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Summary

HemngicH G., WELZ W. & Sawipis TH. 1987. Loss of substances and structure
preservation in the course of “dry” embedding procedure for electron microscopy. —
Phyton (Austria) 27 (2): 299-309, 3 figures. — German with English summary.

Nectaries of Euphorbia pulcherrima, fed with D-glucose-"'C or L-leucine-"C,
were fixed in different ways, dehydrated by steps of ethanol or acetone and embedded
in Epon. The losses of radioactive substances during different electron microscopic
preparation schedules were determined by means of liquid scintillation counting.
These losses were compared with the extracted radioactivity in the course of a “dry”
embedding technique. The preservation of the fine structure seems to bee sufficient
for high resolution radioautography of water-soluble substances.

Zusammenfassung

HEINRICH G., WELZ W. & Sawipis TH. 1987. Substanzverluste und Strukturerhal-
tung im Verlauf einer ,trockenen“ Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie. —
Phyton (Austria) 27 (2): 299-309, mit 3 Abbildungen. — Deutsch mit englischer
Zusammenfassung.
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Nektarien von Euphorbia pulcherrima, die mit D-Glucose-"C und L-Leucin-"*C
gefiittert waren, wurden unterschiedlich fixiert und nach Entwésserung mit Athanol
bzw. Aceton in Epon eingebettet. Die im Verlauf der verschiedenen Fixierungen,
Entwisserungen und der Einbettung auftretenden Extraktionsverluste wurden mit
Hilfe eines Fliissigszintillationszdhlers gemessen und mit jenen Extraktionsverlusten
verglichen, die eine ,trockene® Einbettung mit sich bringt. Die Verluste an wasser-
16slichen Substanzen sind gering und die Erhaltung der Feinstruktur erscheint nach
dieser Einbettung ausreichend gut, um Hochauflosungsautoradiographie durchzu-
fiihren.

1. Einleitung

Die Lokalisation radioaktiv markierter wasserloslicher Molekiile mit
Hilfe von Autoradiographie oder von Ionen mit Hilfe von Réntgenmikroson-
den bzw. dem Laser Microproben Massenanalysator ,LAMMA® (HEINEN &
al. 1978, HEINRICH. 1984) erfordert Priparationsmethoden, die méglichst
geringe Substanzverluste mit sich bringen. Weitere Forderungen an die
Methode sind ausreichende Feinstrukturerhaltung und eine moglichst ge-
ringe Verlagerung kleinmolekularer Substanzen. Neben der Kryo-Ultrami-
krotomie (BERNHARD & LEDUC 1969, CHRISTENSEN 1969, WERNER & al. 1973,
KIND & KRIEG 1973, SITTE 1969), Féllungsmethoden (PLATTNER 1973, LORCH
& SCHARFER 1981) und der Gefriersubstitution (STEINBISZ 1978, HEATH & al.
1985, HippE 1985) bietet sich eine weitere Technik an, um Verluste wasser-
16slicher Substanzen aus Geweben gering zu halten. Nach FRrITz & ESCHRICH
(1970) werden schockgefrorene Gewebe gefriergetrocknet, in Paraformalde-
hyddampfen fixiert und nach Vakuuminfiltration tiber Xylol in Durcupan
eingebettet. Der Einbettungsprozel ist zwar langwierig, eréfinet aber die
Moglichkeit, radioaktiv markierte wasserlosliche Substanzen in pflanzli-
chen Geweben zu lokalisieren. Die im Verlauf dieser Methode auftretenden
Verluste radioaktiv markierter Substanzen werden mit jenen verglichen, die
bei den konventionellen Fixierungs- und Einbettungsverfahren auftreten.
Auflerdem wird tuberpriift, ob diese Methode eine ausreichende Feinstruk-
turerhaltung mit sich bringt.

2. Material und Methoden

Als Versuchspflanzen dienten Nektarien von Euphorbia pulcherrima.
Je 5 Nektarien wurde D-Glucose-"“C bzw. L-Leucin-"“C iiber ihren ca.
2,5 mm langen Sockel aus einer 5 uCi (185 K Bq) enthaltenden wilirigen
Losung 2 Std. lang bei Licht angeboten. Das Leucin, spez. Aktivitat
324 mCi, (12 G Bg/mmol), 2,3 mCi (85 M Bq/mg), und die Glucose, spez.
Aktivitat 280 mCi (10, 4 G Bg/mmol), stammten von Amersham, Fa. Buch-
ler. nach der Fiitterung wurden die Nektarien 10 mal in 0,2 M Kakodylat-
putfer pH 7,2 bei 4° C gewaschen, um die oberflachlich anhaftende Radio-
aktivitat zu entfernen und mit Filterpapier abgetrocknet.
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A. Trockene Einbettung fiir das Elektronenmikroskop

