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DIE HERSTELLUNG VON DUNNEN GEWEBS:-
SCHNITTEN UND IHRE UNTERSUCHUNG MIT
DEM ELEKTRONENMIKROSKOP
Von L. H. BRETSCHNEIDER, Delft
Mit 15 Abbildungen

Der Wuunsch, Schnitte von pflanzlichen und tierischen Geweben auch elektronen-
mikroskopisch untersuchen zu konnen, wurde bereits am Beginne der Elektronen-
mikroskopie geauflert. Das geringe Durchdringungsvermégen der Elektronenstrahlen
erfordert aber eine Schnittdicke von erheblich weniger als 1 #. Zur technischen Losung
dieser Frage wurden bisher nur wenige Versuche unternommen, die zu brauchbaren
Ergebnissen fithrten. Es gelang uns nun, mit einer ganz einfachen Technik Schnitte von
0,6 # und selbst 0,3 durch verschiedene Zellen und Gewebe herzustellen und diese
elektronenmikroskopisch zu untersuchen.’)

1. Das Mikrotom

Ermoglicht wurde diese Untersuchung durch ein altes Schaukelmikrotom der ,,Cam-
bridge Instrument Co.“, das sich noch in unserem Institute befand und imstande ist, unter
bestimmten Bedingungen so diinne Schnitte herzustellen. Bedingt wird diese geringe Schnitt-
dicke durch die eigentiimliche Konstruktion dieses Schaukelmikrotoms, welches im Jahre
1885 durch Horace DARWIN entworfen wurde (Abb. 1). Wihrend bei den meisten moder-

1) Als Erliuterung zu den Mikrophotographien: Der eingezeichnete Strich entspricht
der Linge von 1 u.
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Abb. 1a. Altes Schaukelmikrotom 4- N ;9
(Rocking Microtome, Cambridge). g 4
1. Ansicht, 2. Aufsicht, 3. Objekttriger,
2. Hebelwirkung auf die Achse d.
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nen Mikrotomen das Objekt unmittelbar durch die Drehung des Zahnrades und seiner
Schraubenspindel nach dem Messer zu bewegt wird, sehen wir, da$ bei unserem Schaukel-
mikrotom die Drehung des Zahnrades (n) und der Schraubenspindel (c) auf den langen
Arm (a) eines Hebels iibertragen wird, wihrend auf dem kiirzeren Arm dieses Hebels
das Gelenk (d) des Objekthalters (e) ruht. Dadurch wird die Hubhohe in (b) in einem stark
verkleinerten MaBstab auf (d) iibertragen, das heiit, der Schnitt wird viel dinner als die
eigentliche Hubhohe der Schraubenwindungen. Der Objekthalter ist ebenfalls ein Hebel, der
sich automatisch durch den Handgriff (1) auf und nieder bewegt, wodurch das Objekt durch
das Messer (im Halter f) gezogen wird. Die Anzahl (etwa 260) und Grofe der Zihne hatte
man damals so gewihlt, daB die Fortbewegung um einen Zahn eine Schnittdicke von 0,6
ergibt. Dieses Instrument bildete nun die Grundlage zu unseren elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von Gewebsschnitten, da Schnitte von dieser Dicke bereits bei Spannungen
von 80kV mit Erfolg durchstrahlbar sind. Inzwischen haben Unterhandlungen mit der
Cambridge Instrument Co. in England bereits zum Bau eines modernen Ultramikrotoms
auf diesem Prinzipe gefiihrt, so daB in Kiirze dieses Instrument auch anderen Forschern
zuganglich sein wird (Abb. 1 b).

Abb.1b. Neukonstruktion eines
modernen Ultramikrotoms der
Cambridge Instrument Co.

2. Vorbedingungen zur Erlangung diinner Schnitte

Bei Zimmertemperatur und der in der Histologie iiblichen Paraffineinbettung der
Objekte ist es allerdings nicht ohne weiteres moglich, brauchbare Schnitte von 0,6 4 mut
diesem Mikrotom herzustellen; hierzu miissen einige Vorbedingungen erfillt sein. Man
mufB das Objekt nimlich in einem Medium mit héherem Schmelzpunkt und ziherer Kon-
sistenz einbetten und bei einer relativ niedrigen Temperatur von etwa 10° C schneiden. Die
erste Bedingung wurde erfiillt, indem wir die Objekte in einem Gemenge von zwei Teilen
gelben rohen Bienenwachses und einem Teil Paraffin vom Schmelzpunkt von etwa 68° C ein-
betteten, die zweite, indem wir das Mikrotom auf einen Eisschrank montierten (Abb. 2),
der das Instrument samt Block und Messer lange Zeit auf etwa 109 C erhilt. Eine weitere
Bedingung ist ein siuberliches Schleifen der plan-konkaven Mikrotommesser auf einem
Olstein, da sich die kleinsten Scharten der Schneide bei dieser Schnittdicke sehr stérend
geltend machen wiirden.

