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Anwendung des Ubermikroskopes

PROF. DR. A. FREY-WYSSLING UND K.MUHLETHALER

In zdher, jahrzehntelanger Arbeit haben die opti-
schen Werkstitten vor der Jahrhundertwende das
Auflosungsvermogen des Lichtmikroskopes von 0,5
= funf Tausendstelmillimeter (Trockensysteme) auf
0,3 1. (Immersionssysteme) und 1904 schlieBlich auf
0,1 p (Ultraviolettmikroskop) gesteigert. Die mo-
derne Entwicklung der Zytologie und die Erkennt-
nisse iiber die sichtbare Struktur der Zellwinde,
Chlorophyllkorner, Blutzellen, Nervenfasern, Mus-
kelfibrillen, Kerne und Chromosomen verdankt man
dem Immersions- und dem Ultraviolettmikroskop.
Das Auflosungsvermogen von 0,1 p wurde als ab-
solute Grenze der Abbildungsmoglichkeit erklart.
Wollte man daher in den unsichtbaren Feinbau der
zytologischen Objekte eindringen, so mulite man
sich indirekter Methoden bedienen (Polarisations-
mikroskop, Réntgenspektrographie) und sich aus den
indirekten Daten ein Bild der tatsdachlichen Ver-
héltnisse konstruieren. ’

Da tauchte vor dem zweiten Weltkrieg die Mog-
lichkeit auf, mit den sehr kurzwelligen Elektronen-
strahlen mikroskopische Bilder zu erzeugen. Die Ent-
wicklung des Elektronenmikroskopes' zu einem La-
boratoriumsinstrument steigerte das Auflésungsver-
mogen fiir die Mikroskopie schlagartig von 0,1  auf
0,005 . oder 5 my..Gegeniiber einem gewchnlichen
Lichtmikroskop (Trockensystem) bedeutet dies eine
hundertfache und gegentiber dem Ultraviolettmikro-
skop eine zwanzigfache Verbesserung! Wenn man
bedenkt, welche grundlegenden Entdeckungen in
der Mikroskopie durch die Steigerung des Auflésungs-
vermogens von 0,5 p auf 0,1 p moglich geworden
sind, auf denen z. B. die Zytogenetik beruht, d. h.
die Kenntnis des Zusammenhanges zwischen Chro-
mosomenbau und Vererbung, so mufl man von der
unvermittelten Herausschiebung des Auflésungs-
vermogens ins Reich der kolloiden Abméssungen
eine revolutiondre Entwicklung der Biologie er-
warten. Die funffache Verbesserung des Mikro-
skopes, die frithere Forschergenerationen in lang-
samer Entwicklungsarbeit errungen haben, ist nun
plétzlich um das Zwanzigfache {iberboten worden, so
daB dem mikroskopierenden Biologen unbegrenzte
Mboglichkeiten erdffnet scheinen!

Die Promotheus-Natur des Menschen 148t ihn mit
dem erreichten Auflosungsvermogen von 5 mj, das
erlaubt, Kolloidteilchen abzubilden, jedoch nicht zu-
frieden sein. Schon wird der Wunsch geduBert, man
sollte nicht nur Teilchen und Makromolekiile kolloi-
der Abmessungen, sondern auch gewéhnliche Mole-
kiile abbilden konnen. Die duBerst kurzen Wellen-

langen der Elektronenstrahlen, die hundertmal klei-
ner sind als der Durchmesser der kleinsten Molekiile,
lassen eine solche verwegene Hoffnung aufkommen.
Vorldaufig verhindern jedoch technische Schwierig-
keiten eine Ausniitzung der theoretischen Moglich-
keiten. Zur Zeit ist eine weitere Steigerung der Lei-
stungsfahigkeit des Elektronenmikroskopes iibrigens
auch gar nicht notwendig; denn bis das gesamte
Gebiet der «vernachldssigten Dimensionen» zwi-
schen 100 und 5 mp erschopfend durchforscht ist,
haben wir keine Berechtigung, noch bessere Instru-
mente von den Konstruktionswerkstédtten zu fordern.
Voraussichtlich werden wiederum mehrere Gene-
rationen zu forschen haben, bis wir die Morphologie
der kolloiden Systeme so gut kennen wie Gestalt und
Struktur der zytologischen Objekte.

