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Differential-Interferenzkontrast-Mikroskopie

In Teil | der zusammenfassenden Beschrei-
bung wurde iber die Grundlagen und den
experimentellen Aufbau der Differential-In-
terferenzkontrast  (DIK)-Mikroskopie nach
Nomarski berichtet (11). Teil Il befaBte sich
mit der Entstehung des DIK-Bildes (12). Im
vorliegenden Teil |ll der Beschreibung sollen
die Eigenschaften der DIK-Einrichtungen mit
denen der Phasenkontrast (PK)-Ausristungen
verglichen werden. Dieser Vergleich ist auf
Durchlichteinrichtungen beschréankt. Eine ent-
sprechende Gegeniiberstellung fur Auflicht
einrichtungen erfolgt an anderer Stelle. Auf
die Anwendungen der DIK-Mikroskopie nach
Nomarski soll im abschlieBenden Beitrag IV
eingegangen werden.

1. Experimentelle Ausfiihrung

Der uberwiegende Teil biologischer Prépa-
rate stellt sogenannte Phasenobjekte dar.
Reine Phasenobjekte (im Gegensatz zu Am-
plituden-Objekten) beeinflussen nicht die
Amplituden der durch das Objekt hindurch-
tretenden Wellen. Phasenobjekte bewirken,
abgesehen von der Beugung des Lichtes
am Phasenobjektdetail, eine Anderung des
Gangunterschiedes  zwischen denjenigen
Wellen, welche das Objektfeld und solchen,
welche das Umfeld durchsetzen. Diese Gang-
unterschiede sind jedoch mit dem Auge als
Empfinger bei visueller Betrachtung des
mikroskopischen Hellfeld-Bildes nicht wahr-
nehmbar. Damit sie sichtbar werden, sind
Eingriffe in den mikroskopischen Strahlen-
gang erforderlich.

Die Eingriffe in den Strahlengang von Durch-
licht-Hellfeld-Mikroskopen der Fa. ZEISS
kénnen noch nachtraglich durch Zusatzein-
richtungen vorgenommen werden. (Das Glei-
che gilt auch fur die Auflicht-Mikroskope
von ZEISS). Fir die Umstellung eines Hell-
feld-Mikroskopes auf die Beobachtung im
Phasenkontrast (Bild 1) muB die Irisblende
im Kondensor gegen eine Ringblende ausge-
wechselt werden, und in der Austrittspupille
des Objektives ist eine Phasenringplatte an-
zubringen, welche optisch zur Kondensor-
ringblende konjugiert ist. Da zumal bei Ob-
jektiven groBer numerischer Apertur bzw.
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Bild 1: Schema der Umstellung eines Durchlicht-Hell-
feld-Mikroskopes von ZEISS auf PK-Beobachtung
nach Zernike bzw. DIK-Beobachtung nach Nomarski.

hoher Mabstabszahl die Pupille im Innern
der Objektivoptik liegt, werden fur die
Phasenkontrast-Mikroskopie spezielle Pha-
senkontrast-Objektive geliefert, welche nach
einem Vorschlag von K. Michel die Phasen-
platte in einer Kittschicht der Optik tragen.
(Die Entwicklungsgeschichte des PK-Ver-
fahrens behandelt [9, 10]).

Fir die Umstellung der Hellfeld-Mikroskope
auf Interferenzmikroskope (Bild 1) sind ledig-
lich ein Polarisator und ein Nomarski-Prisma
unterhalb der vorderen Brennebene des
Kondensors sowie ein zweites Nomarski-
Prisma und ein zweiter Polarisator (als Ana-
lysator) oberhalb des Objektivs erforder-
lich (vgl. 17).

2. Eigenschaften der PK- und
DIK-Einrichtungen von ZEISS

Eine erschopfende Behandlung des Ver-
gleiches zwischen den Eigenschaften der
Phasenkontrast- und Differential-Interferenz-
kontrast-Einrichtungen von ZEISS geht tber
den Rahmen dieser Beitragsfolge hinaus.
Darum beschranken sich die folgenden Aus-
filhrungen auf die Diskussion einiger charak-
teristischer Eigenschaften beider Kontrastie-
rungsverfahren.

2.1. Azimuteffekt

Die fur den Phasenkontrast wesentlichen
Bauelemente sind rotationssymmetrisch aus-
gefiihrt. Aus diesem Grund ist das PK-Bild
eines Phasenobjektes unabhéngig von der
winkelmaBigen, also azimutalen, QOrientie-
rung des Objekts zur PK-Einrichtung. Im
Gegensatz hierzu hat die DIK-Einrichtung
nach Nomarski keine Rotationssymmetrie,
sondern sie weist eine ausgeprégte Vor-
zugsrichtung auf (1, 8, 23). Diese Vorzugs-
richtung ist durch den Bau des Nomarski-
Prismas und dessen winkelmabig starre
Orientierung zu Polarisator und Analysator
gegeben. Die Unsymmetrie des Nomarski-
Prismas in Bezug auf die optische Achse
des Mikroskops wirkt sich dahingehend aus,
daB die DIK-Wirkung zwar in Richtung der
Prismenkanten, nicht aber in der hierzu
senkrechten Richtung auftritt. Denn die dif-
ferentielle Wellenversetzung erfolgt ledig-
lich in Richtung der Prismenkanten (1, 11,
12, 19, 20, 21). Die Auswirkung dieses Sach-
verhaltes veranschaulicht Bild 2.

