittene Myo-,
Tono- und Kollagenfibrillen bleiben stets
dunkei (:Durdrstrahlung in Ridrtung op-
tischer Achse), r,r.'ährend sidr längs oder
schräg gesehniltene in Diagonallage aufhel-
len.

die polarisationsoptisdre Untersudrung ge-
eignet. Von den Nukleoproteinstrukturen
sollen das Chromatin einiger Zellkerne und
der Spermienkopf genannt werden. Viele
weitere Eiweißkörper, wie das Kreatin,
sind doppelbredrend. Haare, Federn und
Fisdrsdruppen liefern im polarisierten Lidrt
briliante Bilder (Bild 7). Audr Polysacdra-
ridstrukturen in dritin- und zellulosehalti-
gen Objekten sind anisotrop (Biid 8). Li-
poidstrukturen finden wir z. B. bei den
Stäbdren der Netzhaut, der Marksdreide
des Nerven, den Mitodrondrien und dem
,.Dotterkern" im Spinnenei.
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Will man alle doppelbrechenden Elemente
eines Präparates unabhängig von ihrem
Azimut gleichzeitig darstellen, so verwen-
det man zirkular polarisiertes Lidrt. Eine
|l4-Platte wird unter dem Objekt, eine
zweite über dem Objekt (beide in Diagonal-
lage) angeordnet. Anstelle der teuren Glim-
mer-Plättdren können audr die billigeren
l"/4-Kunststoff-Folien verwendet werden.
Es gibt audr zwischen Deckgläsern verkittete
Kompensationsfolien sowie verkittete Po-
larisatoren für zirkular polarisiertes Lidrt,
die neben der Polarisationsfolie eine i/4-
Folie enthaiten. Bei dieser Anordnung fal- !

len alle Auslöschungsersdreinungen aus, so
daß nur optisch isotrope Objekte und an-
isotrope längs zur optischen Actrse dunkel
bleiben. Das häufig zu beobachtende Sphae-
ritenkreuz. ein besonderes Merkmal für
Iinear polarisiertes Licht, fehlt bei der Ver-
wendung von zirkular polarisiertem Licht.
Diese Aufzählung von Erscheinungen bio-
logischer Objekte im polarisierten Lidrt ist
keineswegs voilständig. Sie soll nur den

2. Quantitative Untersuchungen

Unterscheidung optiseh isotroper und
anisotroper Objekte

Zwisdren gekreuzten Polarisationsfiltern
bleibt ein isotropes, durdrsidttiges Objekt
bei Drehung des Objekttisches um 3600 in
jeder Lage und bei jeder Sdtnittridttung
unsidrtbar. Hingegen wird ein optisdr an-
isotropes Objekt bei einer vollen Umdre-
hung des Objekttisdtes viermal hell und
viermal dunkel (Auslöschstellungen). In
den dazwisctren liegenden Stellungen er-
sdreint es mehr oder weniger aufgehellt.
Optisdr anisotrope Objekte verhalten sidr
jedodr ebenfalls isotrop, wenn sie in Rictt-
tung ihrer optisdlen Adrse durdrstrahlt
werden.

Bestimmung des Yorzeichens tler
Doppelbrechung

Man untersdreidet das wahre Vorzeidren
vom relativen Vorzeichen der Doppelbre-
ctrung. Das wahre Vorzeichen wird durdr
die Lage der Indikatrix zur optisdlen
Adrse des doppelbredrenden Körpers be-
stimmt. Ermittelt wird die Differenz zwi-
schen den Brechzahlen für den ordentli-
dren (no) und außerordentlidren Strahl
(u). Man spridrt von posititset Doppel-
brechung, wenn na-n6 einen positiven
Wert ergibt. rJm negatzue Doppelbrechung
handelt es sidl, wenn na-no einen nega-
tiven Wert liefert. Bei biologisdten Objek-
ten ist die Bestimmung der Lage der opti-
sdren Achse in der Regel sdr\rierig. Des-
halb verwendet man hier das relative Vor-
zeictren der Doppelbredlung, das sidr im
allgemeinen auf eine morphologisdr ausge-
zeichnete Ridrtung bezieht. Bei Fasern
wählt man die Faserlängsadrse' bei Mem-
branen die Flädtennormale und bei kuge-
ligen Körpern den Radius der Bezugs-
ridrtung.