Die Schnitte werden mit einem diinnen Aquarellpinsel vom Messer gehoben und in
gekithlten Petrischalen bis zur weiteren Verarbeitung bewahrt. Den Pinsel benetzt man
zweckmiBig vor Beginn der Arbeit erst mit einer 2%igen Losung von Zelloidin in Ather-
Alkohol, zieht ihn durch zwei Fingerspitzen hindurch und gibt ihm damit die Form eines
Loffels. Die losen Pinselhaare wiirden namlich die zarten Schnitte durchbohren (Abb. 4).

3. Das Montieren der Schnitte

Trotz des hoheren Schmelzpunktes des EinschluBmittels und der niedrigen Temperatur
wihrend des Schneidens schieben sich die Schnitte wie bei anderen histologischen Schneide-
techniken stark zusammen. Man behebt dies wieder, indem man die Schnitte in einem
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Wasserbad bei 45—50° C
streckt. Die gestreckten
Schnitte werden dann auf
cinem geeigneten Objekt-
trager aufgefangen. Fir die
elektronenmikroskopische
FForschung gebraucht man
gegenwartig runde vergol-
dete Kupfernetze, welche
cinen Durchmesser von 3mm
besitzen und durch die Fir-
ma Kodak in Rochester her-
gestellt werden (Abb. 3).
Uber dieses Netz wird vor-
crst ein duBerst dinner Film
von Kollodion gezogen, in-
dem man eine 2%ige LoO-
sung von Parlodion in Amyl-
azetat — und zwar einen
Tropfen — auf die Ober-
fliche von destilliertem Was-
ser fallen 1aBt. Nach Ver-
dunsten des Amylazetates
ist dieser Ifilm gentigend
hart. Man legt dic Kupfer-
netze auf den Film, fischt
sie mit dem auf Abb.4 A
dargestellten Ring aus dem
Wasser und stiilpt sie um-
gekehrt iber den in der glei-
chen Abb. dargestellten Am-
Lofi B. Nach flichtigem An-
trocknen klebt der diinne
Film gut auf dem Kupfer-
netz und kann dieses unun
unter dem gestreckten
Schnitt gebracht und der
Schnitt auf ihm aufgefan-
gen werden. \Wird nach dem
Trocknen bei etwa 50° C das
Wachs-Paraffin mit Xylen
gelost, dann ist der Schnitt
zur Untersuchung bereit.

4. Der Einfluf}
der Schnittdicke auf
das elektronenmikro-

skopische Bild

Wie bereits frither er-
wihnt wurde (L. H. BRET
SCHNEIDER 1948), sum-
miert sich die an sich schwi-
chere Elektronenzerstreuung
biologischer Objekte — weil
diese aus ,leichteren” Ato-
men zusammengesetzt sind
— mit zunehmender Dicke
doch wieder so weit, dal
von einer bestimmten
Dicke an, nur ,Schatten-

Mikroskopie Bretschneider

Abb. 2. Schawukelmikrotom auf der Kithlinstallation.

Abb. 3. Mikrophotographie des Kodaknetses. 50 1.

Abb. 4. Pinsel, Auffangring und Ambof sur Montage
des Kodaknetzes.
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bilder” entstehen. In der Abb. 5 wurden drei verschieden dicke Schnitte von 1,2, 0,9 und
0,6 # des glatten Muskels einer Muschel (Mytilus edulis) elektronenmikroskopisch auf-
genommen. In der Figur a des 1,2 © dicken Schnittes sieht man die 2 bis 3 # dicken Mus-
kelfasern als kompakte Strange, welche den sog. ,,Fibrillen” entsprechen, die man im
gefirbten Priparat mit dem Lichtmikroskop sieht. An dem 0,9 ¢ diinnen Schnitt der
Fig. b zeigt sich schon eine Unterteilung jeder dieser Fasern in noch diinnere Elemente
von 200 my, wahrend sich in dem 0,6 » dicken Schnitt der Fig.c jede dieser Primir-
fasern schliefilich zusammengesetzt erweist aus 60 mg messenden Elementarfibrillen,
den eigentlichen Mpyofibrillen. Die Primirfasern liegen in einem zarten fibrilliren
Bindegewebe eingebettet und anastomisieren innerhalb einer Sekundarfaser, wodurch
deren festes Gefiige zustande kommt. Noch diinnere Schnitte haben wir bisher an
demselben Objekt noch nicht untersucht, wohl aber an einem Ziliaten (Isotricha).
Man kann namlich bei unserem Mikrotom die Fortbewegung des Zahnrades so ein-
stellen, daBl die aufeinanderfolgenden Schnitte ungleich dick werden, und zwar o, u
mit 1%/, Zihnen und 0,3 # mit */, Zahn. Wahrend die Zilienwurzeln im Ektoplasma
des Ziliaten der Abb.6 in einem 0,6 ¢ dicken Schnitt (a) in mehreren Lagen {iber-
einander liegen, imponieren diese in dem 0,3 # dicken Schnitt (b) als eine einzige
Schichte diinner Fibrillen. Auch die Koagulationsstruktur des Ektoplasmas als 50 bis
70 mpt messende Globuli erscheinen in diesem Schnitt deutlicher. Obwohl man bisher
im allgemeinen mit einer Schnittdicke von 0,6 # in der Elektronenmikroskopie aus-
kommt, beweist der vorliegende Schnitt, daB man mit dieser einfachen Technik doch
auch diinnere Schnitte anfertigen kann.