Diese nachteilige Eigenschaft der DIK-Ein-
richtung macht sich allerdings nur selten in
storender Weise bemerkbar. Sie tritt ausge-
pragt an linienférmigen Phasenobjekten auf,
welche sich in Richtung der differentiellen
Wellenaufspaltung erstrecken.

Benutzt man einen drehbaren Mikroskop-
tisch, so kann das linienférmige Objekt stets
in solcher Weise orientiert werden, daB das
interessierende Detail im DIK optimal kon-
trastiert wird. An nichtlinienférmigen Ob-
jekten ist der Azimuteffekt schwerlich zu
erkennen (vgl. Bild 4 bis 7).

2.2. Halo-Effekt

Ein wesentliches Kennzeichen der Phasen-
kontrastverfahren besteht im Auftreten eines
hellen Lichtsaumes im Phasenkontrastbild
des Objektrandes. Im positiven Phasenkon-
trast! wird der Rand eines Objektes mit

1 Alle Phasenkontrast-Einrichtungen von ZEISS sind
far positiven Phasenkontrast ausgelegt. In diesem
Falle erscheint ein Objekt, dessen optische Dicke
gréBer ist als die des Umfeldes, dunkel auf hellem
Bilduntergrund.



héherer Brechungszahl als seine Umgebung
auBen von einem hellen und innen von
einem dunklen Lichtsaum markiert (Halo-
Effekt). Bei Objekten mit niedrigerem Bre-
chungsindex in positivem Phasenkontrast
verhélt es sich umgekehrt. Es sei kurz an
die Ursachen der Halo-Erscheinung erin-
nert2, Objekte mit Uberwiegendem Phasen-
charakter kann man mit dem Hellfeld-Mikro-
skop nur sehr schlecht oder Gberhaupt nicht
erkennen, da sie das eingestrahlte Licht
nicht merklich schwéchen. Jedoch wird ein
geringer Prozentsatz des eingestrahlten Lich-
tes aus seiner urspringlichen Richtung ab-
gelenkt, es wird am Phasenobjekt gebeugt.
Das abgebeugte Licht erfahrt im Vergleich
zum nicht abgebeugten Licht, dem sogenann-
ten direkten Licht, eine Phasenverschiebung
von 90°. Das Prinzip des Phasenkontrast-
verfahrens nach Zernike (28, 29) sieht vor,
daB

a) dem direkten Licht ebenfalls eine Pha-
senverschiebung von 90° erteilt wird,

b) die Intensitdt des direkten Lichtes so
weit vermindert wird, bis sie der Inten-
sitdt des abgebeugten Lichtes vergleich-
bar ist,

c) abgebeugtes Licht und intensitétsver-
mindertes, phasenverschobenes direktes
Licht zur Interferenz Uberlagert werden.

Die Phasenkontrasteinrichtung von ZEISS

erfiillt die genannten Bedingungen mit einer

ringférmigen, absorbierenden Phasenplatte
in der bildseitigen Brennebene des Objek-
tivs.

Die Phasenplatte beschleunigt das Licht um

90° (positiver Phasenkontrast). Damit még-

lichst nur das direkte Licht von der Phasen-
platte beeinfluBt wird, erfolgt ihre Beleuch-
tung mit einem Lichtbindel in Gestalt eines

Hohlkegels, welcher in der Kondensorring-

blende erzeugt wird. Trotzdem |4Bt es sich

nicht vermeiden, daB auch ein Teil des ab-
gebeugten Lichtes durch die Phasenplatte
hindurchtritt. Denn bei der Durchstrahlung
des Préparates wird jeder Punkt des Phasen-
objektes zu einem Wellenzentrum, von dem
aus das gebeugte Licht in bestimmte Rich-
tungen umgelenkt wird. Je kleiner das Ob-
jektdetail ist, desto gréBer ist der Beugungs-
winkel. Hat das Phasenobjekt eine merkliche

Ausdehnung und eine differenzierte Struktur

(was bei biologischen Objekten praktisch

immer zutrifft), so durchsetzt das abge-

beugte Licht auch die Phasenplatte (schraf-
fierter Strahlenkegel in Bild 3 (vgl. 24). Die-
sem Licht wird (unerwiinscht aber unver-
meidbar) ein zusétzlicher Gangunterschied
von 907 erteilt, es interferiert mit dem direk-
ten Licht in der Zwischenbildebene konstruk-
tiv, d.h. die Intensitdat wird groBer (heller

Lichtsaum). Intensitdt und Ausdehnung der

Halo-Erscheinung sind einerseits apparativ

bedingt durch die Absorption und den Gang-

unterschied, welche mit der Phasenplatte
dem ungebeugten Licht erteilt werden. An-
dererseits variiert die Halo-Erscheinung mit
der ObjektgréoBe (23), worauf im néchsten

Abschnitt ndher eingegangen wird. AuBer-

dem ist die Halo-Erscheinung aber auch von

dem Brechzahlunterschied zwischen Objekt

und Umfeld abh&ngig (8, 23), wie Bild 7

2 Literatur z. B. 2, 4, 5, 6, 7, 13, 14, 15, 16, 22, 26.

Bild 2: Kontrastierung gerichteter, linienformiger
Phasenobjekte (Kratzer in Objekttrager).

