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1. W ie kommt das elektronenmikroskopische Bild zustande?
D ie Anwendung der Elektronenstrahlen, denen kleinste Teilchen mit einer 

bestimmten Ladung zugrunde liegen, bringen im Elektronenm ikroskop (E M ) 
auf andere W eise die Objektabbildung zustande als das Lichtm ikroskop (L M ). 
D ie Elektronenladung verursacht erstens eine nur geringe Tiefenw irkung 
im Objekt, so daß nur dünne Objekte zur Untersuchung gelangen können, 
zweitens werden die Elektronen in den K raftfe ldern  der Objektatome ver
streut, und zwar desto mehr, je  schwerer die betreffenden untersuchten Atome 
sind, d. h. je  höher ihre Atomzahl ist. W ährend das lichtmikroskopische Bild 
durch Absorption der Lichtstrahlen zustande kommt, stellt das elektronen
mikroskopische B ild  ein Streuungsbild der Elektronen dar. Die einzelnen 
Elektronen werden in den K raftfe ldern  der Objektatome abgelenkt —  z e r
streut — , was zur Folge hat, daß die abzubildenden Teilchen von einer be
stimmten D icke ab nicht mehr scharf abgebildet werden. Man rechnet bei 
der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Objekten, die sich aus 
schwereren Atomen zusammensetzen (z. B . M etallen) mit einer Objektdicke 
von weniger als 0 ,1 Mikron. Fü r organische Objekte liegt die m axim ale 
Dicke höher, da sie sich aus Atomen mit weit niedrigeren Atomzahlen (H.,, 
C'j2» N 14, 0 16, P 31, S 32) zusammensetzen. Je  schwerer die Atome sind, 
desto stärker ist die Elektronenstreuung. S ie  kann schließlich so groß werden, 
daß die abgelenkten Elektronen nicht mehr an der Objektabbildung teil
nehmen, weil sie bereits durch die Mikroskopblende abgefangen werden, ehe 
sie den Leuchtschirm  oder die photographische Schichte erreichen. A uf dem 
photographischen Film  des N egatives tritt dann keine Schwärzung ein, 
während1 in der positiven Kopie das Objekt als dunkle Silhouette erscheint 
(Abb. i ) .  Obwohl bei biologischen Objekten die Streuung wegen der leich
teren Atome geringer ist, w ird1 an die Objektdicke doch bald eine Grenze 
gesetzt, weil durch Summation der an sich geringeren Elektronenstreuungen 
schließlich doch ein unklares, verschwommenes B ild  entsteht, so daß das 
Auflösungsverm ögen des E M  gegenüber dem L M  schlechter werden würde. 
D ie bereits erwähnte Tiefenw irkung der Elektronen verbessert sich, wenn 
die Beschleunigungsspannung der Elektronen erhöht wird. Dabei nimmt 
überdies die Streuung ab und werden die Abbildungen „sch ärfer“ , so daß 
es möglich ist, bei einer Spannung von 400.000 V olt (400 k V ) auch 1 Mikron 
dicke organische O bjekte noch hinreichend untersuchen zu können1 ). In

‘) Die in diesem Beitrage abgebildeten elektronenmikroskopischen Photographien wurden im allgemeinen mit einer Spannung von go 000 Volt aufgenommen.
160 B retsch n eid er

download unter www.biologiezentrum.at



A b b .l.  K opf eines Spermiums vom Stier. Ohne Vorbehandlung. 12.500 1. A u f
nahme aus dem Institut für Elektronenmikroskopie, Delft.

D elft befindet sich gegenwärtig ein E M  mit dieser Beschleunigungsspannung, 
über dessen Ergebnisse in einem späteren B eitrag  berichtet werden wird. 
E ine erhöhte Beschleunigungsspannung hat durch die erhöhte Durchstrahlung 
des Objektes überdies eine geringere destruktive W irkung auf diese, obwohl 
im allgemeinen von einer solchen bei den derzeitigen Vergrößerungen nicht 
viel zu merken ist. Veränderungen im Objekt infolge des Elektronen
bombardements spielen sich ja  schließlich im molekularen Gebiete ab 
und werden bei den heutigen Vergrößerungen bis zu 60.000 X  noch nicht 
sichtbar.

