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Meinem Lehrer

Herrn Professor Dr.med. F.H. Dost



GELEITWORT

Mikroskop und Teleskop als Augenhilfen zur Verdeutlichung der Struktur und des Umrisses
solcher Objekte, deren Bild das unbewaffnete Auge nicht zu erkennen oder aufzulosen vermag,
haben nach ihrer Erfindung zunichst eine ganz dhnliche Weiterentwicklung genommen, inso-
fern nimlich, als es um die Verwirklichung des Zieles ging, den Beobachter in moglichst voll-
kommener Weise dem Objekt nahe zu riicken, der sein Auge, aus unterschiedlichen Griinden
zwar, ebensowenig in eine Zelle versenken wie den Sternen annihern kann.

Schrittmacher hierbei waren in erster Linie die zunehmenden optischen und technischen
Erfahrungen bei der Konstruktion von Objektiven immer hoherer Leistungsfahigkeit, um beim
Mikroskop durch moglichst kurze, beim Teleskop durch moglichst lange Brennweiten im Tubus
ein reelles Zwischenbild von denkbarer Grofle zu erzeugen. Aber dem Auflésungsvermogen jedes
optischen Vergroferungsgeriites ist, wie schon Fravnnorer und HeLmuortz erkannt haben
und ABBE ausfiihrlich begriindet hat, eine wohldefinierte Grenze gesetzt, die aus den Beugungs-
gesetzen des Lichtes, d. h. aus seiner Wellennatur abgeleitet werden kann. Wie nimlich das
Bild eines Fixsternes auch im grofiten Spiegelteleskop keine eigentliche Vergroflerung
erfihrt, sondern lediglich als sogenanntes Beugungsscheibchen erscheint, so ist auch der
kleinste Abstand zweier Punkte, die man im Mikroskop bei stiarkster VergroBlerung eben noch
getrennt wahrnehmen kann, nach den Beugungsgesetzen abhingig von der Wellenlinge des
Lichtes und vom Kehrwert der numerischen Apertur des verwendeten Objektivs. Diese Erkennt-
nis hat es zugelassen, durch Einfithrung von Immersionssystemen die physikalisch definierte
Grenze des Vergroferungsvermégens in fast vollkommener Weise zu erreichen, womit gegen
Ende des vergangenen Jahrhunderts die Entwicklung des Lichtmikroskopes im Grundsatz
vollendet gewesen war. Was bis in die dreilliger Jahre noch folgte, war aufler vielfiltiger Ver-
besserung des Komforts nicht mehr, als das Ergebnis verschiedener Bemiihungen, optische
Variationen am Kondensorsystem vorzunehmen, um besonders die Intensitit der Beleuchtung
zu verbessern oder aber auch, um besondere Beleuchtungseffekte zu erzielen.

Anders beim Phasenkontrastverfahren, zu dessen Kennzeichnung sich am ehesten sagen liele,
dall es mit seiner Hilfe gelingt, unter Anwendung eines optischen Kunstgriffes Strukturen un-
mittelbar in ihrer nativen Verfassung sichtbar zu machen, welche im iiblichen Mikroskop zufolge
des geringen Unterschiedes ihres Brechungsvermogens von demjenigen ihrer Umgebung durch
das Auge nicht mehr wahrgenommen werden kénnen und daher allenfalls erst nach kiinstlicher
Imprignierung mit den verschiedensten Farbstoffen in Erscheinung treten.

Dies aber besagt, dall der Phasenkontrastmikroskopie bei der Beobachtung lebender Objelkte
hervorragende Bedeutung zukommt, was wiederum mit der Feststellung gleichbedeutend ist,
dal} die besondere Stirke dieses Verfahrens nicht so sehr auf histologischem, als vielmehr auf
zytologischem Gebiet liegt. Hier nun gerade ist es die klinische Hématologie, die sich durch das
neue Verfahren aus einer gewissen Erstarrung zu losen beginnt, in welcher sie befangen blieb,
solange sie sich aus der Todeswelt nicht zu I6sen vermochte, die nun einmal das getrocknete,
fixierte und gefiarbte himatologische Priiparat darstellt.