Oben: DIK-Bild, die Furchen erstrecken sich in ihrer
Langsausdehnung in Richtung der differentiellen Bild-
aufspaltung. Es werden nur solche Objektstellen her-
vorgehoben, welche eine sehr starke Anderung der
optischen Dicke auf kleinstem Raum aufweisen.
Mitte: DIK-Bild, Objekt um 80° gedreht, also opti-
male Kontrastierungsausrichtung.

Unten: PK-Bild, die Ausrichtung des Objekts ist
ohne EinfluB auf die Kontrastierung.

Photomikroskop I, Planachromat 40/0,65 bzw. Neo-
fluar 40/0,75 Ph 2, GesamtvergréBerung ca. 530fach.
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Bild 3: Strahlengange im Durchlicht-Mikroskop mit
Phasenkontrast-Einrichtung.

Bild 4: Zum Halo-Effekt in der PK-Mikroskopie bei
Phasenobjekten ,mittlerer® GréBe. Im Bild? Gynéko-
logischer Zellausstrich in Kochsalzlésung: Lebende
Trichonomade neben einer Epithelzelle und roten
Blutktrperchen; oben Phasenkontrast, unten Diffe-
rential-Interferenzkontrast. Photomikroskop, Neofluar
40/0,75 bzw. Planachromat 40/0,65. GesamtvergroBe-
rung ca. 530fach.

3 Herrn Prof. Dr. P. Stoll und Herrn Dr. H. Gundlach
sei auch an dieser Stelle fir die freundliche Uber-
lassung der Aufnahmen in Bild 4 und 7 gedankt.



zeigt. Insgesamt gesehen ist also der Halo-
Effekt zum Teil apparativ bedingt. Er kann
zwar in gewissen Bereichen mittels ent-
sprechender Auslegung der Phasenkontrast-
einrichtung geéndert, jedoch prinzipiell nicht
beseitigt werden.

Bekanntlich wird auch im DIK mitunter eine
dem Halo &hnliche, allerdings einseitige Auf-
hellung der Objektréander beobachtet. Die
Ursachen dieser Erscheinung sind freilich
anderer Natur. Sie wurden im Zusammen-
hang mit der DIK-Bildentstehung in Teil [l
erdrtert (12).

2.3. ObjektgréBe und Brechungszahl-
differenzen

In urséchlichem Zusammenhang mit der
Haloerscheinung in der Phasenkontrast-
mikroskopie steht die Einschréankung des
Bereiches der ObjektgréBe fur optimale
phasenkontrastierte Abbildung (1, 7, 23).
Aus den in Abschnitt 2.2. genannten Grin-
den werden Phasenobjekte ,mittlerer" Gro-
e in ihrer Phasenstruktur nicht vollkommen
objektgetreu wiedergegeben, weil das von
ihnen abgebeugte Licht durch die Phasen-
platte des Ph-Objektivs in unerwilnschter

Weise beeinfluBt wird. Welche ObjektgroBen
im konkreten Falle als ,mittlere” GroBen
betroffen sind, ist einerseits von der Dimen-
sionierung der Kondensorringblende (mit
konjugierter Phasenplatte) und andererseits
von der benutzten VergréBerung der PK-
Einrichtung abh#ngig. Ein Phasenobjekt, das
beispielsweise mit der Phasenkontrastein-
richtung Ph 2 den Halo-Effekt zeigt, ist den
Phasenobjekten ,mittlerer” Grobe zuzu-
schreiben. Betrachtet man das gleiche Ob-
jekt mit einem stdrkeren Phasenkontrast-
objektiv (Ph 3 mit zugehériger Kondensor-
ringblende), so gilt im obigen Sinne das
mikroskopische Objekt nunmehr als groB;
deshalb kann durchaus der Fall eintreten, daB
es zwar bei mittlerer Vergroferung den Halo-
Effekt aufweist, jedoch bei starker Vergré-
Berung nicht mehr.