Wert des Polarisationsmikroskopes für die
biologische Forsclrun.g un-ter:strejchen. l4jt
diesem Instrurnent sir:d r:r.elre..::r de,r'r hirrr.
beschriebenen qualitativen i3eobachtungen
auch quantitative Untersuchungen möglidr,
die im zweiten TeiI dieses Beitrages aus*
führlich behandelt werden.
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Methode I:
1. Genaue Durclrführung des Köhlersdren

Beleudrtungsverf ahrens.
2. Abdunkeln des Raumes zur Adaption des

Auges.
3. Kreuzung der Polarisatoren durclr Dre-

hen des Analysators bis zur maximalen
Dunkelheit (ohne Präparat).

4. Gesidrtsfeld durch Drehen des Analysa-
tors etwas aufhellen. Präparat auf den
Objekttisdr legen und sdrarf einstellen.
Gewünschte Steile in die Gesichtsfeld-
mitte bringen. Gesidrtsfeld mit einem
Wrightsdren Okular (falls vorhanden)
einengen. Durch Drehen des Analysators
wieder maximale Dunkelheit des Um-
feldes herbeiführen.

5. Objekt durdr Drehen des Objekttisdtes
in Normallage (:Auslöschstellung) brin-
gen.

6. Objekttisdr um genau 45o drehen. Das
Objekt zeigt jetzt maximale Helligkeit.

7. Kompensator Rot I (Gips- oder Quarz-
plättdren) unter den Analysator einschie-
ben und n y (auf dem Plättchen mar-
kiert) im Gesichtsfeld von links unten
nadr redrts oben orientieren (*45o). Das
Umfeld ersdreint purpurrot.

Ergebnis: Objekte mit einem Gangunter-
sdried von 20 bis 200 nm nehmen eine mehr
oder weniger intensive blaue bzw. gelbe
Farbe an. Ist der Ganguntersdried sehr ge-
ring, so tritt nur eine Farbversdriebung in
Ridrtung Violett bzw, Orange auf.
Ausuertung: Blaues Objekt (: Additions-
lage) bei positivem Vorzeidren der Doppel-'
brechung. Gelbes Objekt (: Subtraktions- I

lage) bei negativem Vorzeidren der Dop-
pelbredrung.

Methode II:
Anstelle des Rot-I-Plättdrens wird das ,l/4-
Plättdren (Glimmer) eingesetzt. Das Ge-
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sichtsfeld ersdreint nicht rot, sondern grau.
Das zu prüfende Objekt ist jetzt entweder
abgedunkelt (grau bis schwarz) oder er-
scheint heller als ohne i.i4-Plätchen.
Ausloertung: Objekt aufgeheilt (: Addi-
tionsiage) bei positivem Vorzeichen der
Doppelbrechung. Objekt abgedunkeit (:
Subtraktionslage) bei negativem Vorzeictren
der Doppelbredrung.
Es gibt nodr empfindlichere Methoden, zum
Beispiel mit Drehkompensatoren, die je-
doch im Rahmen dieses Beitrages nicht be-
schrieben werden können.