Abb. 5. Dreiverschieden dicke Schnitte durch den glatten Muskel der Muschel Mytilus edulis.
a 1,2 p dick, b 0,9 w dick, ¢ 0,6 ¢¢ dick. BOUIN. 10000:1. 110 kV.
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Abb. 6. Zwei wverschieden dicke Schnitte durch das Ektoplasma des Ziliaten
Isotricha ruminantia.
a 0,6, b0,3u dick. Sublimat-Alkohol. 25600:1. 110 kV".

5. Der EinfluB der Emissionsspannung auf das
elektronenmikroskopische Bild

Es besteht eine gewisse Beziehung zwischen der Schnellheit der Elektronen-
strahlen, welche ihnen durch die angewandte Emissionsspannung erteilt wird, und ihres
Durchdringungsvermégens innerhalb des zu untersuchenden Objektes. Da viele Elek-
tronenmikroskope mit geringeren Spannungen arbeiten als unsere hollandischen Instru-
mente, haben wir Versuche mit verschiedenen Spannungen angestellt.

Bei der Aufnahme der gleichen Praparatstelle mit Spannungen von 50 kV, 8o kV
und 110kV zeigten sich wesentliche Unterschiede in der Durchstrahlbarkeit und der
Auflosung der Details. Je hoher — bis zu einer bestimmten Grenze — die Spannung
steigt, desto besser wird das Bild aufgeldst. Vergleicht man die Abb.7 a und b mit-
einander — sie stammen von karzinomatdsem Gewebe — dann sehen wir, daB} bei
50 kV die meisten Strukturen nur silhouettartig abgebildet werden, wihrend bei den
hoheren Spannungen von 80 und 110 kV je hoher desto mehr Einzelheiten zum Vor-
schein kommen. So werden z. B. die Mitochondrien in der Abb. 7 a bei 50kV blo als
dunkle Flecken dargestellt, wihrend bei 110 kV 1n ihnen Granula und Vakuolen auftreten
(Abb. 7 b). Auch die Plasmastrukturen, Zellgrenzen, Bindegewebsfibrillen usw. werden
bei den hdheren Spannungen besser durchstrahlt und aufgeldst. Dahingegen wirken sich
Spannungsunterschiede zwischen 110 kV und 240 kV auf 0,6 # dicke Schnitte nicht
wesentlich aus. Scheinbar liegt fiir diese Dicke bei 110 kV bereits das Optimum. Wie
wir also sehen, fithrt vor allem am Beginne der Spannungserhohung (zwischen 50 kV
und 100 kV) diese zu besseren und wesentlicheren Resultaten. Aus all dem kann man
den allgemeinen Schluf} ziehen, dall man Schnitte von 0,6 # mit Spannungen um 110kV
untersuchen mufl, umgekehrt bei Elektronenmikroskopen, welche nur mit niedrigeren
Spannungen (um 50 kV) arbeiten, eben diinnerer (als 0,6 #) Schnitte bedarf,

Bretschneider 19



Abb. 7. Aufnahme der gleichen Priparatstclle mit wverschiedenen Emissionsspannungen.
Karzinom der Maus.
Beide 0,6 u dick. CHAMPY. 6000 :1. 50 kV und 110 kV.
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6. Der Einflufl der Fixation auf das elektronenmikroskopische Bild