Es sei jedoch betont, daB mit der Objekt-
gréBe allein (bei vorgegebener PK-Einrich-
tung) das Auftreten der Haloerscheinung
nicht erklart werden kann. Vielmehr ist auch
der Unterschied in den Brechungszahlen des
Objekts und des Einbettungsmediums zu
beriicksichtigen. le gréBer dieser Unter-
schied, desto ausgepragter ist der Halo-
Effekt (8, 14). Deshalb kann es vorkommen,

Bild 5: Das Praparat (Knochenschliff, mit Tetracyclin fur Auflicht-Fluoreszenz-
beobachtung markiert) ist fir Durchlichtbeobachtung ungeeignet, da es zu dick
ist und nicht plan auf dem Objekttrager aufliegt. Unter diesen Bedingungen ist
eine exakte Abbildung der kontrasterzeugenden PK- bzw. DIK-Elemente nicht
méglich.
Oben links PK-Bild, rechts Pupillenbeobachtung. Unten links DIK-Bild, rechts
Neofluar

Pupillenbecbachtung. Photomikroskop,

Planachromat

16/0,35 bzw.

16/0,40 Ph 2, Optovar 1,25, GesamtabbildungsmaBstab ca. 170fach.

daB nicht nur Objekte mittlerer GroBe, son-
dern z.B. auch kleine Objekte einen sehr
intensiven Halo-Effekt zeigen (vgl. Bild 7).
Durch Angleichung der Brechungszahl des
Einbettungsmediums an die des Objekts
|aBt sich die Haloerscheinung drastisch ver-
mindern.

Im Gegensatz zur PK-Mikroskopie kennt die
DIK-Mikroskopie keine so ausgepragte Ab-
hangigkeit der Abbildungsqualitdt von der
GroBe des Phasenobjektes. Die DIK-Mikro-
skopie 14Bt sich gleichzeitig auf kleine, mitt-
lere und groBe mikroskopische Phasenob-
jekte ohne jegliche Beschrénkung der Ab-
bildungsqualitat anwenden (1, 7, 23). Dies
gilt jedoch nur fir Interferenzmikroskope mit
differentieller Bundelaufspaltung, bei denen
also die seitliche Versetzung der Wellen-
fronten (12) kleiner oder gleich dem mikro-
skopischen Auflssungsvermégen —gewahit
wird (7). Bei Interferenzmikroskopen mit to-
taler Bindelaufspaltung - wie z. B. dem
ZEISS-Durchlicht-Interferenzzusatz nach Ja-
min-Lebedeff - ist fur eine befriedigende
Wirkungsweise der Einrichtung Vorausset-
zung, daB die zuléssige ObjekigréBe kleiner
als der jeweilige Abstand des MeBlichtbin-
dels vom Vergleichslichtbiindel ist (11).



Ein weiterer Vorteil der DIK-Mikroskopie
nach Nomarski ergénzt in sehr vorteilhafter
Weise die PK-Mikroskopie: Starke Bre-
chungszahlunterschiede zwischen Objekt und
Einbettungsmedium, welche im PK-Bild sté-
rende Haloerscheinungen bedingen, sind fiir
das DIK-Bild besonders vorteilhaft; sie
liefern ausgezeichnet kontrastreiche Bilder
und lassen selbst dann noch kleinste Einzel-
heiten erkennen (z. B. Bild 7, unterer Bild-
teil), wenn im PK-Bild durch helle Sdume die
Objektdetails verdeckt werden.

2.4. Optische Dicke des Objekts

Mit der Differenz der optischen Dicken (Pro-
dukt aus Brechungsindex und geometrisch
durchlaufenem Weg) des Objektfeldes und
des Umfeldes ist der Gangunterschied I’
zwischen Objektwelle und Umfeldwelle fest-
gelegt. Den Phasenwinkel ¢ im GradmaB
erhélt man bekanntlich aus der Beziehung ¢
= I' 360°/4, wenn i die Wellenlinge des
benutzten monochromatischen Lichtes ist.
Ferner werde unter Kontrast der Ausdruck
K = (Emax = Emin)/Emax verstanden, wobei
Emax bzw. Epin die maximale respektive
minimale Strahlungsstarke des mikroskopi-

schen Bildes darstelle. Die graphische Dar-
stellung des Kontrasts in Abhéngigkeit vom
Phasenwinkel erlaubt eine Aussage tber den
optimalen Arbeitsbereich eines mikroskopi-
schen Verfahrens. Nach Michel (14, 5. 110)
steigt bei Verwendung einer Phasenplatte
mit 90° Phasendrehung und 64 % Absorption
der Kontrast theoretisch von 0 auf 0.9, wenn
der Phasenwinkel von 0 auf 20° anwichst.
Fur sehr kleine Phasenwinkel 4ndert sich der
Kontrast sogar linear mit ¢. Dieser Bereich
reagiert am empfindlichsten auf Phasenwin-
kelanderungen. Ein Maximum an Kontrast
wird zwischen 30° und 35° erreicht. Danach
fallt K mit wachsendem ¢ allmahlich bis
auf 0 bei 180°. Fir Phasenwinkel zwischen
180° und 360° (negativer Phasenkontrast)
wird die Kurve in umgekehrter Weise durch-
laufen. Der Darstellung ist ferner zu entneh-
men, dafB bereits bei Gangunterschieden bis
zu einer halben Wellenlénge (¢ = 180°)
mehrdeutige PK-Bilder dadurch zustande-
kommen, daB stark unterschiedliche Phasen-
winkel ein und dieselbe Kontraststufe haben
(25). Beispielsweise kommen sowohl dem
Phasenwinkel 5° als auch dem Phasenwin-
kel 130° der gleiche Kontrastwert 0,4 zu:
praktisch heiBt das, daB unter den genann-

