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Uber die Verwendungsmoglichkeit
des Elektronenmikroskops in der zyto- und histologischen
Forschung
Von ALFRED PISCHINGER, Graz

Die [FFrage, welche ncuen Moglichkeiten sich mit der Entwicklung und dem Bau des
Ubermikroskops auch in der zyto- und histologischen Forschung erdffnen, ist frith auf-
geworfen und vom technischen Standpunkt aus schon abgechandelt worden. Es steht auBer
Zweifel, daB sich die hohe Steigerung des Auflésungsvermogens bei der LErfassung des
Baues biologischer Strukturen auswirken muB. Leider aber ist die Anwendung des Elek-
tronenmikroskops gegeniiber einem gewodhnlichen Licht- auch Ultraviolettlichtmikroskop
aus spater zu behandelnden Grinden stark eingeschrinkt. Deshalb hatten Zyto- und Histo-
logic bisher nur wenig Forschungsergebnisse aufzuweisen, die den schon vorliegenden
bakteriologischen, chemischen, technischen und physikalischen auch nur annihernd gleich-
wertig wiren. Der Grund dafiir liegt darin, daB Untersuchungen mit dem Elektronen-
mikroskop bestimmte Vorbercitungen des Objektes verlangen, denen sich bei biologischen
Objekten groBeren AusmaBes bisher crhebliche Schwierigkeiten entgegenstellten. Sie er-
geben sich aus der Eigenart des Elektronenstrahles: der fiir eine Bilderzeugung notige
gerade Verlauf ist nur im FHochvakuum gegeben. Auflerdem ist das Elektronenlicht heifl
und hat schlieBlicli eine geringe Durchdringungskraft. Diese Umstinde verlangen, ab-
gesehen von einer besonderen Justierung, auch eine ungewohnliche Diinne der Objekte.
Es gingen bisher alle Bestrebungen, histo- und zytologisches® Material zu untersuchen,
davon aus, geniigend diinne Schnitte zu erzielen oder durch andere Kunstgriffe, wie Ab-
klatsch, Ausbreitung oder feinste Zerkleinerung der Objekte, die notigen Voraussetzungen
zu schaffen (A.BAUD, 1950).

Nach meiner Meinung ist aber damit dic Hauptfrage noch gar nicht beriihrt. Sic
liegt darin, daf man nic genau sagen kann, was in einem priparierten Gewebe wirklich
lebenswalhr ist und was durch die Technik hineingetragen wurde —, die gleiche Frage,
die auch in der gewohnlichen Lichtmikroskopie nicht vernachlissigt werden darf. Sie gilt
bei der Ubermikroskopie ganz besonders, weil die Auflosung um ein Vielfaches hoher ist
als im Lichtmikroskop. Dazu kommt noch, daf an Objekten oft bewuBt Zerstérungen vor-
genommen werden missen, z. B. Himolyse fiir Untersuchung von Erythrozytenbestand-
teilen, um Strukturen fir die elektronenmikroskopische Abbildung aufzuschlicBen.

In den letzten Jahren meiner zytologischen Forschertitigkeit galt mein Bemiihen
nicht zum geringsten der Klirung solcher [Fragen fiir den Aufldsungsbereich der Mikro-
skopie 1m gewohnlichen Lichte. Ich muBte mich iiberzeugen, dafi es eigentlich nur wenig
zytologische Beobachtungen gibt, die aus den ecben umrissenen Griinden als gesichert gelten
konnen. Dazu nur folgende Beispiele: es ist heute noch unentschieden, ob der Biirsten-
besatz bzw. Kutikularsaum des Darmepithels und der Niere aus Stibchen oder Rohrchen
aufgebaut ist. Bei einer schonenden Technik kann man meist weder die eine noch die
anderc Struktur sehen, so daB es noch nicht cinmal sicher ist, ob nicht beide Zustinde
Kunstprodukte sind, das heiit, der Saum eigentlich nur im molekularen Bereich einen ge-
richteten Bau hat. R6hrchen oder Stibchen wiren dann Artefakte, die zwar den Grundbau
bis zu einem gewissen Grad widerspiegeln, aber als solche tatsichlich nicht bestehen. Ein
anderes Beispiel ist dic Myofibrille. Man kann bis heute noch nicht sicher sagen, ob dei
Zustand mit der komplizierten Querstreifung im Leben tatsichlich einer Erschlaffung ent-
spricht. Ich erinnere daran, daB auch v. EBNER, damals der beste Kenner des Muskels,
in scinen letzten Arbceiten die Frage offen 1afit, ob die ruhende Fibrille gegliedert oder
glatt sei. Mir will nach meinen secinerzeitigen Erfahrungen und den Experimenten
BOERNERs scheinen, daB die Querstreifung mit dem Z-Streifen Ausdruck ciner Uber-
dehnung ist.