Macht sich schon in der Lichtmikroskopie eine unzureichende Fixation oft sehr
storend geltend, fiir die Elektronenmikroskopie mit ihren starken VergréBerungen gilt
dies noch um so mehr. Obwohl jede Fixation biologischer Objekte zu Artefaktbildungen
fiihrt, gibt es doch eine gewisse Gradation zwischen ,,schecht” und ,,besser. Je feiner
die Plasmakoagulation ausfallt und je weniger sich der Entzug des hohen Wassergehal-
tes durch groBe Liicken bemerkbar macht, desto ,,besser nennen wir den Fixationsgrad.
Obwohl unsere diesbeziiglichen Kenntnisse auf elektronenmikroskopischem Gebiete im
Vergleich zur lichtmikroskopischen Technik noch sehr spirlich sind, ergab sich doch
schon, daB die Tonen gewisser Schwermetalle am besten fixieren. Obenan steht vor-
laufig das Osmiumtetraoxyd und seine Gemenge, wie die Champysche oder Flemming-
sche Fliissigkeit. In diesen OsOhiltigen Gemischen féllt nicht nur das Kern- und
Zytoplasma sehr fein aus, sondern es erhalten sich auch viele Zellstrukturen, wie Mito-
chondrien, Golgiapparat, Granula, Fibrillen usw., vorziiglich. Wir sehen dies gut an
dem Schnitt durch die in dem Champyschen Gemisch fixierte Darmzelle von Ascaris
(Abb. ), in welcher die IFaden des Biirstensaumes als distinkte 80 mu dicke Drihte bis
hinab in das Ektoplasma zu verfolgen sind, das als eine dichte granulire Zone auftritt,
wihrend im darunterliegenden wasserreicheren Entoplasma die zahlreichen faden-
formigen Mitochondrien gut erhalten sind. Auch Chromsalze, wie das Kaliumbichromat,
bewirken zusammen mit dem Formalin — bekannt als Regaudsche Fixierungsfliissig-
keit — ebenfalls eine sehr feine Plasmaausfillung und erhalten die Mitochondrien. In
Schnitten durch die Wurzelspitzen der Zwiebel (Allium cepa) sehen wir in den jungen
Zellen die relativ groflen Ruhekerne liegen (Abb. 9). Wir sehen das Ruhechromatin als
dunklere Binder in einer dichten und feinen Ausfillung der Karyolymphe eingebettet.
Der Plasmaniederschlag besteht hier aus bloB 10 bis 15 mp dicken Fiden, in welchen
10 bis 20 mg messende Mikrosomen eingestreut liegen. Die Mitochondrien er-
scheinen als breite dichte Strukturen im Plasma, die jungen Zellwinde als homogene
Membranen.

Auch die Sublimatgemische erhalten die feineren Strukturen wegen ihrer starken
EiweiBfallung gut, obwohl die Plasmakoagulation bereits grofler ist als bei den beiden
oben genannten Fixationsgemischen. Man beachte die grobe Entoplasmafillung in den
Schnitten durch Isotricha, welches mit Sublimat-Alkohol-Eisessig fixiert wurde (Abb.6).

Von den organischen Fixationsstoffen haben wir die Pikrinsidure (Oxybenzol-
verbindung) auf ihre fillende Wirkung hin probiert, und zwar in der Zusammenstellung
als Bouinsches Gemisch. Dort, wo es die Zellen rasch umspiilen und fixieren kann,
erweist es sich als sehr brauchbar. Wie die Abb. 11 von einer jungen Eizelle einer
Qualle (Cyanea viridis) zeigt, fallt es sowohl das Zytoplasma als auch die Kern-
substanzen in feiner Form aus, ohne grobe Schrumpfungen oder Verlagerungen inner-
halb der Zelle. Nicht so giinstig war das Ergebnis bei groBeren Gewebsstiicken, wie
z. B. der Schilddriise eines Hahnes, welche ebenfalls mit dem Bouinschen Gemisch
fixiert war. In diesen Zellen erschien das Plasma erheblich geschrumpft und zu dich-
teren Stringen zusammengeballt, wahrend gleichzeitig groBe Liicken im Plasma
auftraten,

Noch gréber aber fillt die Koagulation aus nach der Fixierung mit dem aus
Alkohol-Chloroform-Eisessig bestehenden Gemenge von CARNOY, Es wurde von uns
beim befruchteten Ei von Ascaris wegen der schwer permeablen Eischale gebraucht
(Abb. 10). Die fillende Wirkung beruht hier zum Teil auf einem zu raschen Wasser-
entzug und bewirkt eine erhebliche Schrumpfung der gesamten Eizelle sowie eine recht
grobe Ausfillung des Plasmas. Es verklumpt zu breiten Balken, welche die feine
Struktur der mit Osmium- oder Chromgemischen fixierten Zellen vermissen lassen.

Schon aus diesen vorliufigen Ergebnissen {iber die Darstellung der Plasma-
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Abb. 8. Biirstensaum und Apex der Darmzelle von Ascaris megalocephala.

0,6un. CHAMPY. 8000 :1. 110 kV.

Bretschneider
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Abb. 9. Zelle mit Rulekern aus der Wurzelspitze von Allium cepa.
0,6 . Kaltumbichromat-Formol. 15000 :1. 240 V.