Die Nektarien von Euphorbia pulcherrima wurden in Anlehnung an
FRITZ & ESCHRICH (1970) mit den im folgenden beschriebenen Abhénderun-
gen eingebettet. Nach schockartigem Abkiihlen der 1 mm?® groBen Proben-
stiicke in mit fliissigem N, verfliissigten Frigen 22 (Freon-Verfliissiger der
Balzer-AG) folgte eine Gefriertrocknung in einer Christ-Gefriertrock-
nungsanlage BETA. Die gefriergetrockneten Gewebestiicke wurden 12 Std.
lang mit Glutaraldehyd (Glut.)-Dédmpfen bei Zimmertemperatur fixiert und
anschliefliend in einem Exsikkator tiber P,O; aufbewahrt. Die Vakuuminfil-
tration mit getrocknetem Xylol erfolgte 2 Tage lang in kleinen Gléschen, die
in einem vorerst mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe, dann mit einer Hoch-
vakuumpumpe evakuierten Exsikkator standen. Bei einigen Proben wurde
eine Hydrophobierung mit Silikonél vorgenommen. Die Vakuuminfiltration
mit Xylol-Epon (ohne Beschleuniger), Mischungsverhéltnis 2 :1,1:1,1 : 3,
dauerte jeweils zwischen 6 und 14 Std. bei 20° C. Jeweils einen Tag kamen
die Proben dreimal hintereinander in reine Eponldsung, erst beim 4. Mal in
Epon mit Beschleuniger. Ein Medium geringerer Viskositéat als Epon wire
wegen der rascheren und homogeneren Gewebeinfiltration vorzuziehen. Die
stufenweise Erhohung der Temperatur wihrend der Polymerisation (je 2
Tage bei 40, 50 und 60° C) sollte eine gentigende Haftung des Einbettungs-
mittels an den Zellwédnden und ein ausgiebiges Durchdringen des Gewebes
mit sich bringen. Ultradiinnschnitte wurden mit Glasmessern hergestellt.
Da es nicht darauf ankam, weitere Substanzverluste zu verhindern, sondern
in erster Linie die Erhaltung der Feinstruktur interessierte, diente als
Trogfliissigkeit aqua dest., sonst bote sich nach den Angaben von STEINBISZ
(1976) Propandiol — 1,3 an. Die Schnitte wurden mit Uranylacetat und
Bleicitrat nachkontrastiert und mit dem Philips EM 201 ¢ untersucht.

B. Sonstige Praparationen fiir die Elektronenmikroskopie

Bei den {ibrigen Praparationen erfolgte die Fixierung 2 Std. lang bei
4° Cin 2,5% Glut., das mit Na-Kakodylatpuffer auf pH 7,2 eingestellt war,
oder unter sonst iibereinstimmenden Bedingungen mit 5% (10% bei Leucin)
Acrolein bzw. 1% 0s0,. Nach jeder Fixierung wurde mit 1 ml Kakodylat-
puffer, pH 7,2, gespiilt. Ferner wurde eine 10, bei Leucin 20stiindige,
Réaucherung mit 2% OsO4 bei Zimmertemperatur vorgenommen. Zur Ent-
wisserung diente entweder eine Alkoholreihe (30, 50, 70, 90, 100%), als
Zwischenmedium 100% Propylenoxid (je 30 min. bei 4° C) oder eine Ace-
tonreihe (30, 50, 70, 90, 100% bei 4° C), bzw. eine stufenlose Acetonentwéis-
serung nach SITTE (1962) bei Zimmertemperatur.