Dic Beispicle liefen sich leicht noch vermehren. Um aber das, worum es geht, kurs
zu kennzeichnen, méchte ich eine Beobachtung schildern, die ich bei meinen letzten, bisher
nur vorliufig (1944) mitgeteilten, aber demmniachst ausfithrlich erscheinenden Kernunter-
suchungen machte. Damals habe ich mit tiefgekithltem Messer Schnitte durch unfixiertes
Gewebe gemacht, auf dem Objekttriger aufgefangen und in eine gewohnliche, nicht
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neutralisierte Formollosung zur ixierung senkrecht ecingestellt. Ich bemerkte, daB aus
dem Schnitt Stoffe flieBen, die auf dem Glase unter dem IEinfluB des ITixans erstarren
und gleichsam wie eine ,,JFahne” neben dem Schnitt haften bleiben. Es sind Stoffe, die
sich mit Methylenblau intensiv firben. Die Erscheinung bleibt aus, wenn man neutrali-
siertes Formol nimmt. Iis werden also bei der Fixierung aus den Organen manchmal
Stoffe gelost. Es sei daran erinnert, da mit nur wenigen Ausnahmen fast alle Fixierungs-
mittel, nachdem in ihnen Organc behandelt worden waren, einen flockigen Bodenbesatz
haben. Dieser besteht natirlich aus schwer und langsam fixierbaren Substanzen des Pra-
parates, die austreten, bevor sic fixiert werden. Wenn nun schon eine nicht unbetricht-
liche Menge von Stoffen allein bei der Fixierung entweicht, zu denen dann noch die durch
Alkohol, Ather, Xylol usw. l16slichen kommen, so kann doch gar nicht erwartet werden,
daf die Strukturen von Zellen und Gewcben unverindert bleiben. Zieht man noch in
Betracht, daB alle unsere FFixantien Denaturierungen, Flockungen, Entmischungen an den
Biokolloiden machen, so muf man sich in der Tat wundern, daBl die Zytologie so lange,
ja bei vielen Strukturen selbst heute noch den Ergebnissen unserer mikroskopischen
Technik so grofles Vertrauen schenken konnte. Solche Uberlegungen miissen ganz besonders
fir die Elektronenmikroskopie gelten, nicht nur deshalb, weil sich die Fehlerquellen durch
das Hochvakuum und dic Hitze des Lichtes betrichtlich erhéhen koénnen, vielmehr noch
aus dem Grunde, weil noch gar nicht abzuschitzen ist, was die Priparation in Dimen-
sionen, die das Ubermikroskop auflost, anrichtet. Vor allem wird das AusmaR der , Zer-
storungen® nicht bei allen Elementen gleich sein. Man wird offenbar auch hier, analog
wie bei lichtmikroskopischen Forschungen, bis zu einem gewissen Grad sozusagen zwischen
submikroskopisch-anatomischen und cigentlichen molekular- oder kolloidfeinbaulichenUnter-
suchungen unterscheiden miussen. Ergebnisse (ber Zilien- und GeiBelapparate, etwa
bei Spermien, und idhnliche Beobachtungen mit organologischem Charakter diirften von
vornherein mehr Vertrauen beanspruchen konnen als solche iiber den submikroskopischen
Feinbau von Elementen zytoplasmatischer Natur oder des Zellkernes, die bekanntlich in
ihrer Konstitution duBerst empfindlich sind. Aber auch da wird man noch differenzieren
miissen. Wenn z.B. DRAPER und HODGE in Myofibrillen stibchenférmige Elemente
darstellen von einer Linge entsprechend jener, die H. H. WEBER auf réntgenographi-
schem Wege fiir dic Bausteine (Polypeptidketten) der Myofibrille ermittelt hat, dann 1aft
sich schlieBen, daB diese Elemente eben durch die Pridparation morphologisch nur un-
wesentlich verindert werden. Bei zytoplasmatischen oder Untersuchungen am Zellkern
diirfte es sich dagegen empfehlen, die Beobachtungen zu unterbauen durch vergleichende
elektronenmikroskopische Studien an Fallungen mit Fixierungsmitteln aus Losungen ihrer
Baustoffe, wie EiweiB, Lipoide, Lipoproteide, Nukleohistone.