Bretschneider
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Abb. 10. Eizelle von Ascaris megalocephala.
0,6 u. CARNOY. 6000 :1. 110 kV

strukturen nach dem EinfluB verschiedener eiweiBfillender Stoffe erhellt, wie sehr das
elektronenmikroskopische Bild von der Wirkung dieser Stoffe abhingig ist. Eine syste-
matische Versuchsreihe mit verschiedenen Fixationsgemischen, auf ein und dasselbe
Objekt angewandt, wird von uns derzeit elektronenmikroskopisch ausgefiihrt. Was
sich aber bisher auch aus den Untersuchungen anderer Forscher ergibt, zeigt uns, daf
wir noch weit davon entfernt sind, mit dem Elektronenmikroskop eine ,,fundamentale
Plasmastruktur” darzustellen. Befriedigender ist der Erhaltungszustand priformierter
Zellstrukturen, wie Fibrillen, Membranen und richtigen Zellorganellen. Diesen liegt
schon zweifelsohne vor der Fixation ein ganz bestimmter planmiBiger Aufbau aus
fundamentalen Teilchen zugrunde, die in vielen Fillen schon in das makromolekulare
Gebiet hineinreichen.
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Abb. 11. Zentraler Teil einer jungen Eizelle von der Qualle Cyanea capillata.
Kern mit Nukleolus, Perinukleares Plasma mit Dolterkérnern. 0,6 p. BOUIN. 6000 :1. 110 kI

7. Ursachen des elektronenmikroskopischen Bildkontrastes

Bekanntlich ist der ungefiarbte Schnitt bei der lichtmikroskopischen Beobachtung
sehr kontrastarm und mufl daher gefirbt werden, wobei durch Absorption bestimmter
Lichtstrahlen der Bildkontrast zustande kommt. Das elektronenmikroskopische Bild
entsteht aber durch Zerstreuung der Elektronenstrahlen in den Kraftfeldern der Atome
(siehe Mikroskopie 3 [1948]). Auf zweierlei Weise kommt elektronenmikroskopisch
der Bildkontrast zustande: durch den Massenunterschied zwischen leichteren und
schwereren Atomen, welche das Objekt zusammensetzen, oder durch den Unterschied
der ortlichen Dichte der untersuchten Strukturen. Bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung von Schnitten erhdlt man auch schon ohne irgend welcher ,,Firbung®

Bretschneider 25



kentrastreiche Bilder. Sie beruhen hauptsichlich-auf Massenunterschieden in der Dichte
der Strukturen, da in biologischen Objekten die Massenunterschiede der Atome kaum
in Frage kommen. Die Atomgewichte liegen fast ausschlieBlich unter 55 (Fe).

Betrachten wir die Schnitte (Abb. 11) durch Oozyten von Cyanea, welche mit dem
Gemisch von BOUIN fixiert wurden, dann erscheint der Kern lichter als das peri-
nukleale Plasma, wahrend die Dotterkorner und der Nukleolus am dunkelsten sind.
Wir kénnen in diesem Falle ,lichter mit strukturell weniger dicht, ,dunkler” mit
strukturell dichter iibersetzen. Wenn wir dieses elektronenmikroskopische Bild eines
ungefarbten Schnittes vergleichen mit dem gefarbten lichtmikroskopischen desselben
Objektes, dann stimmen beide in groBen Ziigen véllig iiberein. Auch im gefarbten
lichtmikroskopischen Schnitt bestimmt anscheinend die Dichte die Nuance der Far-
bung, wihrend die Farbwahl auf anderen, vielleicht Ladungserscheinungen, chemischer
Affinitit usw., beruht.

Trotz der an sich schon vorhandenen Bildkontraste im ungefirbten elektronen-
mikroskopischen Schnitt strebt die Elektronenmikroskopie nach geeigneten Differential-
farbungen. In Frage kommen hierfiir wegen ihrer héheren Atomgewichte vor allem
Metallsalze. In vielen Fallen wirkt ein solches schon als Bestandteil des Fixations-
gemisches wie eine ,Farbung®, indem sich bestimmte Strukturen mit ihm mehr beladen
als benachbarte und durch ihre stirkere Zerstreuung kontrastieren. So heben sich
beispielsweise die Fettvakuolen in dem nach CHAMPY fixierten Ascarisdarm (Abb. 8)
als dunkle Partien hervor, da in ihnen mehr metallisches Osmium (190) durch die
reduzierende Wirkung der vorhandenen Fettsiuren niedergeschlagen wurde als im
iibrigen Plasma.

8. Einige Ziele und Ergebnisse der elektronenmikroskopischen
Schnittuntersuchung

Die elektronenmikroskopische Strukturanalyse hat zwei Ziele zu verfolgen: erstens
muf} sie mit der Untersuchung dort beginnen, wo uns das Lichtmikroskop an der Grenze
seines Auflosungsvermogens im Stiche 1aB8t, und wird trachten, unsere Kenntnisse
iiber diese Grenze hinaus zu vervollstindigen; zweitens sucht sie bewuBt nach bisher
vollig unbekannten — rein elektronenmikroskopischen — Strukturen, um mehr Ein-
sicht zu bekommen in fundamentale GesetzmiBigkeiten und Zusammenhange im Auf-
bau der organischen Strukturen iiberhaupt.

