
5- Fluorescence microscopy shows the histological details of the epidermis very 
clearly by w ay of the various tones of colour.

6. In addition, fluorescence microscop)' sometimes permits conclusions to be drawn on 
the chemical character of substances. This result cannot be obtained by other histological 
methods.
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B E IT R A G  Z U M  S T U D IU M  D E R  TU M O R ZELLEN  
IM  E L E K T R O N E N M IK R O SK O P

Von LU IG I PIA C EN TIN I
Vortrag, gehalten bei der Zweiten Österreichischen Krebstagung in Graz 

am 25. und 26. M ai 1950
M it 5 Abbildungen

D as E lektronenm ikroskop (E .-M .)  gestattet m it seinen w eit über denen der 
optischen M ikroskope liegenden V ergrö ßeru n gsm ö glich keiten  und seiner hundertm al 
höheren A u flö su n g sfä h ig k eit die D u rch fü h ru n g  genauer U ntersuchungen bio lo gi
scher A rt  und die E rreich u n g  w ah rh a ft w ertvo ller E rgebn isse. D ie  Forschungen 
dieser A r t  w erden immer intensiver, und die betreffenden V eröffen tlich un gen  nehmen 
an Zahl dauernd zu, wenn sie auch bei dem augenblicklichen Stand der M ethode 
noch nicht in jedem  F a ll endgültige D eutungen und Schlüsse zulassen.

D a s E .-M ., das sich auf von den gew öhnlichen optischen V ergrö ßeru n gsgeräten  
gan z verschiedene p hysikalisch e P rin zip ien  stützt, setzt auch in der V o rbereitu n g 
des zu prüfenden M aterials eine vollkom m en andere T ech n ik  voraus. E s  setzt den 
F orschu n gsm öglichkeiten  gew isse  G renzen, vor allem  im H in b lick  auf die N o t
w en digkeit, das für den D u rch gan g  der E lektronen  unerläßliche hohe V aku u m  zu 
schaffen, die gebräuchlichen O b je k tträ g e r auszuschließen und sich nicht der gew öh n 
lichen h istologischen Sch nitte  zu bedienen, da nur Schnitte m it einer S tärke  von 
B ruchteilen  eines M ikrons, die nur m it H ilfe  eines U ltram ikrotom s erhalten w erden 
können, elektronendurchlässig sind. W en n  man die neueren A rbeiten  vor allem  auf 
dem G ebiet der M ikrobiologie und der norm alen und pathologischen Z yto log ie  prüft, 
so kann man gerade das Bestreben der F o rsch er feststellen , eine bessere V o rb e re i
tun gstech nik zu finden, durch die man verm eiden w ill, daß die F ix ie ru n g s- und 
M ontagem ethode des zu prüfenden M ateria ls  in irgendeiner W e ise  verändert w ird.
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S eit B egin n  der F orschungen durch J A K O B  (1942) haben sich bis zu den 
neuesten A rbeiten  von C L A U D E , P O R T E R , F U L L A M , B E S S I S , B E R N H A R D  
und anderen die A rbeitsm ethoden so verbessert, daß die Zellb ilder im m er klarer 
wurden und daß das im G egen satz zum Z ellkern  durchlässige P rotoplasm a in E in ze l
heiten seiner innersten Struktur, die frü her unbekannt w aren, bekanntgew orden ist.

So erscheint die schon von J A K O B  behauptete W aben struktur des P ro to 
plasm as von dem F ix ieru n g sm itte l (F orm ol) abhängig, und zytoplasm atische B ilder, 
die frü h er fü r die lebende Z elle  konstant gehalten  wurden, w erden heute ein fach  als 
E rgebnis der F ix ie ru n g  und der M ethode angesehen. C L A U D E  hat als erster m it 
dem aufm erksam en Studium  der T um orzellen  (H ü hn ergesch w ü lste  1 und 10, 
L ym phosarkom  der R atten) und ihrer H auptbestandteile im E .-M . begonnen und 
bedeutungsvolle E rgebn isse erzielt, die zum großen T eil durch g le ich zeitige  zyto- 
chem ische U ntersuchungen b estätig t wurden. Ph otograph ien  von Zellen , die m it 
O sm ium säuredäm pfen oder einer 2% igen  L ösu n g dieser Säure fix iert w urden, haben 
geze igt, daß außer den bekannten B estandteilen  der Z elle (K e rn , Chondrosom e, F e tt
tröpfchen usw .) noch m ikroskopisch unsichtbare K ü gelch en  im P rotoplasm a konstant 
vorhanden sind, die der genannte F orsch er als M ikrosom e bezeichnete. Bei einem 
D u rchm esser von etw a 100 bis 200 m ^ sollen sie 15 bis 20% der Zellm asse aus
m achen und zum größten T e il aus Phosphorlipoiden und K ern protein en  des Ribose- 
T y p s zusam m engesetzt sein. B ei diesen T um orzellen  hat C L A U D E  kleine B estand
teile von einheitlichen A usm aßen m it einem D u rch m esser von 60 bis 80 mju v o r
gefunden und beschrieben, die, den K olon ien  der Staphylokokken ähnlich, 
A n h äufun gen , isoliert oder gepaart erscheinen und als T um orviru s angesehen 
w erden, jed en fa lls  aber als norm ale B estandteile  dieser A r t  T um orzellen  zu be
trachten sind.