Bei den Bestrebungen, das Elektronenmikroskop der Histo- und vor allem der Zyto-
logie dienstbar zu machen, ist es also wichtig, das Gesehene auf seinen Wert zu analy-
sieren. Es haben alle Kriterien, dic seit den Untersuchungen A. FISCHERs iiber Bau
und Fixierung des Protoplasmas bis zu den letzten Studien ZEIGERs (1049) geltend ge-
macht wurden, auch bei Arbeiten mit dem Ubermikroskop in vollem Umfang beriick-
sichtigt zu werden. Die Eingriffe, die uns erst in die Lage versetzen, histo- und zyto-
logische Objekte zu beobachten, setzen auf alle Fille Verinderungen. Es ist daher nicht
leicht, heute vielleicht sogar noch unmoglich, den unverfilschten Zustand zu erfassen. Wir
miissen uns daher vielfach damit begniigen, experimentell gesetzte oder eventuell funk-
tionell bedingte Abweichungen von gewohnten Strukturbildern einer Zclle oder eines Zell-
elements festzustellen, die Elgenschaften der Baustoffe zu studicren, um daraus unsere
Schlisse abzuleiten. Dabei ist der Grundsatz des Aqmvalentblldes streng einzuhalten, den
ich scinerzeit wie folgt festgelegt habe: Das Resultat einer Untersuchung ist abhingig
vom Zustand des Untersuchungsobjektes und der eingehaltenen Technik. Wenn die Technik
so schonend ist, daB nicht die Artefakte gréBer sind als die in Frage stehenden Anderungen
in den Strukturen und cine solche Technik stets konstant bleibt, (hnn erst konnen wir aus
den Beobachtungen cinigermaBen verlafiliche Schlisse auf den urspriinglichen Zustand des
Objektes ableiten.

Natiirlich muB die Technik um so subtiler sein, je feinere und empfindlichere
Elemente in Betracht stehen, ganz besonders im Auflosungsbereich des Elektronenmikro-
skops. Was niitzen uns schlieBlich noch so starke Vergrofierungen und Auflésungen, wenn
man nicht weiB, ob das Dargestellte unnattrliche Entstellungen sind oder den natiirlichen
Strukturen einigermafen adiquat ist. Fixantien mit grobAockenden Eigenschaften scheiden
daher von vornhercin aus. Es kommen nur zwei Mittel in die engere Wahl: der Formal-
dehyd und das Osmiumtetroxyd, von denen wieder das zweite den Vorzug zu haben
scheint, weil es viele Lipoide {iir die Einbettung weitgehend alkoholfcst macht. Mog-
licherweise wirkt sich auch das zuriickgehaltene Metall auf die Differenzierbarkeit des
Gefiiges giinstig aus. Allerdings darf nicht vergessen werden, daB auch bei OsOs zu
priifen ist, ob es im Submikroskopischen ebenso Gutes leistet wie im Mikroskopischen.
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Vollig abzulehnen ist meines Erachtens die Paraffineinbettung. Wer einmal vom gleichen
formolfixierten Stiick, etwa ciner Driise, einen ungefirbten Gefrierschnitt in Wasser ein-
geschlossen vergleicht mit einem ebensolchen Paraffinschnitt, wird sich davon iiberzeugen,
welche Zerstdrungen diese Einbettung macht. Moglicherweise bietet das native Priparat
verbunden mit einer zweckmaiBigen Isolierungs- und Trocknungstechnik eine Basis, die
zumindest den Ausgang fir weitere technische Studien bilden kann.