Im Gegensatz zum L M  mit seinem punktförmigen Fokus besitzt das E M  
eine sehr große Tiefenschärfe, es besitzt sozusagen einen Fokusraum , der 
einige M ikron beträgt. W ährend man im L M  nur einen optischen Durchschnitt 
abzubilden verm ag, werden im E M  wegen seiner großen Tiefenschärfe 
gleichzeitig alle Strukturen des Objektes „sch arf“ abgebildet. Dies hat aller
dings wieder zur Folge, daß alle optischen Ebenen des Objektes gleich scharf 
übereinanderprojiziert werden und dadurch die Interpretation des Bildes 
schw ieriger wird, weil wir dann auf verschiedenen W egen ermitteln müssen, 
welche Strukturen oben, in der Mitte oder unten liegen. Zum Teil läßt sich 
diese Schw ierigkeit elektronenmikroskopisch beheben, indem man stereosko-
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Abb. 2. K opf eines Spermiums vom Stier nach Behandlung mit Chloramin T.
12.500 1. Aufnahme aus dem I n s t i t u t  für Elektronenm ikroskopie, Delft.

pische Aufnahmen macht, oder durch die sogenannte „shadowcasting“ , wobei 
man im Vakuum  schwere Atome, wie Gold oder Chrom, durch Verdampfen 
im elektrischen Strom über das zu untersuchende Objekt unter einem be
stimmten W inkel zerstäubt. Dadurch häufen sich, wie der Schnee beim 
Schneewehen, die Atome vor den oberflächlichen Erhöhungen auf, während 
sie dahinter im „Schatten“  fehlen (Abb. 4, 9 und 15 ) . W erden solche B ilder 
wieder in der photographischen N egativkopie abgebildet, dann ergeben sie 
eine räumliche D arstellung der Oberflächenstrukturen. A u f diese W eise 
werden noch kleinste Strukturen, wie die Geißeln von^Bakterien (Abb. 9) 
oder Fibrillen  (Abb. 15 )  und andere Skulpturen der Oberfläche, abgebildet, 
während sie bei der D urchstrahlung wegen ihrer geringen M asse oder zu 
geringem Kontraste im Bilde verlorengehen würden. Aus der B reite des 
,.Schattens“  und dem bekannten W inkel des Aufstäubens kann man um
gekehrt auf die Dicke* der Objekte schließen.

2. Die Vorbehandlung der Objekte
Die Objekte werden auf einem Trägerfilm  montiert, der bloß eine Dicke 

von 10 M illim ikrons ( 1  m a  ist 0,000001 mm) besitzt und aus Kollodium  oder
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Abb. 4. Aufnahm e einer Fettprobe (B  P.M .). M it Genehmigung des Institutes fü r  
Elektronenm ikroskopie, D elft. 21.000 : 1.
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Abb. 3. Rauch von Aluminiumoxyd.
30.000 1. Aufnahme aus der 
American Cynamid Co., But on 
&  Kohl.

Abb. 5. Molybdänoxyd. 30.000 : 1. Mit 
Genehmigung des Institutes 
für Elektronenmikroskopie, 
Delft.
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Abb. 6. Inßuensavirus Typus A. 95.000 :1. 
Aufnahme J . H IL L IE R . U niver
sity of Michigan.

Abb. 7. Colibakteriophag, 53.000 1. A u f
nahme Th. F. A N D E R S O N .

Abb. 8. Staphylococcus üavocyaneus
21.000 1. Aufnahme St. Stuart 
M UDD.

Abb. 6.

Abb. 7. Abb. 8.

Zaponlack besteht. Man stellt sich so dünne Folien her, indem man gelöstes 
Kollodium  auf destilliertes W asser auftropft, wobei sich das Kollodium  in 
einer solch dünnen Schichte ausbreitet. Nach dem Erstarren durch 
Verdampfen des Lösungsm ittels w ird die Folie über die Bohrung des 
O bjektträgers gezogen und werden hierauf die Objekte aus destilliertem 
W asser gebracht. Dann wird das Präparat getrocknet und in das EM  
eingeführt.
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Abb. 9. Vibrio M etschnikovii, 14.000 1. M it Genehmigung des Institutes für 
Elektronenmikroskopie, Delft.
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Abb. 10. Kollogene Fibrillen desRatten- 
schwanzes, 37.500 1. A u f
nahme C. E . H A L L. Massachu
setts.