B eobachtungen über von m enschlichen T um oren  stam m endes M ateria l im E .-M . 
sind nur von G E S S L E R  und seinen M itarbeitern  (1947/48) sow ie von F E R - 
N Ä N D E Z -M O R Ä N  (1948) gem acht worden, jedoch  m it w en iger stichhaltigen  E r 
gebnissen, als C L A U D E  erzielte.

D as F ehlen  von U ntersuchungen über isolierte m enschliche T um orzellen  in der 
noch zu jun gen  ein schlägigen  L iteratu r, abgesehen von der A rb e it von F E R N Ä N D E Z -  
M O R Ä N  über G ehirn geschw ülste, hat m ich veranlaßt, m ich m it dieser F ra g e  zu 
besch äftigen, um bei solchen Zellen das V orh an den sein  besonderer, m it den gew öhn
lichen H ilfsm itte ln  der O ptik  nicht feststellbarer Strukturen  nachzuprüfen. D iese 
F o rsch u n g hat vor allem im H in blick  auf die Iso lieru n g der T um orzellen , auf die 
A u sw ah l des geeignetsten  F ix ieru n g sm itte ls  und auf das A u fb rin gen  der zu unter
suchenden T eilch en , die eine für den D u rch gan g  der E lektronen geeignete D ick e  
haben müssen, au f das O bjektträgern etz  S ch w ierigk eiten  bereitet.

In  einer früheren A rb eit (1949) haben w ir die angew endete T ech n ik  und die 
nach F ix ie ru n g  m it Form ol erzielten  E rgebn isse dargestellt. O bgleich  die B ilder die 
bei diesem F ix ieru n g sm itte l typischen M erkm ale zeigten  (V akuolen , w aben artiger 
A u fb a u ), so haben sie doch auch ein ige den bösartigen  T um orzellen  eigene M erkm ale 
k la rg elegt: ungeordnete T rabeku latu r des Protoplasm as, Randhöhlungen verschiedener 
Form  und Größe, Zytoplasm aschollen  von veränderlicher D ich te und un regelm äßiger 
O berfläche, R eich h altigkeit an undurchlässigen, m eist rundlichen K örpern, w ah r
scheinlich M itochondrien (A bb. 1). D iese K ö rp er zeigen  eine einheitliche G röße und 
erscheinen iso liert oder in mehr oder w en iger zahlreichen A nh äufun gen  ver
schiedener G röße und m it w echselnder D ich te. E in ige  A nh äufun gen  sind in ihrer 
G esam theit fü r E lektronen undurchlässig, andere besitzen kleinere oder größere 
Zonen stärkerer V erd icku n gen , die oft nur auf die P erip h erie  beschränkt sind, so 
daß man an die E x iste n z  einer M em bran denken kann.

K ü rz lich  haben w ir, unter B eibehaltun g -der alten T ech n ik  für die Iso lierun g
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der T um orzellen , das Form ol als F ix ieru n g sm itte l durch O sm ium säure (D äm p fe  oder 
2 % ig e  L ösun g) ersetzt, da w ir überzeu gt w aren , daß w ir nach den guten R esultaten, 
die C L A U D E  und seine M itarbeiter m it dieser M ethode erzielen  konnten, ebenfalls 
zufriedenstellende E rgebn isse dam it erhalten w ürden.

D as zu prüfende M aterial, das in T yro d e, die die roten B lutkörperchen aus
scheidet, angesetzt w ar, w ird  5 bis 15 M inuten lan g in einer 2 % ig en  w äßrigen  
O sm ium säurelösung fixiert. N ach w iederholter W a sch u n g m it destilliertem  W a sser 
w ird  es in kleinen T rop fen  m it H ilfe  einer P asteu rsch en  P ip ette  a u f das O b je k t
trägern etz  ve rte ilt  und dann zur E in tro ckn u n g gebracht ( P 205). D ie  F ix ie ru n g  des 
M ateria ls, das nach A n setzu n g in T yro d e  schon au f den O b jek tträ ger gebrach t w urde, 
kann durch A nw en dun g der D äm pfe einer 2 % ig en  O sm ium säurelösung für 10 bis 
15 M inuten und nachfolgender W a sch u n g  des so fixierten  P rä p a ra tes in destilliertem  
W a sser durchgefüh rt w erden.