Die erstgenannte Richtung beginnt mit ihrer Analyse und ihrem VergroBerungsbe-
reich bei Strukturen, die wir aus unseren lichtoptischen Untersuchungen her bereits teil-
weise kennen. An der lichtoptischen Grenze gibt es bekanntlich viele Details, die wegen
ihrer Kleinheit dem Forscher schon mehr zum Erraten als Erkennen zwingen und durch
die verschiedenartigen Interpretationen zu Unstimmigkeiten fithren. Die Elektronen-
mikroskopie wird gerade hier in vieler Hinsicht zu einem besseren Urteil gelangen.

Die zweite Richtung untersucht schon direkt in einem stirkeren VergréBerungs-
bereich, weil ihre Objekte nicht an der lichtoptischen Grenze liegen, sondern oft weit
darunter, und fithrt bereits hiniiber in das physiko-chemische Bereich, wo die Prin-
zipien des Strukturaufbaues groBere Gruppen biologischer Objekte umfassen und zu-
sehends allgemeiner werden. Obwohl sich die zweitgenannte Richtung bereits zu einem
selbstindigen Zweig der Elektronenmikroskopie zu entwickeln beginnt, gehen doch in
vielen Untersuchungen beide Richtungen nebeneinander her. An einem selbstunter-
suchten Beispiel wollen wir dies niher illustrieren.

Die Nesselkapsel von Corynactis viridis

Bei lichtoptischen Immersionsvergroferungen sehen wir in Durchschnitten durch
die Tentakel dieses Polypen zahlreiche Nesselzellen von verschiedener GroBe und wahr-
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Abb. 13. Schema des ein- und ausgestiilpten
Nesselfadens von Corynactis. Schraubenbau
und Spiralfibrillen.

Abb. 12. Kleine Nesselzelle des Polypen
Corynactis viridis. Lateraler Schnitt.
0,6 u. BOUIN. 15000:1. 110 kV.