Bild 6: Fur mikroskopische Durchlichtbeobachtung geeignetes Préaparat (Zunge
einer Ratte, ungeféarbt). Oben links PK-Bild, rechts Pupillenbeobachtung. Unten
links DIK-Bild, rechts Pupillenbeobachtung. Photomikroskop, Planachromat 16/0,35
bzw. Neofluar 16/0,40 Ph 2, Optovar 1,25, GesamtabbildungsmaBstab ca. 170fach.

ten Bedingungen Stellen des Phasenobjektes
mit unterschiedlicher optischer Dicke nicht
voneinander zu unterscheiden sind. Sie sind
phasenkontrastoptisch véllig gleichwertig.
Aus Grinden der Eindeutigkeit und Emp-
findlichkeit sollte deshalb das PK-Verfahren
vorzugsweise fiir Phasenobjekte mit kleinen
Phasenwinkeln bis héchstens 30° entspre-
chend einem Gangunterschied von maximal
A/12 eingesetzt werden. Dann kénnen nach
Michel (14, S. 119) an einem Phasenobjekt
mit der Brechungszahl 1,5 Dickenénderungen
von o um (= 10nm = 100 A) mit einem
Kontrast 0,3 unterschieden werden: bei
einer geometrischen Dicke des Phasen-
objekts von 5um lassen sich Brechungs-
zahlunterschiede im Objekt von 0,001 fest-
stellen.

Die genannten Griinde lassen erkennen, daB
dicke Préaparate fir phasenkontrastmikrosko-
pische Untersuchungen ungeeignet sind (14,
8. 120). Das gleiche gilt auch fur keilfsrmige
strukturierte Praparate: In beiden Fallen wird
die exakte Abbildung der Kondensorring-
blende auf die Phasenplatte im Mikroskop-
objektiv erschwert bzw. unméglich (Bild 5).
Unter solch ungiinstigen Bedingungen wer-
den dem Phasenkontrastverfahren die ex-




perimentellen Voraussetzungen entzogen, es
geht mehr oder minder in ein Hellfeldver-
fahren mit der bekannten schlechten Kon-
trastierung des Phasenobjekts tber.

Auch fur die DIK-Mikroskopie sollten nach
Méglichkeit dunne Objekte verwendet wer-
den. Bei zu dicken Objekten, welche auBer-
dem nicht plan auf dem Objekttrager aus-
gebreitet sind (Bild 5), ist eine exakte Ab-
bildung der Interferenzebene des Hilfspris-
mas im Kondensor auf die konjugierte Inter-
ferenzebene des Hauptprismas oberhalb des
Objektivs nicht mehr maglich. Zum Ver-
gleich ist in Bild 6 ein dinnes, ebenes
Phasenpréparat wiedergegeben. In diesem
Falle zeigt auch das Pupillenbild beim PK-
Mikroskop Kondensorringblende und Ob-
jektivphasenplatte scharf abgegrenzt; beim
DIK-Mikroskop ist die Apertur- (Iris-) Blen-
de des Kondensors in der Pupillenebene
ebenfalls scharf abgegrenzt sichtbar.

Als Beispiel fur die unterschiedliche Abbil-
dungsqualitdt des PK- und DIK-Verfahrens
sei die vergleichende Gegeniiberstellung
der Mikrophotographien in dieser Zeitschrift
(27) genannt. Diese Gegenuberstellung ver-
anschaulicht zugleich, daB das DIK-Verfahren
iber einen weitaus groBeren Bereich von
objektbedingten Gangunterschieden einge-
setzt werden kann, als dies beim PK-Ver-
fahren vorteilhaft und sinnvell ist. Vergleicht
man in diesem Zusammenhang die Farb-
tafel nach Michel-Lévy, so zeigt sich Uber
einen groben Bereich des Gangunterschie-
des die eindeutige Markierung des Phasen-
objekts durch Interferenzfarben. Kleine
Gangunterschiede von etwa 50 nm (also ca.
/10 Wellenlange des grinen Lichtes) liegen
im Bereich Grau |. Ordnung. Mit zunehmen-
dem Gangunterschied (z. B. bis 100 nm) &n-
dert sich der Grauton nur sehr allméhlich.
Diese Anderung ist von Ungelbten nur
schwer zu erkennen. Im Bereich des Rot |
Ordnung hingegen haben bereits geringe
Gangunterschiedsénderungen von ca. 10 bis
20 nm (entsprechend 2 bis 4% der Wellen-
lange grinen Lichtes) so starke Farbénde-
rungen zur Folge, daB sie auch von Unge-
tibten wahrgenommen werden. Da bei der
DIK-Einrichtung nach Nomarski der Bildun-
tergrund in gewissen Grenzen durch Ver-
schieben eines Nomarski-Prismas quer zur
Mikroskopachse eingestellt werden kann
(vgl. 11, 12), lassen sich Phasenobjekte stets
optimal kontrastieren.