Ursachen der optischen Anisotropie
biologischer Objekte

Die charakteristisdren Veränderungen, de-
nen das Licht beim Durchdringen eines
anisotropen Objektes unterworfen ist, wer-
den von der submikroskopisdren Struktur
der Objekte verursacht. Hier kann nur auf
die wesentlichen Bauprinzipien, die bei bio-
iogischen Objekten eine Rolle spieien, ein-
gegangen werden.
Im submikroskopischen Bereidr bestehen
die biologisctren Objekte aus einem System
von Molekülen bzw, Makromoieküien, zwi-
schen denen sich Lücken befinden. die mit
anderen Substanzen gefüllt sind. So können
zum Beispiel die Gefügelücken eines Sy-
stems von Poiypeptiden, Polysacchariden
oder Polynukleotiden, von Lipiden oder
wäßrigen Lösungen ausgefüllt werden.
Zum Verständnis dient die Wienersctre
Mischkörpertheorie, allerdings mit Ein-
schränkungen, weil die Elemente des Misch-
körpers zueinander edrte Phasengrenzen
besitzen müssen. Nadr Wiener (1912) be-
steht ein Mischkörper aus einem System
anisodiametrisdrer Elemente, deren Ab-
stände voneinander im Vergleich zur Lidrt-
wellenlänge sehr klein und außerdem durch
ein Medium von abweidrender Bredrzahl
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
Misdrkörper anisotrop verhalten. Diese Art
von Doppelbredrung, die auf der drarakte-
ristisdren Bauweise des Mischkörpers be-
ruht, bezeichnet man als Formdoppelbre-
chung.
Wiener untersdreidet zwei Typen von
Misdrkörpern:
1. den Schichtenmischkörper, der aus paral-
lel liegenden Platten von untersdriedlidrer
Brectrzahl besteht. Die optisdte Adrse ver-
Iäuft parallel zur Flädtennormalen. Er ver-
hält sidr wie ein optisctt einachsiger, nego-
tiu doppelbrechender Körper.
2. den Zylindermischkörper, der aus paral-
lei liegenden Zylindern besteht, die durdt
ein Medium abweichender Breclrzahl ge-
trennt sind. Die optische Achse verläuft
parallel zur Zylinderiängsachse. Er verhält
sich wie ein optisctr einadrsiger, positiu
doppelbrechender Körper.
Eigendoppelbrechung liegt in einem Misch-
körper dann vor, wenn das Gefüge selbst
Doppelbrectrung zeigt. Sie ist als charakte-
ristische Materialkonstante aufzufassen und
wird durdr die kristalline Konfiguration
eines im Mischkörper vorkommenden
Strukturelementes hervorgeruf en.
Die Gesamtdoppelbrechung eines Misch-
körpers setzt sidr aus seiner Eigendoppel-
bredrung und der Formdoppelbredrung zu-
sammen.
Ob ein Objekt Formdoppelbrechung, Eigen-
doppelbrechung oder Formdoppelbreclrung
und Eigendoppelbrechung (: Gesamtdop-

pelbrechung) aufweist, kann mit Hilfe des i

von Ambronn beschriebenen Imbibitions-
verf ahrens f estgesteli,t u;* rd ee. I'4-av: d ururS.
tränkt das Präparat rnit unterschiedlidten
Fl.üssigkeiten, deren Bredrzahlen bekannt
sind. Die Gefügelücl<en werden vom Imbi-
bitionsmedium ausgefüllt, Bei kontinuier-
licher Anderung der Brechzahi erreicht man
den Punkt, für den die Erechzahl des Im-
bibitionsmediums der Bredrzahl des Ge-
füges entspricht. Es ist dann keine Form-
doppelbrechung mehr feststellbar. Zeigt
das Gefüge jedodr Eigendoppelbrechung, so
versdrwindet die Formdoppelbrechung,
wenn die Brechzahl des Imbibitionsme-
diums dem Mittelwert aus beiden Brectr-
zahlen des doppelbrechenden Gefüges ent-
spricht. Haben Form- und Eigendoppei-
brechung gleiches Vorzeichen, dann bleibt
das Vorzeichen der Gesamtdoppelbredtung
beim Versudr unverändert. Bei entgegenge-
setzten Vorzeichen kehrt sidr das Vorzei-
dren der Gesamtdoppelbrechung zweimal
um, wobei im Übergangsgebiet anomale
Polarisationsfarben auftreten.
Diese Regeln gelten nur für nidttabsorbie-
rende Mischkörper. Ist die Absorption eines
Bestandteiles des Mischkörpers genügend
groß, so kann selbst bei gleichen Brechzah-
len Formdoppelbredrung eintreten. Auch
das Vorzeichen der Doppeibrechung kann
sich ändern, wenn ein Bestandteil des
Mischkörpers Lidrt absorbiert.