Freilich bedarf es eines Auges, wohlgeiibt, die neuartigen Phasenkontrastbilder zu betrach-
ten, einer nicht geringen Erfahrung, das Erblickte zu deuten und mit dem herkémmlichen
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Wissensgut der Himatologie zu vereinen. Diese gewil nicht geringen Voraussetzungen hat sich
mein Assistent, Dr. Rind, in langen Jahren hédmatologischer Arbeit geschaffen, so dal} der
vorliegende ,,Atlas der Phasenkontrasthimatologie™, fiir dessen Gestaltung auch die dankens-
werte Mitarbeit einiger anderer erfahrener Fachminner gewonnen werden konnte, nunmehr der
drztlichen Offentlichkeit vorgelegt werden kann. Die vielfiltigen Ergebnisse der Berliner Charité,
besonders aber deren Kinderklinik, haben in diesem Werk ihren Niederschlag gefunden und
mochten dazu beitragen, den Ausdruck himatologischer Diagnose zu verfeinern.

F. H. Dost



VORWORT

Vor 25 Jahren, im April 1933, wurde das Phasenkontrastverfahren als ,,neue Methode der
mikroskopischen Beobachtung™ von dem hollindischen Professor fiir theoretische Physik,
Fritz ZurNiKE, publiziert. Heute hat diese Untersuchungsmethode, bei der die Strukturdar-
stellung in bisher nicht gekannter Klarheit und mit uniibertroffenem Kontrastreichtum ohne
jeden Eingriff am Objekt erfolgt, weite Verbreitung gefunden und sich vor allem zur Beob-
achtung lebender Zellen auf den verschiedensten Forschungsgebieten der Biologie und Medizin
hervorragend bewihrt.

In der Hiamatologie fiihrte die Anwendung des Phasenkontrastverfahrens zu einer neuen Ar-
beitsrichtung, der Phasenkontrasthimatologie, die sich unter den Bedingungen des frischen
Vitalpriparates oder auch der Gewebekultur mit der Untersuchung nativer Blut- und Knochen-
markzellen befaBt. Im Gegensatz zu den Gegebenheiten des abgeblendeten Hellfeldes und
Dunkelfeldes lassen sich dabei nicht nur die sichtbaren Lebensiulerungen der Zellen bewerten,
sondern auch ihre einzelnen Bestandteile und deren Verinderungen wihrend des Funktions-
ablaufes einwandfrei erkennen. Die morphologische Zellbeurteilung im fixierten und gefirbten
Ausstrichpriiparat wird damit in besonderer Weise erginzt und erweitert.

In der Grundlagenforschung brachte die Beobachtung im Phasenkontrastmikroskop zahl-
reiche noch ungeklirte Probleme einer Losung niher, da sie eine bisher unerreichte Vorstellung
vom strukturellen Aufbau vitaler Blut- und Knochenmarkzellen vermittelt und weitgehende
Riickschliisse auf ihr funktionelles Verhalten im Organismus zulaflt: so konnte u. a. der Modus
der Erythroblastenentkernung oder die Thrombozytenentstehung durch direkte Beobachtung
des Geschehens inzwischen ermittelt werden, withrend andere Fragestellungen, wie z. B. die
zelluliren Vorgiinge bei der Phagozytose, experimentell fallbar wurden. Die hier gewonnenen
Brgebnisse und neuen Erkenntnisse lieBen die Phasenkontrasthidmatologie in zunehmendem
MaBle Eingang in die klinisch-hiamatologische Diagnostik finden.