Berucksichtigt man fir die Beurteilung des
DIK-Verfahrens hinsichtlich seines Arbeits-
bereiches der Unterscheidung optischer Dik-
ken nur die Farbtafel nach Michel-Lévy, so
konnte der Eindruck entstehen, dab die
DIK-Mikroskopie nur fir verhéltnismaBig
groBe Gangunterschiede (z.B. 40 nm und
gréBer) brauchbar ist. Dem ist nicht so.
Denn wie die Erfahrung zeigt, kénnen auch
sehr geringe Gangunterschiede sichtbar ge-
macht werden. Als Beispiel sei wieder Bild 2
angefuhrt. Die Erkldrung fir die auBeror-
dentliche Leistungsfahigkeit der DIK-Mikro-
skopie dirfte in der Tatsache begrindet
sein, daB unter glnstigen Veraussetzungen*
4 Unter giinstigen Voraussetzungen hat man in die-
sem Zusammenhange z. B. ein einzelnes wenig struk-

turiertes Phasenobjekt auf homogenem, also unstruk-
turiertem Untergrund zu verstehen.

Phasenobjekte mit dem Kontrast 1 darge-
stellt werden. Dank dieses groBen Kontrast-
umfangs ist es dem Beobachter maoglich,
sehr geringe Helligkeitsunterschiede bzw.
die ihnen entsprechenden optischen Dicken-
unterschiede wahrzunehmen.

2.5. Gradient der optischen Dicke

Ein weszantlicher Unterschied zwischen der
DIK- una PK-Mikroskopie ist durch die la-
terale Anderung der optischen Dicke des
Phasenobjekts bedingt; man spricht in die-
sem Falle auch vom Einflub des Gradienten
der optischen Dicke auf das Aussehen des
DIK-Bildes (1, 8). Zur Erlauterung sei daran
erinnert, daB sich die DIK-Mikroskopie nach
Nomarski als Zweistrahl-Interferenzmikro-
skopie mit differentieller Bundelaufspaltung
auffassen 1aBt (7, 11). Durchlaufen beide
Wellen gleiche optische Wege, so liefern sie
im DIK-Bild die gleiche Intensitdt; in dem
Sonderfall, daB sich die Nomarski-Prismen
in Mittelstellung befinden (Gangunterschied
Null) und Polarisator und Analysator ge-
kreuzt sind, ist die Intensitat im DIK-Bild
Null. Eine Intensitadtsénderung (im erwéahn-
ten Sonderfall also eine Aufhellung im DIK-
Bild) kann nur dann eintreten, wenn beide
Wellen unterschiedliche optische Wege
durchlaufen. Da aber beide Wellen nur um
eine sehr kleine Entfernung, ungeféhr entspre-
chend dem Auflésungsvermégen des Mikro-
skops, gegeneinander versetzt sind, kann
eine Intensitdtsdnderung nur dann eintreten,
wenn bereits auf dieser kleinen Strecke
eine merkliche Anderung der optischen Dicke
im Objekt vorliegt. Oder anders ausge-
driickt: Der partielle Differenzenquotient des
optischen Weges im Phasenobjekt, bezogen
auf die laterale Wellenaufspaltung der DIK-
Einrichtung, muB von Null verschieden sein,
damit die Phasenstruktur des Objekts im
DIK-Bild sichtbar wird. (Fiur das PK-Ver-
fahren ist bekanntlich eine solche Voraus-
setzung nicht erforderlich) (val. 8). An Ob-
jektréndern ist diese Forderung naturgemaB
leichter erfillt als innerhalb ausgedehnter
Phasenobjekte. Deshalb kann durchaus der
Fall eintreten, daB von einem Phasenobjekt
lediglich seine Begrenzung im DIK-Bild er-
scheint. Dies wurde an Modellbeispielen bei
der Entstehung des DIK-Bildes dargelegt
(12), daselbst Bild 4, Fall A und Bild 5,
(Teilbild 1). Aber auch das Phasenkontrast-
verfahren ist bekanntlich nicht frei von die-
ser Komplikation der Bilddeutung. Denn im
PK-Bild eines ausgedehnten Phasenobjektes
gleichmaBiger optischer Dicke nadhert sich
die Intensitdtsverteilung im Innern des PK-
Objekts mit zunehmender Objektausdeh-
nung derjenigen des Umfeldes an. Im Ex-
tremfalle wird deshalb das Objekt nur dank
der Haloerscheinung aus dem Bildunter-
grund hervorgehoben (26). Dabei ist die
Grenze zwischen dem hellen und dunklen
Lichtsaum nicht notwendig mit der tatsdch-
lichen Begrenzung der Phasenstruktur iden-
tisch (vgl. 25).