B ei dieser F ixieru ngsm ethode erscheint das Protoplasm a, das m eist gewundene 
U m risse zeigt, n icht mehr m it V aku o len , sondern m it einer gle ich förm igeren , re g e l
m äßigeren S tru ktu r (A bb. 2— 3). In  der P erin u k learzo n e w erden fast in B erü h ru n g m it 
dem K e rn  m ehr oder w en iger rundliche, verein zelte  oder angehäufte G ranu la  bem erkt, 
die gegen  das Protop lasm a w egen ihrer dunklen, w enn nicht d irekt schw arzen  F arbe  
recht deutlich hervortreten. D ie  größten G ran u la  stellen w ahrscheinlich  durch O sm ium 
säure reduzierte  L ip oide  dar; die w en iger u m fangreichen  m üssen verm utlich  als 
M itochondrien angesehen werden, sow eit sie rundlich  sind, und als Chondriokonten, 
wenn sie län glich  oder faden förm ig sind (A bb. 4— 5 ). N ach  der P erip h erie  hin zeig t 
das Protoplasm a in V erb in d u n g m it einer zunehm enden V erm in d eru n g der A n zah l der 
G ranu la  eine deutliche fein e  N etzstru k tu r, deren län gste  und am besten sichtbare 
F ib rillen  m eistens stern förm ig ausstrahlen. C h arak teristisch  ist w eiterhin  das V o r 
handensein kleiner rundlicher K ügelch en  (m anchm al B läsch en ), die ungeordnet oder 
längs der F ib rille n  ve rte ilt sind, ziem lich  ein heitliche A usm aße haben (D urchm esser 
etw a 100 m ^) und den M ikrosom en von C L A U D E , P O R T E R  und F U L L A M  zu 
entsprechen scheinen, w elche als konstante B estand teile  des Protoplasm as betrach tet 
werden. Im  G egen satz zu der k ü rzlich  (1948 ) von M O N N £  ausgesprochenen M ei
nung glauben w ir nicht, die M ikrosom en m it den C hrom idien identifizieren zu 
können, die z iem lich  regelm äßige ku gelfö rm ige  B ildun gen  m it einem D urch m esser 
von 120 bis 150 m/X darstellen und von ein igen  A u to ren  ( L E H M A N N )  als auto
reproduktive E lem ente, Biosom en, und von anderen ( C L A U D E )  als unbestim m te, 
vie lleich t artifizielle  Protoplasm ainklusionen angesehen werden.

D iese  R esultate, die m it m enschlichen, gle ich  nach der operativen H erausnahm e 
des Tum ors isolierten und fixierten  T um orzellen  erz ie lt w urden, zeigen, daß die 
S tru ktu r dieser Z ellen  der an alog ist, die von C L A U D E  und seinen M itarbeitern  
bei in v itro  ku ltiv ierten  Sarkom zellen  des H uhnes beobachtet wurden (fein e N e tz 
struktur, M ikrosom en, M itochondrien, Chondriokonten), wenn man davon absieht, 
daß bei unseren P räparaten  die T eilch en  fehlten, die von den genannten Forschern  
als V iru s  beschrieben w urden.

D ie  E rgebn isse, über die hier berichtet w ird , stam m en aus U ntersuchungen, die 
sich noch in ihrem  A n fan gsstad iu m  befinden, und gestatten  daher n icht die F orm u
lierun g irgen dw elcher en dgültiger U rte ile  über die innerste N a tu r der m ensch
lichen T um orzellen . D ies um so w en iger, als die zu ihrer V erg le ich u n g  m it norm alen 
oder von gu tartigen  G eschw ulstgew eben herstam m enden B estandteilen  erforderliche 
A rb e it noch in der A u sfü h ru n g  ist. H ie zu  kommt, daß die F ra g e  der F ix ie ru n g , w ie 
B E S S I S  rich tig  sagt, „noch  w eit von der L ösu n g entfernt ist und erst eine auf zah l
reiche V ersu ch e  gestü tzte  kritisch e  P rü fu n g  es erm öglichen w ird, sich  eine M einun g 
zu bilden, um unter allen untersuchten A rtefa k ten  diejen igen  anzugeben, die der 
W irk lich k e it  am nächsten kom m en“ .
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Abb. 1. Zelle  
eines Rektum 
karzinoms.
A u sse h e n  des va- 
k u o lis ie r ten  P ro to 
plasm as. U nrege l
mäßige A nh ä u fu n gen  
sy to p lasm a tisc lie r  
S u b sta n s . V e re in 
ze lte  oder gruppierte  
ru n d lich e  K ö rp er  
( M ito ch o n d rien  ? ) . 
F orm ol fix ie run  g. 
V ergrößer. 10.000:1.

