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Elektronenmikroskopische Techniken auf der Basis

der Gefrierfixation

Martin Miller

Das hdufigste Ziel einer elektronenmikrosko-
pischen Untersuchung biologischer Objekte
ist die Beschreibung von Strukturen im Hin-
blick auf deren Funktion. Im Bereiche der
Zellbiologie geht es z B. um die Frage, wie-
weit man aus dem elektronenmikroskopi-
schen Bild eines Zellorganelles auf seinen
momentanen Funktionszustand  schliessen
darf.

Die strukturelle Beschreibung von Zellen
und Geweben ist als Basis fiir Struktur/
Funktionsbeziehungen um so wertvoller, je
genauer, je absoluter die Strukturen be-
schrichen werden konnen. Ziel elektronen-
mikroskopischer  priparativer Weiterent-
wicklung muss deshalb die Suche nach We-
gen sein, die Objekte moglichst detailreich
und unverfilscht darzustellen.

Der erste Schritt dazu besteht im Abstoppen
der physiologischen Prozesse sowie in der
Stabilisierung der Strukturen, also in der
Fixation. Bei den konventionellen Verfahren
wird die Fixation auf chemischem Wege mit
Hilfe von Aldehyden und Osmiumtetroxid
durchgefithrt. Im Hinblick auf die oben er-
wihnten Ziele ergeben sich daraus einige
himitierende Probleme: Die Fixation verliuft
relativ langsam und nicht Gberall in der
Zelle gleichzeitig. Durch Verdnderungen der
Permeabilitit der Membranen entstehen
neue osmotische Verhdltnisse. welche die
Strukturen beeinflussen. Zudem konnen die
Membranen diffusible lonen und Makromo-
lekiile nicht mehr in ihren urspriinglichen
Zellkompartimenten zurtickhalten. Zellorga-
nelle, wie Mikrotobuli und andere Makro-
molekiile, werden unter dem Einfluss der
Fixationsmittel depolymerisiert.

Im Laufe der Zeit haben die Wissenschaftler
gelernt, die chemischen Fixationsbedingun-
gen einigen Fragestellungen optimal anzu-
passen.
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Gefrierfixation

Als Alternative zur chemischen Fixation bie-
tet die Gefrierfixation einige Vorteile, da sie
die urspriingliche Organisation der Zellkom-
ponenten beibehilt und da sie sehr schnell
erfolgt, also keine strukturellen und funktio-
nellen Anderungen wihrend der Fixation
stattfinden. Die strukturelle Integritit wird
Jedoch nur dann aufrechterhalten., wenn es
gelingt, das biologische Material so schnell
einzufrieren, dass dabei nur Mikroeiskristal-
le (vitrifiziertes Eis) in der Grésse von 10-
15 nm gebildet werden. Langsameres Fin-
frieren fithrt zu grosseren Eiskristallen, wiih-
rend deren Bildung sich die wiissrige Phase
von den darin geldsten Stoffen abtrennt:
Kleinere Zellorganelle, Makromolekiile, Sal-
ze u.d. werden an die Peripherie der Eiskri-
stalle gedringt und dort konzentriert, kleine-
re Zellorganelle werden unkenntlich ge-
macht, grossere deformiert.

Die notwendigen hohen Einfricrgeschwin-
digkeiten (5000 bis 10000 °C/sec.) kénnen
nur unter bestimmten Bedingungen erreicht
werden. Die Wirme kann der Probe nur
durch die Oberfliche entzogen werden. An
der Oberfliche ist die Gefriergeschwindig-
keit zwar sehr hoch. die schlechte Wirmeleit-
fahigkeit des Wassers reduziert jedoch die
Zone. in der die zur Erstarrung im mikrokri-
stallinen Zustand notwendige Gefrierge-
schwindigkeit erreicht werden kann. auf 3-
5 um. Unter optimalen Bedingungen (Pripa-
ratform. verwendetes Kihlmittel, Masse der
Objekttrager, Instrumentation) kann diese
Schicht auf etwa das Funf- bis Zehnfache
erweitert werden. Grossere Proben (z. B. Ge-
webe) konnen nur gefrierfixiert werden,
wenn die physikalischen Eigenschaften des
Wassers verdndert werden. Dies kann man
durch  Zugabe von Gefrierschutzmitteln
(Glycerin, Ethylenglycol. Dimethylsulfoxid.
Methanol u.d.) erreichen (Moor und Mih-




lethaler 1963). Es kann jedoch gezeigt wer-
den, dass die Zugabe von Gefrierschutz-
mitteln z. B. zur Umorganisation von Intra-
membranpartikeln fithren kann (Niedermer-
er und Moor 1976). Bet Mitochondrien kann
schon bei geringen (7%) Zugaben von Glyce-
rin ein Absinken der Atmungsrate festge-
stellt werden, und das elektronenmikroskopi-
sche Bild zeigt, dass sich die innere und die
dussere Mitochondrienmembran. vollstindig
voneinander getrennt haben (Maru 1977).
Derartige Einflisse der Gefrierschutzmittel
lassen sich teilweise durch chemische Vorfi-
xierung (mit  Glutaraldehyd) verhindern
(Edelmann und Morgenstern 1979). Dabei
fuhrt man jedoch wieder die eingangs er-
wihnten, unerwiinschten Strukturverinde-
rungen ein.