C. Radioaktivitdtsmessung

Die entwéssernden Nektarien wurden zur Bestimmung der 16slichen
Alktivitdt mit Hilfe von fliissigem N, homogenisiert und 5mal mit 80%
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Ethanol extrahiert (8 Teile Ethanol absolut und 2 Teile 0,1 n HCL). Die mit
Ethanol nicht extrahierbare Radioaktivitat wurde teils mit Hilfe einer
Verbrennungsapparatur (HEINRICH & DANOS 1978), teils nach Aufldsen in
Soluen 100 oder 350 (Packard) bestimmt. Soluen 350 weist geringere Che-
molumineszenz als Soluen 100 auf, besitzt eine héhere Wasserkapazitat und
braucht kiirzere Auflosungszeiten. Beide Gewebeaufldser ergaben in unse-
ren Versuchen reproduzierbare Werte als die Verbrennung, sie sind dieser
auch wegen der leichteren Handhabung vorzuziehen. Der Zusatz von En-
zymgemischen (3% Pectinase Mazerozyme — R10 und 3% Zellulase, ,,Onozu-
ka*“ — R10, Fa. Vinki Yakult, bzw. Pectinase Acid-Trans-Eliminase und
Cellulase der Fa. Miles-Kali-Chemie) erniedrigt die Nutzraten. Die Aktivi-
tatsmessung der Proben erfolgt wie bei HEINRICH & DANOs (1978) angege-
ben. Zum Abklingen der Chemolumineszenz standen die Proben 12 Std. vor
der Messung bei 4°C im Dunkeln. Loschkorrekturkurven wurden fiir
Glut., 0s04, 0s04 + Hy0,, Phenédthylamin, Soluen 350 + ,,Onozuka“ +
Mazerozyme und fiir Epon erstellt. Den prozentualen Angaben in der
Tabelle 1 und 2 liegen die mittels der Loschkorrekturkurven korrigierten
Nutzraten zu Grunde. Die O-Werte stammen von unfixierten, nicht entwis-
serten bzw. entwésserten Nektarien.

3. Ergebnisse

A. Extraktionsverluste bei verschiedenen Einbettungsverfahren fiir die
Elektronenmikroskopie

Tabelle 1 zeigt die Gesamtverluste an Radioaktivitit, die aus mit
D-Glucose-*C gefiitterten nach verschiedenen Fixierungen, durch Athanol-
bzw. Acetonentwésserung und im Epon selbst auftreten. Die Verluste im

Tabelle 1.
Radioaktivitdtsverluste in % der aufgenommenen Radioaktivitdt aus mit d-Glucose-
“C gefiitterten Nektarien von Euphorbia pulcherrima im Verlauf verschiedener
Fixierungen, Waschen, verschiedenen Entwisserungen und Einbettung in Epon.
= Rducherung mit dem Fixiermittel, sonst erfolgt Fliissigfixierung, S =
0,2 Saccharoseldsung, Acr. = Acrolein.

o

Fixierung mit

Entwisserung " Glut. Acr. 0s0O; Glut.- Glut.- Acr.- 0s0,°
mit 0sOy 0s0 0sO4°
Ethanol 68 72 37

Aceton 61 71 41

Ethanol + S 38 48 39

Aceton + S 37 43 30

Aceton, stufenlos 33 39 48 33 32 39 8
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Verlauf der Fixierung allein betragen bei Fliissigfixierung mit Glut., Glut.-
0s0; und:Oso, zwischen 26 und 41%. Sie lassen sich durch Saccharosezu-
satz zu den Fixierungsmitteln auf 18 bis 30% in Athanol und auf 21 bis 25%
in Aceton reduzieren. Die Extraktion im Verlauf der Entwisserung betrigt
15 bis 38% im Athanol, 18-32% im Aceton. Saccharosezusatz zu den Ent-
wisserungsmitteln erniedrigt die Extraktionsverluste auf 9-20% in Athanol
und auf 7-16% in Aceton, stufenlose Acetonentwisserung extrahiert 4—10%.
Die Verluste in Epon sind mit 0,5 bis 1,9% der aufgenommenen Radioaktivi-
tét zu vernachldssigen. Aus Nektarien, die nach der Fixierung und Entwis-
serung homogenisiert werden, werden mit 80% Ethanol 19-28% der
Gesamtaktivitit nach Ethanolentwésserung, 16—26% nach Acetonentwéisse-
rung, 21-34% nach Ethanolentwisserung mit Saccharosezusatz und 38—41%
nach Acetonentwésserung mit Saccharosezusatz extrahiert. Der unlésliche
Radioaktivitdtsanteil betrigt ohne Fixierung nur 11%. Nach Fliissigfixie-
rung mit Glut., Glut. — OsO4 und OsO4 und Entwisserung liegt die nicht
extrahierbare Aktivitdt zwischen 14 und 16%. Der nicht extrahierbare
Anteil macht nach Saccharosezusatz zu den Fixierungs- und Extraktions-
mittel zwischen 18 und 34% und nach OsO4-Réucherung und stufenloser
Entwésserung 39% aus. Bei der zuletzt genannten Methode ist noch genii-
gend radioaktives Material in den Schnitten, um eine autoradiographische
Lokalisation desselben zu ermoglichen. In Tabelle 2 sind die Extraktions-
verluste im Verlauf verschiedener Fixierungen und Entwé&sserungen nach
L-Leucin-"C Angebot angegeben. Sie sind insgesamt geringer als nach der
Verfiitterung von Glucose. Sie betragen im Verlauf der unterschiedlichen
Flissigfixierungen 17-25% und 2,5 bis 9% wihrend der Entwésserung. Die
Verluste in Epon sind mit 2% etwas hoher als die nach Glucose-Einbau. Aus
homogenisierten Nektarien wurden je nach vorgenommener Fixierung zwi-
schen 11 und 15% der Gesamtaktivitat mit Ethanol extrahiert. Nach OsO,-
Réucherung und stufenloser Acetonentwésserung verbleiben 88% der einge-

Tabelle 2.