Wichtiger als der Ruf nach einer weiteren Steige-
gerung des Auflosungsvermogens ist die Entwick-
lung einer geeigneten Mikrotechnik fur die Anwen-
dung des Elektronenmikroskopes. Der Vorsto3 der
Abbildungsmoglichkeit im submikroskopischen Ge-
biete ist so unerwartet erfolgt, dal die Préparier-
technik zurzeit hintennach hinkt. Die Verhiltnisse
liegen umgekehrt wie bei der Entwicklung der Licht-
mikroskopie. Damals stellten die Histologen, Zyto-
logen, Pathologen wund Bakteriologen  durch
eine "hochentwickelte Schneide- und Féarbetechnik
geeignete Prdparate her, und die Optik muBte mi-
kroskopische Objektive schaffen, um die Einzelheiten
dieser Prédparate aufzulosen. Heute ist uns umge-
kehrt ein wundervolles leistungsfihiges Instrument
geschenkt, aber wir besitzen nur wenige Préparate,
die erlauben, diesen Fortschritt voll auszuntiitzen.
Fiir die meisten Objekte fehlt uns vorldufig noch die
Kunst der Prédparation, so dall das Gebot der Zeit in
der Entwicklung der elektronenoptischen Mikrotech-
nik besteht. '

Abbildung korpuskular disperser Systeme

Relativ gtinstig liegen die Verhiltnisse fiir die
Abbildung und Darstellung kolloider Einzelteilchen.
Diese werden auf einem Film aus Kollodium oder
Zapponlack von etwa 10 mp Dicke aufgeschwemmt,
der als Objekttriager dient. Mit dieser Methode hat
man erstaunenswerte FErgebnisse erzielt: Die Ab-
bildung kolloider Gold-, RuB3- und Tonteilchen ist
moglich geworden und man findet die fritheren
Ergebnisse der indirekten GroBenbestimmung im
Ultramikroskop, durch Diffusionsversuche usw. be-
stitigt. Neu ist fiir die Biologie die Darstellung der
Erreger der Viruskrankheiten, deren submikrosko-
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pische Dimension aus ihrer Fahigkeit, durch Bak-
terienfilter zu filtrieren, bekannt war. Auch die Bak-
teriologie hat neue Erkenntnisse errungen, indem
bei gewissen Bakterien feinste Cilien oder GeiBeln

Bild 1. 4bdruck einer monomolekularen Haemocyanin Schicht.
Die Molekiile wurden auf einer Glasplatte mit einer diinnen
Goldschicht beschattet. Vergr. 45 000 : 1. Aus Journal of
applied Physics 17,31 (1946 ).