Abb. 12. Hals des Spermiums vom Stier,
40.000 1. Aufnahme Delft.
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Ein  deutliches elektronenmikroskopisches B ild  kommt erst dann zustande, 
wenn die zu untersuchenden Objekte einen bestimmten Massenunterschied 
gegenüber ihrer Umgebung besitzen, wodurch auf der photographischen 
Schichte ein Kontrastunterschied entsteht. Bei biologischen Objekten ist 
dieser Kontrast durch den Aufbau aus im allgemeinen leichteren Atomen an 
sich gering. Andererseits ist wieder die Dicke biologischer Objekte 
elektronenoptisch zu groß, um eindeutige B ilder zu ergeben. E s hat sich aber 
inzwischen eine elektronenmikroskopische Technik entwickelt, die gerade zur 
Kontrastierung wesentlich beiträgt. E inerseits wählte man hierzu die E x 
traktion bestimmter Bestandteile des Objektes, wodurch die Objektdicke 
abnimmt und die Kontrastw irkung der übrigbleibenden Strukturen zunimmt. 
Schon das Trocknen bedeutet durch den W asserverlust eine Extraktion. Die 
teilweise Auflösung von Eiweißen gelingt beispielsweise durch die Anwen
dung von Fermenten, wie Pepsin und Trypsin  oder durch Chloramin T  und 
Hypochlorid, wobei je  nach der Dauer der E inw irkung bestimmte Anteile 
herausgelöst werden, andere resistentere Zurückbleiben und nun in stärkerem 
Kontrast zur Abbildung gelangen. In der Abbildung i und 2 sehen wir neben
einander einen Spermiumkopf (Stier) ohne und nach der Behandlung mit 
Chloramin T  (dem Natrium salz von Toluen-Sulfon-Chloram id). W ährend der 
unbehandelte Sperm ium kopf durch seine Dicke bloß ein Silhouettenbild 
ergibt, erscheinen nach der Vorbehandlung mit Chloramin T  durch die 
Lösung bestimmter Eiweiße verschiedene kontrastierende Zonen und Flecken 
im Spermiumkopf. E s  sind dies unter anderem die phosphorhältigen Orte der 
Chromosomen, die nun durch das schwerere Atom  (P  3 1)  deutlicher hervor
treten, weil die Um gebung kontrastarmer wurde. W eiterhin lassen sich Fette 
mit Äther, Salze mit Säuren usw. extrahieren.

In Anlehnung an die lichtmikroskopische Technik hat man auch in der 
elektronenmikroskopischen Technik zur „F ärb u n g“ gegriffen, jedoch be
dient man sich hierbei nicht echter Farbstoffe, sondern mit H insicht auf 
das durch Elektronenstreuung zustande kommende B ild  bestimmter schwerer 
Atome, wie z. B . Eisen, Silber, Gold, Osmium, Quecksilber, Vanadium  usw. 
Durch bestimmte Vorbehandlungen ist es möglich, diese „schweren F a rb 
stoffe“ selektiv in die Strukturen einzufügen oder zu adsorbieren, wodurch 
ein erhöhter Kontrast mit der Umgebung zustande kommt. A u f diese W eise 
wurden auch sehr zarte Strukturen, die im Durchstrahluugsbild nicht dar
gestellt werden, abgebildet. W ir können überdies die Extraktion mit der 
Anfärbung kombinieren. Neben der Untersuchung unfixierter biologischer 
Objekte, die nur durch W asserentzug eine geringe Denaturierung erlitten, 
wendet man oft auch mit E rfo lg  eine vorhergehende Fixation  an, wobei be
stimmte Strukturen noch deutlicher hervortreten. Bei anorganischen V e r
bindungen kann man durch Zentrierung der Elektronenstrahlen eine T em 
peraturerhöhung bewirken und dabei das Objekt schmelzen lassen oder ver
dampfen, sublimieren oder um kristallieren. Man kann dann überdies hiervon 
wieder ein Elektronen-Beugungsdiagram m  aufnehmen, wodurch es gelingt, 
auch etwas mehr über m olekulare und atomare Abmessungen auszusagen.
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Abb. 11. Schmetterlingsschuppe, 35.000 : 1. M it Genehmigung des Institutes für 
Elektronenmikroskopie, Delft.
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A bb. 14. Schzvanzende des Spermiums vom Stier, 40.000 1. Aufnahme Delft.
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3. Einige Ergebnisse mit dem Elektronenmikroskop
Den irrtümlichen Erwartungen mancher M ikroskopiker, man könnt 