Eine andere, rein physikalische Methode zur
Veranderung der Eigenschaften des Wassers
besteht im Einfrieren der Proben unter ho-
hem Druck (2000 bar) (Moor 1971). Da-
durch wird der gleiche Effekt erzielt wie
durch die Zugabe von etwa 20% Glycerin.
Bis zu 300 pum dicke Proben konnen so
vitrifiziert werden.

Zur Herstellung optimal gefrorener Pripara-
te von biologischem Material, das als diinne
Schicht (10-40 pm) prapariert werden kann
(Einzelzellen, Mikroorganismen, Zellorga-
nelle, Membranvesikel etc.). haben wir
die Propan-jet-Gefrierapparatur entwickelt
(Miller et al. 1980). Dabei wird eine Suspen-
sion als diinne Schicht zwischen zwel sehr
leichte Kupferobjekttriger gebracht. Dieses
Sandwich (Fig. 1) wird sodann zwischen die
Diisen des Propan-jet-Gefrierers gebracht

und gleichzeitig von beiden Seiten mit fliissi-
gem Propan (— 185°C) beschossen. Dadurch
werden  Abkuihlgeschwindigkeiten  von
~ 10000 °C/sec. erreicht, was mit hoher Re-
produzierbarkeit zu vitrifizierten Priparaten
fithrt.

Zusammenfassend kann festgehalten wer-
den: Biologisches Material kann durch einfa-
ches Eintauchen in ein flisssiges Kiltemittel
maximal 5 pm von der Oberfliche objektein-
wirts mikrokristallin  eingefroren werden.
Durch optimierte Instrumentation (Propan-
jet-Gefrierer) kann diese diinne Schicht auf
ca. 50 pm ausgedehnt werden. Fiir grossere
Objekte miissen durch hohen Druck wih-
rend des Gefriervorganges die physikali-
schen Eigenschaften des Wassers verindert
werden.

Solcherart gefrorene Proben kdnnen mit Hil-
fe der Gefrierdtzung, sowie der Gefriersub-
stitution fur die Analyse im Elektronenmi-
kroskop vorbereitet werden.

Gefrieriitzung

Bricht man die gefrorenen Sandwiches
(Fig.2) bei tiefen Temperaturen im Hochva-
kuum auf, so verliuft der Bruch durch die
sprode. wissrige Schicht auf eine energetisch
moglichst giinstige Weise, am hiufigsten
durch den hydrophoben Teil der Membra-
nen. Durch Beschattung und Replikation
kann wichtige Information tber den Bau der
Membranen erhalten werden. Die Gefrier-
dtztechnik kann als rein physikalische Tech-
nik angesechen werden. Sie spielt deshalb

Fig. | zeigt, wic die Prapa-
rate zum Einfrieren im

Propan-jet-Gefrierer vor-
bereitet werden. Ein nor-
males  Objekttrigernetz-

chen (@ 2.3 mm) wird in
die  zu untersuchende
Suspension  ‘eingelauchi
und zwischen zwei Kup-
ferplatichen (0,08 mm
dick) gebracht. Es werden
ca. 1-2 pl Suspension be-
nétigt. Das Objekitriger-
netzchen dient als Ab-
standhalter zwischen den
Kupferplattchen, so dass
immer ecing  wissrige

/ Schicht konstanter Dicke
eingefroren werden kann
(F1g.2).
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Fig. 2 zeigt das Priparatsandwich, das, zwischen die
Diisen des Propan-jet-Gefrierers gebracht, beidseitig
mit flisssigem Propan (— 185°C) beschossen wird (Pfei]).
Werden die beiden Sandwichhilften im Hochvakuum
aufgebrochen, konnen die Objekte mit Hilte der Ge-
frieritztechnik analysiert werden. Im Substitutionsme-
dium aufgebrochen, kénnen die Proben mit Hilfe der
Gefriersubstitution far die Dannschnittechnik vorberer-
tet werden.

eine besonders wichtige Rolle als Kontroll-
technik bei der Ausarbeitung neuer Untersu-
chungsmethoden. Die Durchfithrung einer
Gefrieritzung sowie der aktuelle Stand der
Technik wurden anschaulich beschrieben
von W. Niedermeier (1977).

Gefriersubstitution

Auf rein physikalische Art gefrierfixierte
Proben kodnnen mit Hilfe der Gefriersubsti-
tution zur Einbettung in Epoxidharze und
damit zur Verarbeitung mit der Diinnschnitt-
technik vorbereitet werden. Bei tiefen Tem-
peraturen wird dabei das Eis unter gleichzei-
tiger chemischer Fixierung der unterkiihlten
Strukturen durch ein organisches Losungs-
mittel aufgeldst, also entwissert und zur
Einbettung in die hydrophoben Epoxidharze
vorbereitet. Die Gefriersubstitution, eine al-
te. aus der Lichtmikroskopie stammende
Technik, gewinnt seit dem Zurverfigungste-
hen verbesserter Gefrierfixationstechniken
zunehmend an Bedeutung. Die erfolgreiche
Durchfithrung  einer  Gefriersubstitution
hidngt vom Erfullen folgender Bedingungen
ab:
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Die Substitutionstemperatur muss so tief
sein, dass keine Rekristallisation. kein Eiskri-
stallwachstum in der urspriinghich mikrokri-
stallin gefrorenen Probe stattfindet. Diese
kritische Temperatur (Rekristallisationstem-
peratur) liegt bei biologischen Objekten 1m
allgemeinen bei ~807C bis —95°C (Moor et
al. 1973).