abgebildet worden sind, iiber deren Zahl und GroBe
frither Uneinigkeit herrschte. Héaufig erkldren sich
jedoch die Bakteriologen vom Elektronenmikroskop
unbefriedigt, da es nicht gelingt, im riesig vergro-
Berten Bakterienleibe Einzelheiten zu erkennen.
Dieser erscheint als schwarzes Schattenbild, das die
Geheimnisse. der Feinbaustruktur nicht frei gibt.
An dieser enttduschenden Tatsache ist indessen
nicht das Elektronenmikroskop schuld, sondern un-
sere mangelhafte Prapariertechnik. Die meisten Bak-
terien sind fiir eine Durchleuchtung zu dick, so daB
sie nur einen Schatten werfen, anstatt nach den Ge-
setzen der Beugungsoptik ein Bild zu erzeugen. Wir
miiten daher die Bakterien in Schnitte zerlegen.
Selbst wenn dies gelingen wiirde, wiren jedoch den
Abbildungsméglichkeiten Grenzen gesetzt, die das
theoretische Auflésungsvermégen nicht erreichen;
denn die Objekte kommen auf den Objekttragerfilm
zu liegen, der selbst einen submikroskopischen Fein-
bau besitzt. Ein Objekt kann daher die Bahn der
Elektronenstrahlen nur wirksam beeinflussen, wenn
es dicker ist als die Tragerfolie oder wenn es schwerere
Elemente enthilt, die die Strahlen stiarker ablenken
als die Elemente C, O, N der organischen Verbin-
dungen. Mit zunehmender Feinheit des Objektes
nimmt daher der Kontrast seines Bildes gegentiber
dem grauen Untergrund des Objekttragerfilms ab.
Die Préparationsschwierigkeit liegt also darin, daB
zu dicke Objekte nur Schattenbilder, zu diinne orga-
nische Objekte dagegen nur flaue Bilder liefern
konnen. Die Kunst der Elektronenmikrotechnik be-
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steht nun darin, diese Schwierigkeiten zu iiberwin-
den. In Amerika ist man dazu iibergegangen, durch
schiefe Aufdampfung von Gold oder Silber den Kon-
trast kleinster Objekte zu steigern. Es ist dadurch
gelungen, den Traum der Abbildung von Molekiilen,
wenigstens fiir Makromolekiile, die einen wesentlich
grofleren Durchmesser als 5 | besitzen, zu verwirk-
lichen (Bild 1)2. Es gelingt auch, biologische Objekte
auf diese Weise zu vergolden ; eine Moglichkeit, Auf-
schlu3 iiber den inneren Aufbau der Objekte zu er-
halten, besteht dabei natiirlich nicht.

Abbildung retikular disperser Systeme

Die zytologischen Objekte Zellwand, Chlorophyll-
korner, Zellkerne usw. sind im Gegensatz zu den
kolloiden Losungen und Aufschwemmungen keine
korpuskular dispersen Systeme, sondern sie besitzen
als gelartige Substanzen eine submikroskopische Netz-
struktur; es handelt sich um retikular disperse Sy-
steme. Nachdem wir uns in Ziirich zweieinhalb Jahr-

1p

Bild 2 oben: Fanadinpentoxyd-Gel; elektronenoptisch 20000 : 1.

Unten: Getrocknetes Vanadinpentoxryd-Gel; elektronenoptisch
20 000 : 1, NachvergrgPerung auf 50 000 : 1.
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Bild 3. Oberflichenfilm einer Kultur von Bacterium xylinoides.
Vergroferung 6200mal.

zehnte um die Aufkldrung dieser Strukturen auf in-
direktem Wege bemiiht haben, ist es nun unser Ziel,
die Elektronenmikroskopie der Untersuchung solcher
Objekte zuganglich zu machen. Dabei st6Bt man auf
noch grofere Schwierigkeiten als bei der Abbildung
aufschwemmbarer Teilchen, weil die Zellbestand-
teile erst schonend zerlegt werden miissen, ohne daf3
die charakteristische Struktur zerstort wird. Die Er-

gebnisse sind bisher noch bescheiden, doch berech-

tigen sie zu gewissen Hoffnungen.

Wie bei den korpuskular dispersen Systemen lie-
fern anorganische Modellsubstanzen kontrastreichere
Bilder als organische Gele. Bild 23 zeigt eine auf einer
Trigerfolie aufgetrocknete Gellssung von Vanadin-
pentoxyd. Dieses Bild darf als Muster des submikro-
skopischen Feinbaus einer Gallerte betrachtet wer-
den. Wie bereits auf Grund der indirekten Unter-
suchungsmethoden behauptet worden ist?, besteht
der submikroskopische Feinbau der Gele aus Strin-
gen von Fadenmolekiilen, die sich vielseitig beriihren
(Haftpunkte) und so ein lockeres Netzwerk bilden. In
den Maschen dieser Lockerstruktur ist der groBe Was-
sergehalt der Gallerten gebunden.