Beispiele

Die Zellulosemicelle bildet ein System von
optisdr anisotropen kristallähnlichen Stäb-
chen, deren Abstände voneinander gegen-
über den Lidrtwellenlängen klein sind. Die
Intermicellarsubstanz hat einen anderen
Bredrungsindex als die Micelle. Somit ist
die doppelbredrende Wirkung der Xylem-
zellwände aus Eigendoppelbrechung und
Formdoppelbredrung zusammengesetzt.
Letztere kommt durdr den abweidrenden
Brechungsindex der Intermicellarsubstanz
zwisdren den sehr didrt zusammenstehen-
den anisodiametrisdren Zelluloseteildren
zustande. Das dunkle Kreuz (Sphaeriten-
kreuz), das oft über den einzelnen Zellen
liegt (Bild 1) und audr beim Drehen des
Präparates in seiner Lage bleibt, deutet
auf eine radiäre Ordnung der Micelle um
die Zelladrse.

Dispersion der Doppelbrechung

Wie bereits erwähnt, wird die Stärke der
Doppelbredrung durdr die Differenz der
beiden Bredrzahlen zahlenmäßig ausge-
drüd<t. Die Größe der jeweiligen Bredrzahl
ist jedodr von der Wellenlänge des verwen-.
deten Lidrtes abhängig. Deshalb ist aucht
die Differenz der Bredrzahlen wellenlän-l
genabhängig. Diese Abhängigkeit der
Stärke der Doppelbrectrung von der Wel-:
lenlänge bezeichnet man als Disytersion der
Doppelbrechung. Da wir Eigendoppelbre-
chung und Formdoppelbredrung untersctrei-
den können, sind audr eine Dispersion der
Eigendoppelbrechung und eine Dispersion
der Formdoppelbredrung, sowie eine Dis-
persion der Gesamtdoppelbrechung zu be-
obactrten. Diese Ersdreinungen haben für
unsere Untersudrungen keine sehr große
Bedeutung und werden hier nur der Voll-
ständigkeit halber erwähnt.
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Bild 1: Steinnuß
(Endocarp) quer.
Links im gewöhnli-
chen, rechts im
polarisierten Licht.
Actrromat 2Oxl0,40i
Projektlv 8x.

Untersue,hung iles Dichroismus

Dichroismus liegt vor, wenn das in einer
bestimmten Bezugsridrtung sdrwingende
Liclrt stärker oder schwädrer absorbiert
wird als das andere. Wie bei der Formdop-
pelbredrung spridrt man von Fortndichrois-
7n1rs, wenn sidr die Absorptionskoeffizien-
ten der zwei Bestandteile des Wienersdren
Mischkörpers voneinander untersdreiden.
Positiver Formdidtroismus liegt vor, wenn
die absorbierende Komponente des Misdt-
körpers eine höhere Bredrzahl hat als die
nidrt absorbierende Komponente. Negati-
ver Formdidrroismus ist vorhanden, wenn
die Verhältnisse genau umgekehrt sind. Ne-
ben dem Formdidrroismus kann audr
Eigendichroi,sznus beobachtet werden, wenn
im submikroskopisdten Bereidt eine bevor-
zugte Richtung didrroitisdrer Substanzen
vorliegt. Zeigt die Struktur selbst Dichro-
ismus, so spridtt man von natürlidrem
Didrroismus. Künstlicher Didrroismus ent-
steht, wenn in den submikroskopisdren
Lüdrenraum absorbierende Substanzen
bzw. didrroitisdte Farbstoffe eingelagert
werden.
Für die praktisdte Bestimmung des Vor-
zeictrens des Didrroismus gelten folgende
Grundregeln: Positiver Didtroismus liegt
vor, wenn das parallel zur gewählten Be-
zugsridrtung schwingende Lidrt stärker ab-
sorbiert wird als das senkredrt dazu
schwingende. Wenn jedoch das senkredrt
zur gewählten Bezugsridrtung sdrwingende
Lictrt stärker absorbiert wird als das paral-
lel dazu sdrwingende, liegt negativer Didt-
roismus vor.