Das phasenoptische Bild der Blut- und Knochenmarkzellen weist gegeniiber ihrer férberi-
schen Darstellung einige prinzipielle Unterschiede auf, wodurch die Befunde beider Unter-
suchungsmethoden nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden konnen, zumal im
Phasenkontrastmikroskop hiufig Strukturen sichtbar sind, die mit den iiblichen Firbeverfahren
nicht erfaBt werden. Die Identifizierung der Zellen bereitet daher, vor allem dem ungeiibten
Untersucher, oft Schwierigkeiten und fiithrt zu einer gewissen Unsicherheit in der Beurteilung.
Da auch die sonst iibliche Konsultation erfahrener Fachleute durch Ubersenden von Ausstrichen
wegen der begrenzten Haltbarkeit der Vitalpraparate nicht erfolgen kann, macht sich das Fehlen
eines ausfiihrlichen morphologischen Nachschlagewerkes auf dem Gebiet der Phasenkontrast-
himatologie besonders bemerkbar.

Der vorliegende Atlas der Phasenkontrasthimatologie gibt eine Ubersicht iiber die Morpho-
logie und Variationsbreite normaler und pathologischer Blut- und Knochenmarkzellen. Als
Nachschlagewerk, das den praktischen Bediirfnissen der phasenoptischen Untersuchung des
Blutes und Knochenmarkes gerecht werden soll, wurde der umfangreiche Bildteil durch eine
allgemeine Einfiithrung in die physikalisch-optischen Grundlagen des Verfahrens und durch eine
ausfiihrliche Beschreibung der Technik der Phasenkontrastmikroskopie und Foto-, sowie Film-
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dokumentation erginzt. Auflerdem wurde auch der von WiLska entwickelte Anoptralkontrast
beriicksichtigt, der eine besondere Modifikation des Phasenkontrastes darstellt.

Der Atlas gliedert sich in drei Teile, denen eine Aufstellung iiber die morphologische Charak-
teristik der einzelnen Zellarten in Tabellenform folgt. Ferner enthilt er eine Literaturiiber-
sicht, die nicht nur die zitierten Autoren beriicksichtigt, und ein ausfiihrliches Sachverzeichnis.

Im ersten Teil werden die allgemeinen Grundlagen und die Methodik der Phasenkontrast-
untersuchung behandelt. Die Beitrige iiber das Phasenkontrastverfahren und das Anoptral-
kontrastverfahren wurden dabei von Herrn Diplomphysiker H. BEvEer, Jena, bzw. Herrn
Professor F. GasLer, Wien, hervorragenden Kennern der Materie, verfalit. Beiden Herren bin
ich fiir ihre Mitarbeit zu besonderem Dank verpflichtet. Die Beschreibung der Methodik stiitzt
sich auf die eigene, in langjihriger praktischer Tatigkeit erprobte Arbeitstechnik, wobei im
Hinblick auf die Bedeutung der Mikrofotografie und Kinematografie fiir die Dokumentation
und Auswertung der erhobenen Befunde die hier auftretenden Fragen eingehend erértert werden.

Der zweite Teil gibt an Hand von 1041 Abbildungen eine umfassende Darstellung der Mor-
phologie normaler und pathologischer Zellen sowie charakteristischer Blut- und Knochenmark-
befunde. Die Einteilung und Bezeichnung der einzelnen Zellarten wurde dabei weitgehend nach
der von Uxprirz in den ,Himatologischen Tafeln Sandoz® angegebenen Systematik und
Terminologie vorgenommen. Eine Ausnahme bilden unter anderem die Driisenfieberzellen und
retikuloendothelialen Elemente, deren Einordnung nach rein morphologischen oder differen-
tialdiagnostischen Gesichtspunkten erfolgte. Einige sehr selten vorkommende Stammzellen oder
unreife Zellformen konnten bisher nicht mit der erforderlichen Sicherheit identifiziert werden.

Der Text beschrinkt sich auf kurze Angaben iiber die morphologischen Besonderheiten der
jeweiligen Zellart und auf eine Erkldrung der Bilder, wobei gelegentlich von Situationsskizzen
Gebrauch gemacht wird. Die Uberschriften im Text, die sich auf die nachfolgenden Abbildungs-
erlduterungen beziehen, weichen dabei unwesentlich von den Angaben im Inhaltsverzeichnis
ab, weil dieses dem Benutzer zugleich einen systematischen Uberblick iiber die einzelnen Zell-
arten geben soll. Bei den Abbildungen handelt es sich ausschlieBlich um Mikrofotos, die mit
der jeweils angegebenen Gesamtvergroflerung reproduziert wurden.