Da es technisch unméglich ist, so diinne Schnitte
herzustellen, wie es die Elektronenmikroskopie ver-
langt, sind wir auf die Idee gekommen, Gelhdutchen
sich entwickeln zu lassen und diese zu untersuchen,
solange sie noch submikroskopisch diinn sind. Dies
ist uns bei den Zellulosefilmen gelungen, die von
gewissen Essighakterien (B. xylinum und B. zylinoi-
des) erzeugt werden. Diese Bakterien scheiden merk-
wiirdigerweise Zellulose aus, welche sie aus Zucker-
molekiilen aufbauen, und da die Zellulose wasser-
unloslich ist, schwimmt sie auf der Oberfliche der
Kulturlésung. LaBt man nun diesen zellulosischen
Oberflichenfilm auf eine Objekttragerfolie absitzen,
bevor er auf der Kulturflissigkeit iiberhaupt sicht-
bar ist, so besitzt er gerade die richtige Dicke, um

gute iibermikroskopische Bilder zu liefern. Bild 35
zeigt, wie das Zellulosegel dhnlich der Vanadin-
pentoxyd-Gallerte aus feinsten Strdngen besteht, die
sich gegenseitig Uiberkreuzen und ein lockeres Ge-
fige bilden.

Ein weiteres Ziel besteht nun im Nachweis solcher
lichtmikroskopisch unsichtbarer Strange in den Zell-
winden. Dies ist gelungen durch eine schonende
Zerfaserung von Zellulosefasern mittels Ultraschall-
wellen®. Eine dhnliche Zertrimmerung der Zell-
winde kann auch in der Kugelmiihle erreicht wer-
den; dabei wird die Wandstruktur jedoch schonungs-
los zerschlagen, so dal nur bestimmte Bruchstiicke
brauchbare Bilder liefern. Die kurzwelligen longi-
tudinalen Schwingungen, die durch einen Ultra-
schallerreger in einer. Fliissigkeit erzeugt werden
konnen, spalten Zellulosefasern ohne .irgendwelche
Querbriiche in immer feinere Fibrillen, Mikrofibril-
len und schlieBlich in allerfeinste Strange, die wir
als Micellarstrange bezeichnen. Bild 4 zeigt das Er-
gebnis einer solchen Beschallung. Es ist damit be-
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Bild 4. Elektronenmikroskopis.che Aufnahmen von beschallter Ra-
mie (a) und von Hanf (b). Vergriflerung 14 000mal.

1 Induni G., Das Schweizerische Elektronenmikroskop. Viertel-
jahresschrift der Naturforschenden Gesellschaft Ziirich. 90.181
(1945).

* Williams & Wickoff, Applications of Metallic Shadow Casting
to Mikroscopy. J. applied Physics. 17.31 (1946).

3 Frey-WyBling und Miihlethaler, Elektronenoptische Abbildung
des submikroskopischen Gel-Feinbaues. Vierteljahresschrift der Na-
turforschenden Gesellschaft Ziirich. 89.214 (1944).

4 Frey-WyBling, A. Submikroskopische Morphologie des Proto-
plasmas und seiner Derivate. Berlin 1938.

5 Frey-WyBling und Miihlethaler, Submicroscopic Structure of
Cellulose Gels. J. Polymer Science 4, 172 (1946).

8 Wuhrmann, Heuberger und Miihlethaler, Elektronenoptische
Untersuchungen an Zellulosefasern nach Behandlung mit Ultraschall.
Experientia 2, 105 (1946).

Die Aufnahmen 3 bis 5 sind mit dem Elektronenmikroskop der Firma
Triib, Téuber & Co., Ziirich, gemacht worden.
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wiesen, daBl in den Zellwdnden strangartige Bau-
elemente von unbestimmter Lange und 5-10 mp
Dicke auftreten.