mit dem E M  bis in das echte molekulare Gebiet eindringen, muß ents 
gestellt werden, daß w ir nur imstande sind, „m akrom olekulare“  Gebi 
erfassen, die um vieles größer sind als 5 mit. Dennoch bereichert die 
tronenmikroskopische Untersuchung dieses Gebietes unser W issen von 
bau der toten und lebenden Natur sehr wesentlich. In den folgende 
bildungen sehen wir drei allgemeine Ordnungsprinzipien der Mikrom 
die w ir überall wieder zurückfinden. Verdam pfen w ir z. B . Aluminui 
und untersuchen elektronenmikroskopisch diesen Rauch, dann sehen 
ihm, wie sich die Moleküle stets zu Kugeln verschiedener Größenor 
zusammenballen (Abb. 3). Einen .wesentlich anderen A ufbau sehen 
den zu langen Ketten vereinigten Molekülgruppen der Fettprobe (A t 
wobei sich überdies die makromolekularen Ketten ineinander drehen 
weit wir hier noch von den echten Molekülen abstehen, illustriert der 
weis, daß die in dieser Aufnahm e abgebildeten kleinen Kiigelche:
0,0001 mm doch noch aus mindestens 1 M illion Molekülen bestehei 
dritte Erscheinungsform  ist durch ihren streng kristallinen Bau char: 
siert. D as lichtmikroskopisch kaum als Staub zu identifizierende ausk 
lisierte M olybdänoxyd erweist sich elektronenmikroskopisch als rasierkl 
artige Plättchen von verschiedener Größe (Abb. 5). K ugel- und Sta 
und kristalliner Bau beherrschen das makromolekulare Gebiet und sir 
heute elektronenmikroskopisch schon zugänglich.