N achw eis cl,iü,roi.tischer Sub stanzen :

1. Der Polarisator wird entfernt und das
Präparat nactr dem Köhlersdlen Prinzip
sdrarf eingestellt.

2. Interferenzfllter mit gewünsdtter Wel-
lenlänge in den Filterträger einsetzen.
Zur Ausschaltung störender Polarisa-
tionsersdreinungen zusätzlidr Mattglas
einsetzen.

3. Analysator drehen und Helligkeitsände-
rungen des Objektes beobachten, Bei In-
tensitätssdrwankungen in den beiden
Anaiysatorstellungen (90o) liegt Didrro-
ismus vor.

Der Nadrweis des Didrroismus gelingt
auch, wenn statt des Analysators der Po-
larisator verwendet wird oder wenn man
das Objekt anstelle des Analysators bzw.
Polarisators dreht. Besonders empfindlidr
ist das Verfahren nadr Zodrer und Jacoby
{192?): Polaiisator und Analysator werden
gekreuzt, wobei die Sdrwingungsridttung
des Polarisators von Nord nadr Süd ver-
laufen soll. Das Untersuchungsobjekt wird
mit seiner Bezugsrichtung unter +45o
orientiert, wobei man ein Fadenkreuzoku-
lar benutzt. Für die Auswertung im mono-
drromatisdren Lidtt gilt die Regel:
A, Drehung des Analysators im Gegen-

uhrzeigersinn führt zur Verdunkelung
des Objektes. Es liegt posi.ti'aer Dich'
roiszllus vor.

B. Drehung des Analysators im Uhrzeiger-
sinn führt zur Verdunkelung des Ob-
jektes, Es liegt negatiuer Dichroismus
vor.

Beim Drehen des Polarisators gilt das glei-
dre für entgegengesetzten Drehsinn. Quan-
titative Untersudrungen des Didrroismus
werden mit einem Didrroskopokular durdt-
geführt, auf dessen Besdtreibung hier ver-
zichtet wird.

Anwendungsbeispiele

Im allgemeinen zeigen biologisdre Objekte
nur dann natürlidren Didrroismus, wenn
sie optisch anisotrop sind. Die didtroiti-
sdren Ersdreinungen lassen Rücksdtlüsse
auf die Struktur des Untersudrungsobjek-
tes und auf die Ein- bzw. Anlagerung des
Farbstoffes zu. Eine Untersdreidung von
Form- und Eigendichroismus ist mit Hilfe
der Imbibitionsmethode möglidt' Man
durclrtränkt das dichroitisdre Objekt mit
Imbibitionsflüssigkeiten (2.8. Glyzerin)
versctriedener Bredrzahlen. Bei reinem
Formdichroismus gibt es einen Punkt, in
dem die Bredrzahl der Imbibitionsflüssig-
keit so gewählt ist, daß der Didrroismus
versdrwindet.
Künstlicher Fonndichroisrntls kann durdr
Einlagerung von Metallen oder Farbstoften
in den Gefügelücken hervorgerufen wer-
den. Bei der Analyse der Verlaufridttung
von Faserproteinen innerhalb des Gewe-
bes spielen dichroitische Färbungen eine
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große Rolle. Bei Beobadrtung in weißem, I