Radioaktivitdtsverluste in % der aufgenommenen Radioaktivitdt aus mit L-Leucin-
UC gefiitterten Nektarien von Euphorbia pulcherrima im Verlauf von verschiedenen
Fixierungen, Waschen, Entwésserungen und Einbettung in Epon.

Symbole und Abkiirzungen wie Tabelle 1.

Fixierung mit

Entwiésserung Glut. Acr. 0sO; Glut.- Acr.- Glut.- Aecr.- 0sO,°
mit ’ 0s0Q; 0s0; 0s0; 0s0,°
Ethanol 28 28 27 33 - o - —
Aceton 27 28 26 30 - - - -

Aceton, stufenlos 25 23 27 32 - 23 24 12
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brachten Aktivitdt im Gewebe, nach Homogenisierung und Extraktion
desselben noch 75%. Die autoradiographische Lokalisation von Leucin in
Ultradiinnschnitten erscheint daher weniger problematisch als die von
Glucose. Dazu kommt noch, dafl Leucin nach 2stiindiger Dauermarkierung
von Pisum-Wurzeln durchschnittlich 89% der Radioaktivitat in sich verei-
nigt (HEINRICH & ABDESAKEN 1979), die Metabolisierung der Glucose aber
viel hoher ist. Nach 2 Stdn. Dauermarkierung liegen nur ca. 76% der
ethanolléslichen Radioaktivitit in Zuckern vor, der Rest in Aminosiduren
und N-freien Sduren (HEINRICH & KUSCHKI 1978).

B. Extraktionsverluste im Verlauf der ,frockenen“ Einbettung

Bei der von FRITZ & ESCHRICH (1970) beschriebenen Methode, die mit
Anpassungen an die instrumentelle Ausstattung des Institutes aufgegriffen
wurde, treten keine Fixierungsverluste auf. In den Xylol-Zwischenstufen
fanden sich 0,8 £ 0,7% der Radioaktivitit, die nach d-Glucose-*C Verfiitte-
rung vorlag. In den Xylol-Epon-Gemischen und in der reinen Eponldsung
fanden sich insgesamt 2,7 = 1,8%. Es wurde jeweils ein Aliquot von 20 ul
nach Losen in 0,5 ml Methanol gemessen.

C. Strukturerhaltung bei ,trockener® Einbettung

Die Strukturerhaltung ist nicht in allen Zellen brauchbar. Abb. 1, 2 und
3 sollen einen Eindruck vom Erhaltungszustand vermitteln. Die nach OsOy-
Flussigfixierung, konventioneller Entwésserung und Einbettung kontrast-
reich dargestellten Unit-Membranen erscheinen beio trockener Einbettung
im Negativkontrast. Die Dicke der Membranen (SCHNEPF 1964) ist Zhnlich
wie bei konventionellen Einbettungen (bestimmt durch je 20 Messungen an
elektronenmikroskopischen Negativen bei 40.000facher Primérvergrolie-
rung und 40facher NachvergroBerung mit Hilfe eines Binokulars): Plastiden
_(Innere Hillmembran) 6,4 nm. Mitochondrien' (innere Hiillmembran)
6,2 nm. ER 6,1 und Plasmalemma 8nm. Die Elementarmembranen sind
somit wahrscheinlich diinner als in nicht dehydrierten, mit dem Kryo-
Ultramikrotom hergestellten Schnitten (KIND & KrIEG 1973). Der peripla-
stidédre und perimitochondriale Raum, die intrazisternale Phase des ER und
die Matrix der Plastiden und Mitochondrien sind etwa von gleicher Elektro-
nendichte wie das librige Zytoplasma, da die sonst stattfindende Extraktion
hydrophiler Substanzen unterbleibt. Von der Strukturerhaltung her ist also
die angewandte ,trockene Einbettung” geeignet. Hochauflésungs-Autora-
diographie zu betreiben. Der Zusatz von Silikondl fithrt zu Membranveran-
derungen, hiufig treten Myelinfiguren auf. Da die Auswaschung in unseren
Versuchen durch Silikonélzusatz sich nicht wesentlich reduzieren liel,
sollte ein Silikondlzusatz eher unterbleiben.