scheinlich verschiedener Funktion (Cnidozysten, Glutinanten, Volvanten). Die lang-
gestreckten Nesselkapseln zeichnen sich durch ihre regelmiaBigen Windungen des ein-
gestiilpten Nesselkanals aus. Wir haben elektronenoptisch die kleinsten Formen unter-
sucht, welche einen Kapseldurchmesser von 2 bis 3 # und einen Kanaldurchmesser von
0,3 bis 0,5 # besitzen. Lichtoptisch sehen wir an dem Kanal nur eine undeutliche Spirale,
ohne weitere Einzelheiten. Hingegen zeigte die elektronenmikroskopische Untersuchung
viel mehr Einzelheiten. Wir wihlten zu diesem Zwecke die lateralen Anschnitte der
Kapseln. Es stellte sich heraus, da} der Kanal einen schraubigen Bau zeigt, der durch
eine tiefe spiralig verlaufende Rinne zustande kommt und ihm das Aussehen einer
,»,Schraube ohne Ende” gibt (Abb. 12). Der tiefe Einschnitt in der Kanalwand kenn-
zeichnet sich durch einen spiralig verlaufenden Kamm, wie ihn die Zeichnung Abb. 13
zeigt. In der Wand dieses Nesselkanals finden wir zwei Spiralbiander verlaufen, deren
Dicke = 100 mge entspricht. Sie stellen sich — da sie auf einem bestimmten Abstand
voneinander parallel verlaufen — in der photographischen Projektion als zwei sich
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iiberschneidende dunkle Binder ‘dar. Entladet sich die Nesselkapsel, dann wird beim
Ausschleudern des Nesselkanals die AuBenseite in der ehemaligen Ruhekapsel zur Innen-
seite des ausgestiilpten Kanals, das heiBt, der hervorspringende Schraubenkamm bildet
dann die Begrenzung des eigentlichen Kanallumens. Durch diese Umstiilpung legen sich
die Kammwindungen iibereinander und geben zusammen mit den zwei Spiralbindern
der Wand eine besondere Festigkeit und Spannung (Abb. 13). Sowohl seiner Anlage
als auch seiner Funktion gemi8, ist der Kanal als der eingestiilpte Teil der eigentlichen
Kapselwand aufzufassen. Der Entladungsmechanismus einer Nesselzelle beruht auf der
Wirkung eines zeitweise hoheren Innendruckes in der Kapsel, wodurch der Nessel-
kanal ausgestiilpt wird. Die Kapselwand miBt in unserem Falle nur 30 bis 40 mg. Sie
muf} dem hoheren Innendruck standhalten und muB nicht allein darum relativ stark sein,
sondern auch eine gewisse Elastizitit besitzen. Bei stirkeren elektronenmikroskopi-
schen VergroBerungen sieht man, daB sich diese diilnne Membrane aus lauter parallel-
gestellten Fibrillen zusammensetzt, welche in der Lingsrichtung der Kapsel verlaufen.
Jede dieser Fibrillen mifit etwa 9o A im Durchmesser und zeigt in der Richtung ihrer
Lingsachse abwechselnd dunklere und lichtere Binder, die in ihrer Gesamtheit der
Membrane eine regelméiflige Querstreifung erteilen (Abb. 15). Aller Wahrscheinlichkeit
nach ist anzunehmen, daB diese Kapselmembrane — als ein Produkt des Zytoplasmas —
aus Eiweill besteht und die sie zusammensetzenden Fibrillen demnach Proteinfibrillen
sind. An ihnen zeigt sich also durch diese Querstreifung ein periodischer Aufbau, der
bereits auf makromolekulirer Basis beruht. Man pflegt die dunkleren Binder mit A,
die lichteren mit B zu bezeichnen und miBt die Periode vom Zentrum des einen A-Bandes
zu dem des folgenden (Abb. 14 2). Wir haben nun von 9 Kapselmembranen ungefihr
140 Perioden gemessen und dabei die folgenden Periodenlingen in A-Einheiten ge-
funden: 260, 260, 275, 284, 285, 289, 296, 296, 304. Es ergibt sich daher ein mittlerer
Wert von 283 A. Hiervon fallen ungefihr 170 A auf das A-Band und 113 A auf das
B-Band. Wie schon verschiedene Untersucher, wie SCHMITT 1942, HALL 1945,
siehe L. H. BRETSCHNEIDER, Mikroskopie 3 (1948), Abb. 10, und JAKUS 1942,
1943, 1945, WOLPERS 1944 u. a., festgestellt haben, ist vielen EiweiBstrukturen eine
solche Querstreifung eigen. Man fand sie urspriinglich an den kollagenen Fibrillen
(F. 0. SCHMITT 1942) und stellte ihre Periodenlinge mit 640 A fest, an den Tricho-
zysten von Paramaecium (M. A. JAKUS 1945) mit einer Periodenlinge von 554 A,
an glatten Muskelfibrillen (C. E. HALL 1945) mit einer Periodenlidnge von bloB 145 A,
und mehreren anderen Eiweilistrukturen. Oft findet sich eine konstante Anzahl von
diesen Perioden zu einer hheren Periode zusammengefafit, wie beispielsweise bei den
Trichozysten (JAKUS 1945) oder den glatten Muskelfibrillen (HALL 1945), der
Nervenscheide (ROBERTIS 1948) usw. Man wird zukiinftig aus der Periodenlinge
auch auf die Art des Eiweifles schlieBen kénnen und Periodenlinge und Funktion mit-
einander in Beziehung bringen. Uber das Wesen dieser alternierenden dunkleren und
lichteren Segmente in der Richtung der Lingsachse einer Proteinfibrille gibt es ver-
schiedene Ansichten. Diese periodische Querbidnderung kénnte zustande kommen durch
Alternation strukturell dichterer und weniger dichter Abschnitte, wobei die EiweiB-
ketten in den dichteren Abschnitten in einem gefalteten, sogenannten Alpha-Zustande,
in den weniger dichten in einem gestreckten, sogenannten Beta-Zustand vorkommen
(Abb. 14 b). ASTBURY (1933) hat seinerzeit die gefaltete a-Form und die gestreckte
B-Form auf dem Wege der Réntgenanalyse (Diffraktion) fiir das Keratin nachgewiesen
und gezeigt, dafl die eine in die andere Form iibergehen kann. Man fand seither aber,
dafl diese Faltung auch fiir andere EiweiBe zutrifft und von einer allgemeinen Art zu
sein scheint. Man spricht jetzt schon von der ,Keratin-Myosin-Epidermis-Fibrinogen-
Gruppe®, da ihnen allen das gleiche Bauprinzip zugrunde liegt. Nur die Periodenlingen
wechseln, E. J. AMBROSE c.s. (1949) geben, auf der Idee C. ROBINSONSs fuflend,
die in Figur 14b abgebildete Art und intramolekulire Bindung dieser Faltung langer
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Eiweillketten wieder. Da bei der elektronenmikroskopischen Beobachtung durch die
Faltung im A-Bande jede einzelne Molekiilkette eines B-Bandes dreifach iibereinander
liegt, die strukturelle Dichtheit an dieser Stele also grofler ist, nimmt damit auch die
Zerstreuung der Elekronen zu und erhalten wir auf unseren Aufnahmen ein dunk-
leres Band.