Herrn Dr. H. StrossE, Assistent der I. Medizinischen Universititsklinik der Charité, Berlin,
méchte ich nicht nur fiir die Uberlassung von Untersuchungsmaterial, sondern auch besonders
fiir seine Beitrage iiber die Megalopoese, den Morbus Biermer-Addison, die Monozytenleukimie
und die Kahlersche Krankheit danken.

Der dritte Teil befal3t sich mit der Morphe der Blut- und Knochenmarkzellen bei Anoptral-
kontrastmikroskopie. In 53 Bildpaaren werden dieselben Zellen im positiven Phasenkontrast
und Anoptralkontrast abgebildet, doch beziehen sich die Abbildungslegenden und Texterliu-
terungen nur auf die Anoptraldarstellung. Die Gegeniiberstellung der Bilder soll einen Ver-
gleich beider Untersuchungsmethoden ermdoglichen, die die einzelnen Zellstrukturen in ver-
schiedener Weise zur Darstellung bringen.

Meinem verehrten Lehrer und Klinikchef, Herrn Professor Dr. F. H. Dost, mdéchte ich auch
an dieser Stelle fiir die grofiziigige Forderung und Unterstiitzung meiner Arbeiten sowie fiir
seine wertvollen Hinweise und Ratschlige zur Ubernahme der gewonnenen Erfahrungen in die
klinische Diagnostik meinen Dank abstatten.

Mein Dank gilt nicht zuletzt dem Akademie-Verlag fiir sein entgegenkommendes Eingehen
auf meine Wiinsche und die vorziigliche Ausstattung des Atlasses. Besondere Anerkennung ver-
dienen auch die Mitarbeiter der Atzanstalten Sinsel & Co. K(, Leipzig und Sachsendruck
Plauen, sowie der Druckerei C. G. Roder, Leipzig, die mit hoher Kunstfertigkeit und groBem
Einfiihlungsvermégen die Reproduktion der Mikrofotos durchfiihrten,