Zusammenfassung

I'ir histo- und zytologische Forschungen mit dem Elektronenmikroskop geniigt es
nicht, einfach die Schnittdicke moglichst herabzusetzen. Die Tatsache, daB Fixierung und
Linbettung schwere Artefakte machen, ist um so mehr zu beriicksichtigen, je hoher die Auf-
lt')sungl des Mikroskops ist. IEs wird nétig sein, neue Wege einer schonenden Priparation
zu suchen.

Summary

For histologic and cytologic research with the Electron Microscope, it is not suf-
ficient to diminish the thickness of the sections. The higher the microscopes magnification
and resolving power, the more the fact that fixing and embedding causes severe artefacts
should be taken into account. It is therefore nccessary to seek less destructive preparations
in new ways.
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(Aus dem Anatomischen Institut der Universitit Kiel. Direktor: Prof. Dr. med. W. Bargmann)

Die elektive Darstellung einer marklosen diencephalen Bahn
Von WILHELM BARGMANN
Mit 6 Abbildungen

Uber den Verlauf zentraler vegetativer markloser Fasersysteme lassen sich bekanntlich
nur schwer klare Aussagen gewinnen, da wir iitber eine der Markscheidenmethode beziiglich
der Zuverlissigkeit gleichwertige Methode fiir die Darstellung markloser Fasern nicht ver-
fiigen. Daher dirfte die Mitteilung von einigem Interessc sein, daB es moglich ist, bei simt-
lichen Klassen der Wirbeltiere wenigstens ein bestimmtes Fasersystem mit Hilfe einer
Farbemethode elektiv hervortreten zu lassen.

Besonders die Untersuchungen von SCHARRER und seinen Mitarbeitern haben ge-
zeigt, daB sich in den Ganglienzellen des Nucleus supraopticus und paraventricularis der
Sauger und Reptilien und des diesen Kernen homologen Nucleus pracopticus der Amphibien
und Fische sekretorische Prozesse abspielen. In ausgedehnten Untersuchungen haben wir
feststellen konnen, daf die im Zytoplasma der Nervenzellen anscheinend auf Kosten der
Nisslsubstanz entstehenden granuliren Sekretionsprodukte sich mit der von GOMORI (1941)
fiir andere Zwecke angegebenen Chromhaematoxylin-Phloxin-Methode elektiv tingieren
lassen (Abb. 1 und 2). Die Lokalisation der Gomori-positiven Granula beschrinkt sich nun
nicht auf die Leiber der Ganglienzellen, vielmehr verteilt sich die Gomori-positive Substanz
iiber die gesamte Linge der vom Nucleus paraventricularis und supraopticus bzw. praeopticus
ausgehenden marklosen Axone (Abb.3—6). Die Nervenzellausliufer enthalten teils feine
Granula in gleichmiBiger Verteilung, meistens aber in Knotenbildungen verschiedensten
Kalibers, so daB das eigenartige Bild von Perlschnurfasern (Abb. 4) resultiert. Diese Fasern
lassen sich in schiitterem Verband (Abb.5) eindeutig vom Nucleus paraventricularis zum
Nucleus supraopticus verfolgen. Von hier aus ziehen die mit Sekretkdrnchen beladenen
Axone der Ganglienzellen des Nucleus supraopticus zum Hypophysenstiel (Abb. 6) — in dem
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