Die geschilderte Eigenschaft der Differential-
Interferenzkontrast-Mikroskopie erscheint
vom Standpunkt der objekttreuen Phasen-
strukturabbildung aus betrachtet als Mangel.
Interessanterweise erweist sich aber gerade

dieser vermeintliche Nachteil bei mikrosko-
pischen Objekten mit stark unterschiedlicher
Phasenstruktur als vorteilhaft. Denn feine
Phasenobjektdetails, welche im PK-Bild nur
schwer oder (berhaupt nicht bemerkt wer-
den, treten im DIK-Bild mitunter auBeror-
dentlich deutlich hervor (vgl. Bild 7 unten).
Dies ist auf die bereits erwahnte Tatsache
zurtickzufthren, daf im DIK-Bild die Inten-
sitdtsverteilung durch die Differenz des
Gangunterschiedes zwischen der (ebenen)
Bezugswelle und der (deformierten) Diffe-
rentialwelle bestimmt ist (12). Diesem Um-
stand ist der Eindruck zuzuschreiben, daB
sogar bei stark strukturierten Objektfeldern
mit sehr unterschiedlichen optischen Dicken
der Untergrund sehr gut eben (,flach") er-
scheint. Aus dieser ,Ebene” heben sich lo-
kale optische Wegunterschiede scheinbar
plastisch heraus.

2.6. Tiefenschirfenbereich

Ein wesentlicher Vorteil der DIK-Mikrosko-
pie nach Nomarski im Vergleich zur PK-
Mikroskopie ist durch die geringe Tiefen-
schérfe des DIK-Verfahrens begriindet. Bei
der PK-Einrichtung ist bekanntlich die Be-
leuchtungs- (und Beobachtungs-)apertur durch
die Dimensionierung des PK-Zusatzes fest-
gelegt, sie kann nicht gedndert werden.
Im Gegensatz hierzu kann in der DIK-Mi-
kroskopie nach Nomaiski &hnlich der Hell-
feldbeobachtung die Aperturblende im Kon-
densor im Durchmesser den jeweiligen
Gegebenheiten des Préparates leicht ange-
paBt werden (1). Im allgemeinen kann eine
verhéltnisméBig groBe Apertur (ca. ¥; der
Objektivapertur) ohne KontrasteinbuBe an-
gewandt werden. Dank dieser hohen Be-
leuchtungsapertur kommt dem DIK-Verfahren
nur eine geringe Tiefenscharfe zu. Diese
Tatsache erweist sich als vorteilhaft bei dik-
keren Objekten. Objekte, welche auBerhalb
der Schérfenebene liegen, stéren weniger
stark das mikroskopische Bild, als dies in
der PK-Mikroskopie der Fall ist (vgl. Bild 2).
Deshalb kénnen selbst in unglinstigen Fal-
len DIK-Bilder ausgezeichneter Qualitdt er-
zielt werden, wenn PK-Bilder - eben wegen
ihrer sehr groBen Tiefenschérfe - durch
andere Objekte ober- und unterhalb der
interessierenden Objekte und zusétzlich
durch den Halo-Effekt die Erkennung der
Phasenstrukturen ausschlieBen. Als Beispiel
sei wiederum auf den unteren Teil des Bil-
des 7 verwiesen (vgl. auch 23).

2.7 Dichroitische Objekte

Eine Fehlerméglichkeit bei der Anwendung
des DIK-Verfahrens beruht darauf, daf es
mit polarisiertem Licht arbeitet. Man kann
einen ordentlichen und einen auBerordent-
lichen Strahl unterscheiden, wie in den vor-
ausgegangenen Teilen (11, 12) beschrieben
wurde. In sogenannten dichroitischen Ob-
jekten weisen ordentlicher und auBerordent-
licher Strahl eine unterschiedlich starke
Absorption auf. Sie interferieren also mit
unterschiedlicher Intensitét, so daB das DIK-
Bild nicht nur von der eigentlich interessie-
renden Differenz der Gangunterschiede in



Bild 7: Detailerkennbarkeit bei geschichteten Phasenobjekten. Im Bild: Gynako-
logischer Zellausstrich in Kochsalzlésung, nicht ausgereifte Zellen der unteren
Epithelschicht (Basal- und Parabasalzellen). Links PK-Bild, rechts DIK-Bild,
Photomikroskop, Neofluar 16/0,40 Ph 2 bzw. Planachromat 16/0,35, Optovar 1,25,
GesamtvergroBerung ca. 170fach.

beiden Strahlengédngen, sondern zusétzlich
auch von der unterschiedlichen Absorption
in beiden Strahlengéngen abhéngt. Dieser
EinfluB ist vergleichbar mit einer Anordnung,
bei der Polarisator- und Analysatordurch-
laBrichtung nicht streng gekreuzt sind (vgl.
12). - Fir die Durchfihrung der PK-Mikro-
skopie ist bekanntlich kein polarisiertes
Licht erforderlich. Demzufolge ist das PK-
Verfahren frei von etwaigen Storungen der
Abbildung durch dichroitische Stoffe. - Ins-
gesamt gesehen dirfte in praxi selten der
Fall vorliegen, daB dichroitische (also ab-
sorbierende) Objekte mit Mikroskopen zur
Sichtbarmachung von Phasenstrukturen un-
tersucht werden.