H. Rind
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A. Physikalisch-optische Grundlagen

I. Das Phasenkontrastverfahren

von H. BEYER, Jena

1. Einleitung

Eines der wichtigsten Instrumente des Mediziners und Biologen ist das Mikroskop. Es hat die
Aufgabe, solche Objekte und Objektstrukturen sichtbar zu machen, die das unbewaffnete Auge
wegen ihrer Feinheit nicht erkennen kann, da die interessierenden Objekteinzelheiten dem Auge
unter einem zu kleinen Winkel erscheinen. Es ist bekannt, dall das menschliche Auge zwei ge-
trennte Punkte erst dann als solche wahrnehmen kann, wenn sie ihm mindestens unter einem
Winkel von 40 Winkelsekunden oder rund 1 Winkelminute erscheinen. Das Mikroskop hat dem-
nach die Aufgabe, die mikroskopischen Objekte so stark vergroBert abzubilden, dafl die interes-
sierenden Objekteinzelheiten dem Auge mindestens unter dem genannten Winkel erscheinen.
Ist das dem Mikroskop gelungen, so sagt man, die Objekteinzelheiten sind aufgelost. Die Auf-
losungsgrenze 1iBt sich auf Grund von theoretischen Uberlegungen durch eine einfache Formel
angeben. Dabei wird als selbstverstindlich vorausgesetzt, dall sich die fraglichen Objekteinzel-
heiten in Farbe oder Helligkeit von der Umgebung unterscheiden, damit sie vom Auge iiber-
haupt wahrgenommen werden konnen, denn das Auge spricht nur auf Farb- oder Helligkeits-
unterschiede an. Die erste Forderung an das mikroskopische Bild ist also zunéchst ausreichender
Kontrast, gleichgiiltig ob die Beobachtung direkt oder iiber die Fotografie erfolgt. Leider
liefern viele der medizinischen und biologischen Priparate von Natur aus in den fiir die Mikro-
skopie verwendeten Ausstrichen oder diinnen Schnitten den geforderten Kontrast nicht, ob-
wohl in den meisten Fillen wesentliche Unterschiede physikalischer oder chemischer Natur
vorhanden sind. Eine wasserklare Glaskugel z. B. ist in ungefiirbtem Wasser auch kaum sicht-
bar, obwohl es sich hier um zwei grundverschiedene Stoffe handelt. (Der in optischer Hinsicht
wesentliche Unterschied zwischen ungefirbtem Wasser und Glas liegt bekanntlich in ihrer Licht-
brechung.) Durch Anfirben des Wassers oder der Glaskugel 1it sich jedoch letztere sichtbar
machen. Ahnliche Verhiiltnisse liegen bei den von Natur aus kontrastarmen medizinischen und
biologischen Priparaten vor. Auch dort kann man in vielen Fillen durch Anfiirben ausreichenden
Kontrast hervorrufen. Man macht sich dabei die Eigenschaft mancher Substanzen zunutze,
gewisse Farbstoffe bevorzugt anzulagern. Diese bis zur Einfiihrung des Phasenkontrastver-
fahrens vorwiegend zur Kontraststeigerung benutzte Methode lifit sich jedoch nicht immer ohne
Schwierigkeiten durchfiihren. Aullerdem ist stets mit der Schiidigung oder sonstigen Verinde-
rung des Priparates in irgendeiner Form zu rechnen. Dieser doch recht erhebliche Eingriff
fiithrt bei lebenden Objekten in den meisten Féllen zum schnellen Absterben derselben.

Das Phasenkontrastverfahren dagegen konnte man als eine rein optische Firbemethode be-
zeichnen. Es nutzt den schon bei dem Beispiel der Glaskugel im Wasser vorhandenen Unter-
schied in den Brechzahlen zwischen Objekt und umgebendem Medium aus, um, ohne das von
Natur aus kontrastarme Priiparat selbst zu verindern, durch einen geeigneten Eingriff in den
Abbildungsstrahlengang des Mikroskopes eine kontrastreiche Abbildung zu erzeugen. Aus den
Brechzahlunterschieden im Priaparat werden also Helligkeits- oder auch Farbunterschiede im
Bild. Wieso das moglich ist und wie es geschieht, wird noch an anderer Stelle ausfiihrlich behandelt.

Der Vorteil dieses neuen Untersuchungsverfahrens liegt ohne weiteres klar auf der Hand. Man
ist nicht mehr auf die oft recht umstiindliche Farbemethode angewiesen, kann die Objekte in
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ihrem natiirlichen Einbettungsmittel beobachten und sogar Wachstums- und Teilungsvorginge
z. B. von Pilz- und Bakterienkulturen verfolgen. Von den mit Hilfe des Phasenkontrastverfah-
rens auf den verschiedensten Gebieten erzielten Erfolgen zeugen die nunmehr schon in die Hun-
derte gehenden, iiberwiegend nach 1945 veriffentlichten Arbeiten iiber diese neue Beobach-
tungsmethode. Man kann wohl ohne Ubertreibung sagen, dall heute ein ernsthafter Mikrosko-
piker ohne Phasenkontrasteinrichtung kaum noch denkbar ist.