Abb. 2. Zelle eines M agen
karzinoms.
N e tz s tru k tn r  des P ro toplasm as. P eri
n u k lea re  K ö rn c h e n , w ah rsch e in lich  
lipo ide. M ito c h o n d r ie n . F ix ie ru n g  
m it 2°l0ig er  O sm ium säure . V e r 
größerung  9500:1.

f  f  *

W enn  auch a lle  diese U n gew ißheiten  bestehen, so kann man doch sagen, daß 
durch die beschriebenen M ethoden die Iso lierun g der m enschlichen T um orzellen  und 
ihr Studium  im E .-M . m öglich gew orden ist, obgleich  dieselben w egen ihrer D icke 
fü r F orschu ngen  dieser A r t  keine günstigen  Bedingungen bieten. D ie  E in h eitlich k eit 
der erhaltenen B ilder, vor allem  betreffs der protoplasm atischen Stru ktur, die sich 
m it den von anderen A utoren  erzielten  E rgebn issen  in vollem  E in k lan g  befindet,
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Abb. 3. Zelle eines Rektum 
karzinoms.
I n  der P e r in u k lea rzo n e  große, u n 
durch lässige K ö rn ch en . E in fö rm ig es  
A u sse h e n  des P ro toplasm as. F ix ie 
ru ng  m it 2°/(jiger O sm ium säure . 
V erg röß eru n g  8800:1.

Abb. 4. M agenkarzinom -Prä
parat.
I n  se in em  U n te r te il abgebrochener  
C hondriokon t. F ix ie ru n g  m it 20/0ig er  
O sm ium säure . V erg röß eru n g  S000:1.

sow ie die F eststellun gen  über die U nterschiede zw ischen  norm alen G ew ebezellen 
und gut- oder bösartigen  T um orzellen , w orüber hier n icht berichtet w ird , w eil sich 
diese U ntersuchungen noch im A n fan gsstad iu m  befinden, beweisen, daß das E .-M . 
für das Studium  der T um orzelle  sowohl vom  Standpunkt der M orphologie w ie von 
dem der B io lo gie  positive M öglichkeiten  bietet.
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Abb. 5. Magenkarzinom-Pr'ä- 
parat.
E in e  G ruppe k e tte n fö r m ig  v e r te il te r  
M ito ch o n d r ien . V erd ich tu n g  des 
R a n d es  (K a p se l)  u n d  des Z e n tru m s  
aller K ö rn ch en . F ix ie ru n g  m it 
2°/0ig er O sm ium säure. V ergrößerung

D er V e rfa sse r  stellt die ersten E rgebn isse dar, die er beim Studium  einzelner,
aus m enschlichen T um orgew eben stam m ender Zellen  im E .-M . erzie lt hat. Besondere
V erfah ren  zur Iso lierun g und P räp arieru n g des U n tersuchungsm aterials, w odurch 
die besonderen S ch w ierigk eiten  der Beobachtung im E .-M ., das auf von den gew öhn
lichen V ergrö ßeru n gsgeräten  ganz verschiedenen physikalischen  G rundsätzen a u fg e 
baut ist, überw unden w urden, haben diese Forschu ngen  m öglich gem acht.

D er V e rfa sse r  beschreibt die w ichtigsten  M erkm ale, die die Stru ktur des P ro to 
plasm as bei F ix ie ru n g  m it Form ol (h ierüber schon frü here V erö ffen tlich u n g des V e r 
fassers) und m it O sm ium säure zeigt.

O bgleich  sich die Studien noch in ihrem  A n fan gsstad iu m  befinden und sonstige 
U ntersuchungen dieser A r t  über einzelne m enschliche T um orzellen  noch nicht vo r
liegen, gehen aus den erzielten E rgebnissen  doch schon die positiven  M öglichkeiten  
hervor, die das E .-M . für das Studium  des inneren physisch-chem ischen A u fb au es des 
Protoplasm as hin sichtlich  der U nterscheidung seiner norm alen von den (gut- und bös
artigen) geschw ulstbildenden Zellen bietet.

Summary
The author reports upon the early results he obtained with the Electronic Micro

scope in studying some isolate cells coming from human tumoral tissue. His  research has 
become possible by means of special proceedings used for the isolation and preparation of 
the material, in order to overcome the difficulties peculiar to the observation in the 
Electronic Microscope which is based on physical principles very different from the usual 
means of magnification.

He describes the main features of protoplasma structure after fixation with formol 
(already explained in a former work) and with osmic acid.

Though this inquiry is still in its opening phase and has no precedings in investiga
tions of this kind on isolate human tumor cells, the result obtained shows the possibilities 
the Electronic Microscope offers for a research on the internal physico-chemical constitu
tion of protoplasma especially with regard to the discrimination of normal cells from the 
(innocent and malignant) tumoral ones.

S7fJ0:l.
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