Die erwahnten Beispiele zeigen, wie erst eine neue
Mikrotechnik aufgebaut werden muf}, um das Elek-
tronenmikroskop mit seiner bewundernswerten Lei-

stungsfahigkeit richtig auszuniitzen. Es ist nicht zu
vergleichen mit einer Lupe, unter die man beliebige
Objekte schieben und diese betrachten kann; sondern
bei jedem Objekt muB3 zuerst abgekldart werden, wie
es in einen Feinheitsgrad zerlegt werden kann, der
eine niitzliche Abbildung im Ubermikroskop erlaubt.

Uber Stachelhdiuter

PROF. DR. BERNHARD PEYER

Star-fish heilit der Seestern auf englisch, die Me-
duse der jelly-fish, der Krebs der craw-fish und cuttle-
JSish der Tintenfisch. Alle diese Tiere gehoren nicht
zu den Fischen im Sinne der Zoologie. Diese Namen
stammen aus alter Zeit; fir die volkstiimliche Zoo-
logie war eben alles, was im Wasser lebt, ein Fisch.
Auch im Deutschen gibt es @hnliches, z. B. den

Walfisch, der ein im Meere lebendes Sdugetier ist”

und dazu den Tintenfisch. Fur die Volkssprache ist
oft auch, was in der Luft fliegt, ein Vogel, wie z. B.
der Sommervogel und frither auch die Fliege; denn
in einem mittelalterlichen Verse heilit es von ihr:
Diu fliug ist, wirt der sumer haiz,
der chuenste vogel, den ich- waiz.

Bild 1: Schale eines rezenten Seeigels. Ansicht von oben.
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Die Seesterne und ihre Verwandten, die Schlangen-
sterne, die Seetgel, die Seelilien und die abenteuerlich
geformten Seewalzen kommen alle nur im Meere
vor. Fir das SuBwasser oder gar das Festland ist
offenbar ihre Organisation nicht geeignet. Gemein-
sam ist allen, so verschieden sie auch geformt sind,
der Besitz eines sogenannten W assergefaf-Systemes,
sowie eines Skelettes (Bild 1), das unter dem Mikro-
skop eine charakteristische feine Gitterstruktur auf-
weist. Alle diese genannten Formen werden deshalb
zum Tierstamm der Lchinodermen oder Stachelhduter
vereinigt.

Das Skelett scheint beim Seeigel oder beim See-
stern duBerlich zu liegen; in Wirklichkeit ist es von
Weichteilen bedeckt. Es liegt somit prinzipiell im
Innern des Korpers. Es setzt sich aus zahlreichen
Teilen zusammen, die entweder gegeneinander be-
weglich sind, wie bei Seestern und Seelilie, oder aber
einen starren Panzer bilden, wie beim Seeigel, bei
dem jedoch die Stacheln beweglich sind (Bild 2). Bei
den Seewalzen ist das Skelett bis auf wenige Stiicke
im Innern des Koérpers verschwunden. Verschieden
ist auch der Grad der Ortsbeweglichkeit. Manche
Seewalzen sind frei flottierende Tiere, andere krie-
chen auf dem Grunde; die Seclilien dagegen sind
meist mittels eines Stieles am Grunde verankert. Die
festsitzenden Formen ndhren sich von Plankton-
organismen, die durch eine von schlagenden Wim-
pern erregte Wasserstromung dem Munde zugefiihrt
werden. Andere, wie z. B. die Seesterne, sind Réu-
ber. Unser Réntgenbild (Bild 3) zeigt zwei See-
sterne, deren Magen ganz von Schalen von ge-
fressenen Weichtieren erfiillt sind. Unter den See-
igeln haben die einen ein kriftiges GebiB, die so-
genannte Laterne des Aristoteles, wihrend andere
als Schlammfresser keinen solchen Kauapparat be-
sitzen. Die ‘meisten Stachelhduter zeigen wie der
Seestern einen flinfstrahligen Bau. Sie wurden des-
halb frither mit den ebenfalls radidr gebauten See-
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