Die biologischen Objekte sind gegenw ärtig noch wenig untersucht 
ihre Dicke dieser Untersuchung noch manches H indernis entgegenstell 
einem Grenzgebiet ganz am Beginne der biologischen H ierarchie unc 
halb im makromolekularen Gebiete wissen w ir durch das E M  heute 
etwas mehr, nämlich von den V iren  und Bakteriophagen. Auch hier 
w ir wieder die zwei Bauprinzipien der K ugel- und Stäbchenform z 
A ls reine Kugeln  erscheint das Elem entarteilchen des Influenzavirus (A  
als Stäbchen z. B. das Tabakm osaikvirus. A ls eine Kombination beidei 
sich elektronenmikroskopisch der Coli-Bakteriophag heraus, dessei 
kugeliger K opf 80 m(u, sein Schwanz 120  bei 20 rnn mißt (Abb. 7). W 
lieh tiefer konnten w ir mit dem E M  auch in den Bau des Bakteriuir 
dringen, und manche alten Streitfragen  scheinen sich nun zu lösen. I  
genannten „N ukleoiden“  als Nukleoproteidgranula und darum Orte 
größeren Phosphorreichtums bringt uns das E M  sehr deutlich zur Ansch 
(Abb. 8). D ie Geißelinsertion durch die Bakterienmembrane hindur 
protoplasmatischen Anteil des Bakterienkörpers zeigt uns die Abb. 
V ibrio  M etschnikovii in Teilung. Durch die Beschattung mit 
(„shadow cast“ ) tritt die zarte Geißel scharf hervor, während die Nukl 
als lichte Granula zu sehen sind. W ährend man hinsichtlich der Die 
den eingetrockneten Bakterienzellen noch in Dezimalen eines M ikrons re 
liegen die Verhältnisse bei Zellen bereits um vieles höher. Doch ha
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Abb. 15. K opf des Spermiums Stier, 18.000 1. Aufnahme Delft.
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schon verschiedene sehr platte Zellen oder Zellfragm ente mit E rfo lg  unter
sucht. So haben R . P O R T E R , A. C L A U D E  und E . F . F U L L A M  (1945) die 
dünnen Zellen aus Gewebekulturen von Kückenembryonen elektronenmikro
skopisch untersucht, A . C L A U D E  und E . F . F U L L A M  (1945) isolierten 
Mitochondrien, F . O. S C H M IT T  (1946) hat sich dem Feinbau der kol- 
lagenen Fasern und glatten Muskeln zugewendet und hat dabei ein w ahr
scheinlich sehr allgemein verbreitetes Prinzip  des Eiweißaufbaues biologi
scher Strukturen entdeckt, nämlich einen periodischen Feinbau, der elek
tronenmikroskopisch in einer regelmäßigen Q uerstreifung der Fasern  zum 
Ausdruck kommt (Abb. 10 ) . Fragm ente chitinisierter Zellen sind wegen ihrer 
geringen Dicke und dem lockeren Bau schon öfters untersucht. D ie Abb. 1 1  
zeigt ein sehr kleines Fragm ent einer Schmetterlingsschuppe, in der ein 
etagenweiser A ufbau der Schuppe aus dünnen perforierten Chitinfolien zu 
erkennen ist, außerdem ein System  von Längs- und Querrippen, an welchen 
überdies noch feinste H aarbüschel zu sehen sind. D a sich die ausdifferen
zierte Schuppe aus einer einzigen einst lebenden Zelle entwickelt hat, 
illustriert uns die Abbildung, wie kom pliziert sich Protoplasm a unter richten
den K räften  der lebenden Zelle zu chitinisierten Strukturen umwandeln kann. 
E iner erfolgreichen elektronenmikroskopischen Untersuchung sind fernerhin 
die Spermien als isolierte Zellen wegen ihrer geringen Dicke zugänglich. 
M .R .B .B A Y L O R , A .N A L B A N D O V  und G .L .C L A R K  (19 4 3) untersuchten 
erstm alig das Spermium vom Stier, E . B . H A R V E Y  und Th. F . A N D E R 
SO N  (19 4 3) vom Seeigel, S E Y M O U R  und B E N M O S C H E  ( 19 4 1)  vom 
Menschen, L . H . B R E T S C H N E ID E R  und W . van 1T E R S O N  ( 1947)  vom 
Stier, L . H . B R E T S C H N E ID E R  von A skaris, C avia, P ferd, W al und 
Mensch unter verschiedenen technischen Kautelen. Den bereits erwähnten 
elektronenmikroskopischen Unterschied zwischen dem nicht vorbehandelten 
Spermiumkopf und dem mit Chloramin T  extrahierten zeigen die Abb. 1 
und 2. D er A ufbau der Kopfm em bran aus nur 25— 40 mju dünnen E iw eiß
fibrillen, die sich überkreuzen, w ird erst sichtbar, wenn w ir das Präp arat 
mit Gold überschatten (Abb. 15 ) . An der Kopfbasis, dem Spermiumhals, 
inseriert der Schwanz mit einigen dünnen Fibrillenbündeln, die ebenfalls 
eine deutliche Q uerstreifung erkennen lassen (Abb. 12 ) .  Den Aufbau des 
Schwanzes aus einer fibrillären Längsachse, die beim Stiersperm ium  kon
stant aus 9 Subfibrillen besteht und aus einigen Fibrillen , die an der Außen
seite um diese Achse herum in Spiralen bis zum Ende verlaufen, zeigen die 
Abb. 13  und 14 . D ie erstgenannte Abbildung stammt von einem Shadowcast- 
Präparat, wodurch die Spiraifibrillen deutlich hervortreten und aus der 
„Schattenbreite“  die Objektdicke bestimmt werden kann. Auch hier messen 
die Spiralfibrillen bloß 25— 40 m a und sind darum lichtmikroskopisch nicht 
mehr zu unterscheiden. In dem HauptjStiick des Schwanzes (Abb. 13 , rechts) 
w ird überdies die Großspirale sichtbar, die sich von den Mitochondrien her
leiten läßt und die fibrilläre Achse des Schwanzes in zahlreichen S p ira l
touren umzieht. In der Abb. 14  ist schließlich das Endstück des Schwanzes 
elektronenoptisch abgebildet (Durchstrahlungsaufnahm e), wobei die neun
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Subfibrillen frei zu T age treten, während man noch die letzten Spiraltouren 
der oberflächlich verlaufenden Spiralfibrillen sieht. Interessant ist die Beob
achtung-, daß auch die Geißeln der Flagellaten den nämlichen A ufbau aus 
einer fibrillären Achse und oberflächlich verlaufenden Spiralfibrillen zeigen, 
wie H . P. B R O W N  (19 4 5) an E u glena gracilis  und Ochromonas variabilis  
elektronenmikroskopisch entdeckte, so daß beiden Fortbewegungsorganellen 
das gleiche Bauprinzip zugrunde liegt.

Obwohl die Elektronenm ikroskopie erst 10  Jah re  alt ist, haben sich auf 
zahlreichen Gebieten die Ergebnisse bereits dermaßen angehäuft, daß in einer 
kurzen Zusam menfassung, w ie sie hier vorliegt, nur Stichproben angeführt 
werden konnten. Dennoch zeigen diese wenigen Beispiele bereits, daß sich uns 
durch das Elektronenmikroskop eine neue W elt eröffnet, die einerseits un
mittelbar anschließt bei den Dimensionen des Lichtm ikroskopes, andererseits 
bereits hineinreicht in das makromolekulare Gebiet.
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