Das Substitutionsmedium muss als Basis ein
organisches Losungsmittel haben, das beil
diesen tiefen Temperaturen Eis auflosen
kann. Aceton. das meistens verwendet wird,
kann bei —80°C innerhalb zwei Tagen etwa
2% Wasser aufnehmen (Van Harreveld et al.
1965). Die Substitution ¢ines normalen Pri-
parates kann -2 Wochen dauern, was bei
der Verwendung von Methanol ber dersel-
ben Temperatur nur einige Stunden dauert.
Die Substitution in Aceton kann praktisch
nicht vollstindig bei tiefen Temperaturen
durchgefithrt werden. Sie wird meistens voli-
endet durch Erwdrmen der Proben auf
Raumtemperatur. Bei dieser Temperatur 16st
Aceton etliche Membranlipide heraus. Im
Gegensatz dazu kann die Substitution mit
Methanol bei tiefsten Temperaturen voll-
stindig durchgefihrt werden, so dass die
Proben mit Ausnahme des Einbettungsvor-
ganges immer unter ca. — 20°C bleiben.
Durch Zusidtze von Aldehyden, Osmiumte-
troxid und Uranylionen konnen die Struktu-
ren weiter stabilisiert werden. Wihrend die
Uranylionen vermuthich schon bei tiefen
Temperaturen wirksam sind, reagiert Os-
miumtetroxid mit ungesittigten Lipiden bei
—30°C erst langsam. Die Einbettung ist das
momentan noch grosste Problem. da wih-
rend der Infiltration des Plastiks und der
Polymerisation Temperaturen tiber 0°C an-
gewendet werden miissen. Neuere Untersu-
chungen zeigen jedoch Moglichkeiten der
Polymerisation beir —30°C (Carlemalm et al.
1980).

Seit zwei Jahren haben wir mit dem nachfol-
genden Rezept gute Ergebnisse mit Gewe-
ben, Mikroorganismen, Liposomen und Zeli-
organellen erzielt. Das Substitutionsmedium

Fig. 3. A zeigt die Gefrieritzung einer Baciliusspore. Die
Gefrierbruchaufnahme (1B) zeigt, dass die den Sporen-
kern umgebenden Membranen eine periodische Struk-
tar aufweisen. Dank der Gefriersubstitution kann diese
Pertodizitat auch im Querschnitt (1C) analysiert wer-
den. Die Balken entsprechen 200 nm.










besteht aus Methanol (Merck, p.a.) enthal-
tend 0,5% Uranylacetat, 3% Glutaraldehyd
und 1% Osmiumtetroxid. Die schnellgefrore-
nen Proben (~ 2 pl) wurden in 1 mi Substitu-
tionsmedium bei —85°C bis —~95°C ge-
bracht und da 6 bis & Stunden inkubiert.
Sodann wurde die Temperatur fir 6 bis 8
Stunden auf — 60°C erhoht. Nach weiteren 6
bis 8 Stunden bei —30°C wurde das Substi-
wutionsmedium durch kaltes (—30°C) was-
serfreies Aceton ersetzt. Das Aceton wurde
bei —30°C durch 30% Araldit/Epon in Ace-
ton ersetzt und zur Impregnation in den
Kithischrank (—4°C) gebracht. Die Polyme-
risation erfolgte bei 60°C. Um die Gefrier-
substitution als Routinemethode einzuset-
zen, haben wir einen Substitutionsautomaten
gebaut, der fiir drei frei wihlbare Tempera-
turen withrend frei withibaren Zeiten von 1-
10000 Minuten vorprogrammiert werden
kann.

Fig.3 und 4 zeigen einige Ergebnisse auf der
Basis der Gefnerfixation.

Der Vorteil der Gefriersubstitution liegt dar-
in, dass jede Probe identisch verarbeitet wer-
den kann. Auf der Basis der Gefrierfixation
entfillt die Notwendigkeit, die Osmolaritit
des verwendeten Fixationsgemisches den in-
dividuellen Objekten anzupassen. Zudem
konnen identisch fixierte Proben mit Gefrier-
dtzung und Gefriersubstitution vergleichend
analysiert werden.

Fig. 4 vergleicht konventionell chemisch fixierte Lym-
phocyten (A) mit Lymphocyten, die im Propanstrahl
gefroren und anschliessend gefriersubstituiert (B) wur-
den. Auffallend ist die stark verbesserte Strukturerhal-
wng der Cytoplasmakomponenten im Falle der gefrier-
substituierten Lymphocyten. Die Balken entsprechen
}um.
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