3. Zusammenfassung

AuBer den im Rahmen dieser Beitragsfolge
zur DIK-Mikroskopie nach Nomarski erérter-
ten wichtigsten Eigenschaften der ZEISS-
DIK-Zusétze gibt es eine ganze Reihe von
Gesichtspunkten, auf die hier nicht einge-
gangen werden kann. Abgesehen von diesen
theoretischen Uberlegungen sprechen auch
die Erfahrungen der Praxis gegen eine ,Ein-
stufung” der DIK-Mikroskopie nach Nomarski
zum gegenwartigen Zeitpunkt. Denn die Er-
fahrung lehrt, daB in zunehmendem Mabe
die DIK-Mikroskopie nach Nomarski in An-
wendungsgebieten Eingang findet, in denen
konventionelle Verfahren der Lichtmikrosko-
pie versagten oder hochstens unbefriedi-
gende Ergebnisse lieferten.

Bereits heute steht jedoch auBer Zweifel,
daB die DIK-Mikroskopie nach Nomarski in
der Auflichtmikroskopie ihren festen Platz
hat, da sie der Auflicht-Phasenkontrastmikro-
skopie in zahlreichen Anwendungsféllen weit
iiberlegen ist. In der Durchlichtmikroskopie
hingegen erscheinen beide Verfahren nach
wie vor einander zu ergéanzen. Dies zeigt
einmal mehr die Berechtigung der Konzep-
tion von ZEISS, Ringblenden fiir die PK-
Mikroskopie und Nomarski-Hilfsprismen fur
die DIK-Mikroskopie im achromatisch-apla-
natischen Durchlichtkondensor vom Typ V Z
zu vereinen.

Auffallend ist auch, daB sich die PK- und
DIK-Einrichtungen von ZEISS in einem sehr
wesentlichen Punkte unterscheiden: Die
Phasenkontrasteinrichtungen von ZEISS sind
mit Phasenplatten konstanter Phasenver-
schiebung und konstanter Absorption ausge-
legt. Bei den ZEISS'schen DIK-Einrichtungen
nach Nomarski hingegen ist sowohl die
Phase des Lichtes einregelbar (durch Ver-
stellung eines Nomarski-Prismas) als auch
dessen Amplitude (durch Herausdrehen des
Analysators aus der Kreuzstellung zum Pola-
risator). Wenn sich trotzdem das Phasen-
kontrastverfahren bisher so gut behaupten
konnte, so sind dafiir sicherlich zwei Griinde
maBgebend, namlich

a) Phasenkontrastverfahren werden in tber-
wiegendem MaBe fir die Untersuchung

biologischer und medizinischer Objekte
herangezogen und

b) biologische und medizinische Phasen-
objekte sind im allgemeinen so stark
differenziert in ihrer 6rtlichen optischen
Dicke, daB es gar nicht sinnvell und még-
lich ist, das gesamte Phasenobjekt an
allen Stellen gleichzeitig mit einer etwai-
gen variablen Phasenkontrasteinrichtung
optimal zu kontrastieren (vgl. 14, S. 117).
In solchen Féllen wird man also prinzipiell
auf einen KompromiB in der Kontrastie-
rung verwiesen.

Ganz anders dagegen liegen offensichtlich
die Verhaltnisse in der Auflichtmikroskopie.
Hier sind die untersuchten mikroskopischen
Objekte von vornherein .plan”, ihr Relief
andert sich nur in verhéltnismaBig engen
Grenzen. (Dieses Héhenrelief entspricht
bei Durchlichtobjekten deren geometrischer
Dicke). Als zweite Variable kommt dann
noch der ortlich unterschiedliche Phasen-
sprung bei der Reflexion der einfallenden
Welle an der Oberflache des Auflichtobjekts
in Frage. (Bei Durchlichtobjekten ist statt-
dessen deren Brechungsindex zu beriick-
sichtigen). Im Gegensatz zu Durchlichtobjek-
ten besteht bei Auflichtobjekten héufig das
interessierende Objektdetail aus einem klei-
nen Phasenobjekt auf einem homogenen
Phasenuntergrund. In einem solchen Falle
erweist sich die Tatsache als auBerordentlich
nitzlich, bei der DIK-Einrichtung nach No-
marski durch Wahl des Gangunterschiedes
mit einem Nomarski-Prisma das Objekt ge-
gen das Umfeld interferenzoptisch optimal
hervorzuheben (vgl. 8). Bei bioclogischen
Objekten hingegen ist der erforderliche Ar-
beitsbereich der Gangunterschiedsmarkie-
rung von vornherein wesentlich enger be-
grenzt; er ist auf Bruchteile einer Wellen-
lénge (meist unter i/4) beschrankt. Aus die-
sem Grunde ist bei (biologischen) Durch-
lichtobjekten das Bedirfnis nach enem
mikroskopischen Verfahren mit variabler
Kontrastierung bei weitem nicht so ausge-
pragt wie im Falle der (nichtbiologischen)
Auflichtobjekte.
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