Nachdem man elektronenmikroskopisch o&fters diese Querstreifung erst nach
Fixierung mit Phosphor-Wolframsaure oder Osmiumsdure dargestellt bekam, neigen
andere Forscher zur Ansicht, daBl die dunkleren Querbinder zustande kiamen durch
eine Anhdufung — Adsorption — von Atomen mit einem hoheren Atomgewicht als
dem des Kohlenstoffes, beispielsweise Phosphor, Wolfram, Osmium usw., so dal} also
die Querstreifung der Ausdruck eines Massenunterschiedes der adsorbierten Atome wire.

Die Hypothese der gestreckt-gefalteten Molekiilketten hat aber den groflen Vor-
teil, daBB man mit ihr die Elastizitit, Spannungserhaltung oder Kontraktilitit, kurzweg
die Verliangerung — Verkiirzung, solcher Strukturen erkliren kann, weil die «-Form in
die f-Form — vice versa — iibergehen kann. Bei der zweiten Hypothese mul man
hingegen einen periodischen Bauunterschied annehmen, will man die verschiedene
Adsorption erkliren. Um eine reine Adsorption schwererer Atome kann es sich im
Falle der hier beschriebenen Kapselmembrane gewifl nicht handeln, da dieses Objekt
nur mit Pikrinsiure, also einem organischen Stoff (Bouinsches Gemisch), fixiert wurde.
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Abb. 15. Querstreifung der
Kapselmembrane von Cory-
nactis.

0,6 u. BOUIN. 1:30000 wund
30000:1. 110 kV.

Die hier erorterte Querstreifung der Kapselmembrane ist, wie wir sehen, eine rein
elektronenmikroskopische Angelegenheit, die sich mit der Erschliefung der Grund-
prinzipien organischer Gebilde bemiiht, und kam zum Vorschein im Laufe der Unter-
suchung tiber den feineren Bau dieser Nesselzelle.

Ein folgender Artikel wird sich mit der Elektronenmikroskopie von Schnitten
anderer biologischer Objekte befassen.

9. Summary

1. A description is given of a simple microtome (old model “Rocking Microtome,
Cambridge”), and a fairly simple histological technique by which sections of 0.6 and
0.3 # can be made through protozoa, animal and vegetable tissues. An ice-cooled instal-
lation is described, by means of which sectioning is possible also at room temperature.

2. Electron-microscopic photographs are described, of sections of 1.2, 1.0, 0.6
and 0.3 # from which it appears that sections of 0.6 # are already thin enough for
examination with the Delft electromagnetic electron microscope at an emission voltage
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of 110 KV and with the electron'microscope with high accelleration voltage for 400 KV
at emission voltages of 240 KV,

3. We investigated the influence on the cell of different fixation fluids—Champy’s,
Regaud’s, Schaudinn’s, Bouin’s and Garnoy’s. We found that the coagulation of the
plasm is very fine after fixation with Champy’s (osmic acid) and Regaud’s (potash
bichromate-formal) fluids.

The clearness with which the crosstriation of the capsule membrane of the
nematocysts is shown up by picric acid, is striking. The recurrence of this striation
is & 280 A units, and very probably represents the macromolecular arrangement of
the protein chains forming the structure of this membrane.

4. Some results, elucidated by photographs, obtained with the following objects,
are discussed to illustrate the technique described:

(a) root top cell in Alltum,

(b) ciliary implantation in Isotricha,

(c) nematocysts in Corynactis,

(d) oocyte in Ascaris and Cyanea,

(e) muscle in Mytilus,

(f) striated border in the intestinal cell of 4scaris,

(g) thyroid glandcell in the Cock,

(h) carcinoma cells in the Mouse.
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MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN AN
ALUMINIUMFOLIEN

Von HANS NOWOTNY und LUDMILLA HOLIK
Mit 6 Abbildungen

Zur Herstellung von Elektrolytkondensatoren werden Aluminiumfolien ver-
wendet, die besonderen Anforderungen entsprechen miissen. Eine wesentliche Be-
dingung fiir die Eignung derartiger Kondensatorfolien besteht darin, daf die Folie
in einer begrenzten Zeitspanne so stark angeitzt werden kann, daf eine geniigende
Oberflachenvergroferung und damit die notwendige Kapazitatserhohung erreicht wird.
Bei der iiblichen Atzung in Salzsdure strebt man eine Kapazitatserhdhung um den
drei- bis sechsfachen Wert gegeniiber der sogenannten blanken Folie an. Da nun der
Saureangriff in auBergewohnlich starkem MafBe vom Reinheitsgrad des verwendeten
Aluminiums abhangt (1), ist der Auswahl der zu verwendenden Folien besondere Be-
achtung zu schenken. Der hier eingefithrte Atzfaktor kann z. B. mit dem Korrosions-
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