Abb. 1, 2 und 3. Ausschnitte aus den Epithelzellen der Nektarien von Euphorbia
pulcherrima nach ,trockener Einbettung®. Die Strukturerhaltung erscheint ausrei-
chend gut, um Autoradiographie im Elektronenmikroskop vorzunehmen. M = Mito-
chondrien, P = Plastiden, ZW = Zellwand.
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4. Diskussion

Es ist nicht verwunderlich, daf eine angebotene Aminosiure zu einem
geringeren Prozentsatz im Verlauf konventioneller Praparationsschritte bei
der Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie extrahiert wird als Glucose.
Ebenso wie Lipide reagieren Aminosduren und Proteine mit OsO; (BAHR
1954; PLATTNER 1971, GEYER 1977), durch Glut. werden nach PETERS &
ASHLEY (1967) auch freie Aminosduren im Gewebe gebunden. Zucker gehen
keine chemischen Reaktionen ein und verbleiben wahrscheinlich durch
Verdnderung der Membranlipide und -proteine, also sekundér durch Verédn-
derung der Eigenschaften der Biomembranen im Gewebe. Allerdings mufl
der Metabolismus der verfiitterten Substanz berticksichtigt werden, zumal
ein Umbau in andere Monomeren bzw. die Synthese eines polymeren Pro-
duktes die Loslichkeit meist verdndert. Die angebotene Glucose wird zu
einem hoheren Prozentsatz metabolisiert als Leucin (HEINRICH, 1975; HEIN-
RICH & ABDESAKEN 1979). Es ist leicht einzusehen, dafl bei hydrophilen
Stoffen die niederen Athanol- bzw. Acetonkonzentrationen ebenso viel bzw.
mehr extrahieren als die hoheren. Dies gilt nicht fiir lipophile Stoffe, deren
Verluste mit steigender Konzentration des Entwisserungsmittels zunehmen
(BUSCHMANN & TAYLOR 1971). Ebenso wie die Lipidextraktion durch Fixie-
rung mit Glut. — OsO; auf ca. 40% gesenkt wird (MORGAN & HUBER 1967),
lassen sich durch Fixierungen mit Glut. oder OsO, die Extraktion geringfii-
gig, nach Doppelfixierung deutlich vermindern. Die Verluste im Verlauf der
Flissigfixierung mit OsO, und Glut. sind im Falle der Leucininkorporation
groBer als jene, die wiahrend der Entwisserung in Ethanol- und Aceton-
stufen auftreten. Wenn es also darauf ankommt, die angebotenen radioaktiv
markierten Substanzen nicht aus dem Gewebe zu extrahieren, so sollte an
Stelle der Fliissigfixierungen Rducherungen vorgenommen werden. So er-
weist sich eine 0sO,-Réucherung in Kombination mit stufenloser Einbet-
tung (SITTE 1962) als eine Moglichkeit, die Verluste auf ca. ein Drittel jener
zu senken, die bei den konventionellen Fliissigfixierungen und stufenloser
Entwiésserung auftreten. Der von FRITZ & ESCHRICH (1970) vorgeschlagene
Einbettungsmodus verringert die Extraktion weiterhin und bietet eine
Strukturerhaltung, die auch eine Autoradiographie im EM erméglicht. Uber
eventuell auftretende Substanzverlagerungen innerhalb eines Komparti-
mentes und Anreicherung von Ionen an Kompartimentgrenzen, kann keine
sichere Aussage gemacht werden.
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Recensio

RErrz Manfred 1986. Die Alge im System der Pflanzen. Nanochlorum eucaryo-
tum — eine Alge mit minimalen eukaryotischen Kriterien. — Gr. —8°, 273 Seiten, 68
Abb.; Kunststoffband. — Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New York. — DM 88,—;
ISBN 3-437-30523-9.

Bei der Durchsicht des vorliegenden Bandes kann man zu dem Schlufl kommen,
daB es im wesentlichen um Nanochlorum und dessen systematische Stellung geht. In
diesem Falle hat das Werk einen Vorspann von 189 Seiten, der aus 15, mit Ausnahme
von 1. und 2., mehrfach untergliederten Abschnitten besteht: Das System der Pflan-
zen, Stellung der Algen im System der Pflanzen, Organisationsstufen der Algen, die
Morphologie, die Physiologie, der Lebenszyklus, die Vermehrung, die Genetik der
Algenzelle, Abschnitte iiber Molekularbiologie und Chromatin, die Notwendigkeit
einer molekularen Systematik der Algen, die priabiologische Evolution, die Evolution
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