linear polarisiertem Lidrt erscheinen die
Fasern je nadr Sdrwingungsrichtung in
einer anderen Farbe. Der Didrroismus kann
audr zrut Unterscheidung versdriedener
Strukturen herangezogen werden, zum Bei-
spiel bei der Abgrenzung von Kollagen ge-
genüber Retikulin. Mit Eosin oder Tolui-
dinblau gefärbte Kollagenfasern zeigen
Dictrroismus, während diese Ersdreinung
bei retikuiären Fasern nidtt auftritt.
Die Einlagerung von Gold, Silber, Kupfer,
Tellur, Arsen, Antimon oder Wismut in
Gefügelüchen bewirkt künstlidren Form-
dichroismus. Folgende Methoden sind be-'
sonders zu empfehlen:
A. Entparaffinierte Schnitte mindestens
24 h in folgende, gut gemischte Lösung le-
gen:
Dest. Wasser 500 ml
980/oiges Hydrazinhydrat 1 Tropfen
100/oige wäßrige Golddrloridlösung 3 Trop-
fen
Wenn die Lösung blaurot ersdreint, ist die
Behandlung beendet. Ansdrließend werden
die Schnitti gewässert, getrocknet und in '

Caedax eingeschlossen. Im weißen Lidlt
ist blau-roter Didrroismus zu beobadlten.
B. Entparaffinierte Sclrnitte 3 h in lo/oig-e
wäßrigä Silbernitratlösung bringen. I\4it 

,

dest. Wasser abspülen und 10 Minuten in
eine Lösung von 50 ml dest. Wasser und
7 Tropfen 980/oige Hydrazinhydratlösung le-
gen. Ansdrließend wässern, trocknen- und
in Caedax einsctrließen. Je nadr Objekt ist
der Dictrroismus grau-gelb, dunkelbraun-
hellbraun oder gräugrün-hellgelb. Bei der
Versilberung nach Gomori (Romeis,- 1968)
entsteht dei Dictrroismus blaurot-gelbrot-'
ftii aiAroitische Färbungen sind folgende
Farbstoffe geeignet : Akridinorange, Amido-
sctrwarz 10 B, Anilinblau, Azur A, Cori-'
phosphin O, Chromotrop 2 R, Eosin, Evans-
blau, Fastgreen, Gentianaviolett, Janusgrün
B, Kongorot, Kresylviolett, Methvlenbiau'
Nilblau, Orange G, Rivanol, Safranin O'
Toluidinblau u. a. (s. Zodrer und Jacoby
192?). Der Mikroskopiker findet hier ein

weites Arbeitsfeld, zumal didtroitisdre
Färbungen in Abhängigkeit vom Farbstoff
nidrt an jedem Objek.i geiiriger'" Frotej.n-
fasern aller Art, aber auch Zeliulosefasern
sind für solche Versudte geeignet. Die im
Gewebe auftretenden Faserproteine (Kolla-
gen, Retikulin, Elastin, Fibrin, Gliafasern,
Zonulafasern, Linsenfasern, Neuro-, Tono-
und Myofibrillen der glatten, Herz- und
Skelettmuskulatur) sind optisch anisotrop
und deshalb für polarisationsoptische Un-
tersuchungen besonders gut verwendbar.
Absdrließend soll nodr der Wert des Po-
larisationsmikroskops bei der histologisctren
Diagnosestellung erwähnt werden. Bei Sili-
kosen liegen im Gewebe doppelbredtende
Quarzkristalle vor. Auch bei Silikatosen
können optisdr anisotrope Kristalle beob-
achtet werden. Ein bewährtes Verfahren
zur Gichtdiagnose ist die poiarisationsopti-
sche Untersuchung der Gelenkflüssigkeit.
Bei Gidrt treten im Ausstridt negativ dop-
pelbredrende Kristallnadeln von Mono-
natriumurat auf. Audr bei vielen Formen
der Steinbildungen liefert die polarisations-
optisdre Untersudrung der Kristalle zusätz-,
liche Informationen. In der forensisdren
Toxikologie wurde das Polarisationsmikro-
skop mit Erfolg eingesetzt, weil die hier
interessierenden StotTe oft Kristallklassen
angehören, die durdr relativ viele Parame-
ter zu drarakterisieren sind.
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Bild 2: Proteinfasern
in der Haut des
KarpIens,
dichroitisctr gefärbt.
Links im gewöhn-
lichen, rechts im
polarisierten Licht.
Achromat 20x/0,40;
Projektiv 8x.
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Bitd 3: KoUagene
Fasern im Penis des
Ilausschweines
(HämatoxYlin-Eosin)'
iinks im gewöhn-
lichen. rechts im
Dolarisierten Licht.
Ac]-.romat 'l0x 0'40;
Proiektiv 10x.