2. Geschichtlicher Riickblick

Als um die Jahrhundertwende auf Grund einer Reihe bahnbrechender Entdeckungen, wie
z. B. der Rontgenstrahlen und der Radioaktivitiit, sowie der Begriindung der Quanten- und der
Relativititstheorie, sich eine ganz neue Epoche naturwissenschaftlicher Forschung anbahnte,
galt die Entwicklung des Lichtmikroskopes im wesentlichen schon als abgeschlossen. Durch das
verstiindnisvolle Zusammenwirken des Mechanikers Carn Zriss und des Physikprofessors
Erxst Appe hatten die in den Jenaer Optischen Werkstitten nach wissenschaftlichen Grund-
sitzen gefertigten optischen Gerite Weltruf erlangt. Dies war nicht zuletzt dem Bemiihen
ApgEs zu verdanken, der z. B. hinsichtlich der Fertigung von Mikroskopobjektiven das damals
allgemein iibliche ,,Probeln® abschaffte und die Objektive nach vorheriger genauer Berechnung
der optimalen Linsenkombination und deren Leistung fertigen lieff. Im Friithjahr 1873 ver-
offentlichte A BBE zwei Aufsiitze iiber die Bildentstehung im Mikroskop, wo er die schon erwithnte
Leistungsgrenze desselben angab und begriindete. Als am Ende der 80er Jahre neben den Achro-
maten auch apochromatische Objektive hergestellt und geliefert werden konnten, war im Hin-
blick auf die optische Wirkung ein gewisser Abschlul} erreicht. AssE selbst war der Meinung,
dal} eine wesentliche Leistungssteigerung des Mikroskopes nur dann noch zu erwarten ist, wenn
es gelingt, eine andere Strahlenart wesentlich kiirzerer Wellenlinge fiir die mikroskopische Ab-
bildung nutzbar zu machen. Das inzwischen entwickelte Elektronenmikroskop ist ein ent-
sprechendes Gerit, da man auf Grund der neueren Anschauungen der Physik die Elektronen-
strahlen als eine solche Strahlung besonders kleiner Wellenlinge auffassen kann. Aspe hat
offenbar an eine Kontraststeigerung mit Hilfe einer dem heutigen Phasenkontrastverfahren
dihnlichen Methode nicht gedacht, obwohl er in seiner Theorie der mikroskopischen Abbildung
selbst die Grundlagen dafiir erarbeitet hat. Er selbst hat auch Versuche durchfiihren lassen, die
man als eine Vorstufe des Phasenkontrastverfahrens ansehen kann. Dafiir, dafl damals in dieser
Richtung nicht weitergearbeitet worden ist, mégen vielleicht folgende Griinde maBgebend ge-
wesen sein: Einerseits ist es selbstverstindlich, dal man den zweiten Schritt nicht vor dem
ersten tut, denn erst im Jahre 1886 konnte die erste Serie Apochromate angeboten werden, die
dem Werk auf Jahrzehnte hinaus einen Vorsprung sicherten, da sie fiir den Mikroskopiker
wegen ihrer ganz besonders guten Farbkorrektur einen aufBlerordentlichen Fortschritt bedeu-
teten. Die manchmal etwas umstindliche Farbung der Priparate hat man dann gern in Kauf
genommen, so dal} die Frage einer rein ,,optischen Firbemethode™ damals noch gar nicht so
dringend war. Andererseits mufl man sich dariiber im klaren sein, dafl durch Einfiigen eines
zusitzlichen, optisch wirksamen Elementes in ein ausgezeichnet korrigiertes optisches System,
wie das bei einem Phasenkontrastobjektiv der Fall ist, der Korrektionszustand desselben be-
eintrichtigt wird. Das heifit, ein Phasenkontrastobjektiv kann, wenn es sich um die letzten
Feinheiten handelt, bei Hellfeldbeobachtungen nicht dasselbe leisten wie ein sonst gleiches
Hellfeldobjektiv.

Erst der hollindische Professor fiir theoretische Physik, Fri1z ZerN1KE, hat einige Jahrzehnte
spitter auf die ,,optische Fiarbemethode™ fiir die mikroskopische Praxis hingewiesen und gezeigt,
dal} es von der AssEschen Theorie der Bildentstehung im Mikroskop bis zu dem von ihm vor-
geschlagenen Phasenkontrastverfahren nur ein kleiner Schritt ist. Thm ging es allerdings zu-
niichst nur darum, Teilungsfehler optischer Gitter und Oberflichenfehler von Hohlspiegeln sicht-
bar zu machen. Er hat dabei erkannt, dafl dieses Verfahren auch fiir das Mikroskop brauchbar