1,1'$3;,:f 1\':l'ti'i'[f ü.""Ji:f, l#.9?YT$'ff"fil
Proiektlv 8x.

Bild 5: Bryozoenstock
(Zooarium) im ge-
wöhnlichen und
polarisierten Licht.
Planactrromat
2,5x/0,08; Proiektiv
8X.
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BiId 6: Quergestreif-ter Skelettmuskel
des Mensdlen (ge-
färbt). Links im ge-
wöhnlidren, redrts
im polarisierten
Lidrt. Adrromat
40x/0,65; Projektiv
10x-

BlId 7: I{aar in der
Kopfhaut des Men-
sdren (Azanfär-
bung). Links im ge-
wöhnlidlen, rechts
im polarisierten
Lidrt. Adrromat
40x/0,65; ProJektiv
8X.

Bild 8: Beine der
Schweinelaus im
gewöhnlidlen und
polarisierten Lidrt.
Flanachromat 2,5x/
0,08; ProJektiv 8x.
(Der Planadrromat
ist nidrt frei von
Spannungen und er-
möglidrt keine totale
Auslösdlung des iso-
tropen Umfeldes.)

t:



1. Begriffe und Grundbeziehungen der Polarisationsoptik

Elektrischer Feldvektor E:

Magnetischer Feldvektor H:

Schwingungsrichtung:

Durchlaßrichtung eines
Polarisators:

Sperrichtung eines
Polarisators:

-- 
Tpol*rrp..,

L- 

-

2

Polarisationsgrad P für unpolarisiertes Licht:

p : regL-i:pg*

T*1 * Tsperr

Löschungsvermögen eines
Polarisators (Extinktiön);

Hellstellung

Dunkelstellung:

Löschungsvermögen:

Folgende Zusammenhänge ergeben sich bei der Anwendung eines Polarisators.

Transmissionsgrad T für unpolarisiertes Licht:

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

lst gleich der Bichtung des E-Vektors.
Entgegen früherer Darstellungen wird diese Bichtung heute als Polarisationsrich-
tung bezeichnet.

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

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

Das Verhältnis aus maximalem Transmissionsgrad 7 pol und minimalem Transmis-
sionsgrad 7 sperr, gemessen gegen vollständig linear polarisiertes Licht.

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

Stellung zweier Polarisatoren, deren Durchlaßrichtungen senkrecht zueinander
orientiert sind.

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

Tool
:g

2
(1.1 )

11.21



€xtinldion E:

Tool
h : --'ig--

Lspcrr
t1,3)

(1.4)

(1.5)

Für die Anwendung zwd€r gleichar Polarisatoren giH:

Transmission lür unpolarisiertes Licht in Hellstellung:

L(F -

ril,+ {e"* 
^,2

)

-:eg-
2

J?ansmission ffir unpolarisiertes Licht in Dunkelslellung:

lg9o: T*1 ' Tspcn

Löschungsvermögen LV:

LV:
-Z -l--2Tfor + TSe.' : Too, 

lr.ol
2 't*,'T.p"o 2'\ryn

'|

Tg'_:
T99"

Umgekehrt ergibt sich fur einen Polarisator wenn f o. und T go. zweier gleicher Polarlsatoren bekannt ist:

Transmission ftlr in Sperichtung schwingendes Licht:

T.p"o:ffi {1.7)

Transmission für in Durchlaßrichtung schwingendes Licht:

,-rpor:Vts'+\ffi:6" (1.8)

Polarisationsgrad P nach Durchlaulen eines Polarisators:

2-LV-Lp-
2-LV+L

(1.s)


