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1. Ziel der Arbeit. 
Unter den Methoden der Virusforschnng nehmen diejenigen eine her- 

vorragende Stellung ein, die der Erschliel]ung kleinster Dimensionen 
dienen. I)abei lassen sich unschwer zwei I-Iauptgruppen unterseheiden, 
deren eine sich indirekter Mel~verfahren bedient, vorwiegend der Zentri- 
fugiernng und Filtration, und deren zweite die direkte Beobt~ehtung mit 
abbildenden optisehen Methoden anwendet. Die zweite Gruppe war bis- 
her nach dem Bereich der erfal]baren Dimensionen begrenzt, da das 
Aufl6sungsverm6gen des Licht- und Ultraviolettmikroskops bei schiefer 
Beleuchtung nur bis 200 bzw. 100 m# reicht. I)ort, wo man diese Grenze 
mittels der Ultramikroskopie und auch der Fluoreszenzmikroskopie zu 
durehbrechen versuehte, ta t  man es unter Verzicht auf die Gewinnung 
geometrisch /ihnlicher Vergr61~erungen der Objekte. Unm6glieh blieb 
daher die exakte Erkennung von GrOSe und Form. Diese Grenze wurde 
erst fiberschreitbar, als man den gewohnten Weg, fiir mikroskopisehe 
Abbildungen Licht anzuwenden, verliel~ und mit Elektronenstrahlen und 
Magnetfeldern hoehvergrOl~ernde und hochauflOsende Abbildungsger/~te 
(t3bermikroskope) schuf, 1 2 deren Aufl6sungsverm6gen im Augenbliek 
bei 10 m# liegt. 

Es wiirde fiber den Rahmen dieses Aufsatzes hinausgehen,.wollten wir 
auf die Entwicklungsgeschichte und die sonstige Anwendbarkeit des 
Ubermikroskops ausffihrlich eingehen oder bereits jetzt  genaue An- 
gaben fiber das Arbeiten m i t  diesem Ger/~t machen. Wit wollen 
aber das Ubermikroskop und seine Wirkungsweise kurz beschreiben, 
die Unterschiede gegenfiber dem Lichtmikroskop herausarbeiten und 
die bisher auf dem Gebiet der Virusforschung erzielten Ergebnisse 
darstellen. 
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2. Das Mikroskop und seine Wirkungsweise. 

Das ~bermikroskop verwendet zur Abbildung der zu untersuchenden 
Objekte nicht Lichtstrahten, wie das gewShnliche Mikroskop, sondern 

Abb. 1. ~bermikroskop..M:it Strahlengang eines entsprechend aufgestellten Lichtmikroskops. 

Elektronenstrahlen. Als Linsen benutzt man keine geschliffenen Glas- 
kSrper, sondern geeignet geformte Magnetfelder. 

Abb. 1 zeigt die Ansicht des Ger~tes mit einem daneben dargestellten 
schematischen Strahlengang, wie er in einem entsprechenden Lichtmikro- 
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skop mit  Photoeinrichtung verlaufen wfirde. Die Elektronen treten oben 
aus einer Gliihkathode aus und werden durch eine Gleichspannung Us yon 
60000--80000 V auf etwa halbe Lichtgeschwindigkeit beschleunigt. Damit  
sie sich innerhalb des Ger~tes quasi-optisch, d. h. geradlinig, fortpflanzen, 
muB im Geriit ein Vakuum yon etwa 10 -4 m m  Hg herrschen; dieses 
Vakuum wird durch eine dauernd laufende Diffusionspumpe aufrecht er- 
halten. In  den Gang der Elektronen sind drei Linsen gebracht:  

1. Die Kondensorlinse, welehe die yon der G]iihkathode divergent aus- 
gehenden Elektronen auf das Objekt richter; 

2. die Objektivlinse, welche von dem Objekt in etwa iS--90facher 
VergrOBerung auf den Zwischenbildleuchtschirm das Zwischenbild wirft, 
das durch Fenster beobachtbar ist; 

3. die Projektionslinse, welche den jeweils durch ein Loch des Zwischen- 
bildleuchtsehirms durchfallenden Tell des Zwischenbildes nochmals bis 
330fach zum endgiiltigen Bild weitervergrOBert. 

Dieses endgiiltige Bild k a n n  man bei 1000--30000facher VergrOl3erung 
auf einem Leuchtsehirm betraehten, der unter dem Aufprall der Elektronen 
~hnlich aufleuchtet wie ein RSntgenschirm. Start  auf einen Leuchtschirm 
kann man das Bild auch direkt 
auf eine photographische Plat te  
fallen lassen und auf diese Weise 
festhalten. Die Expositionszeit 
betragt  etwa 1 Sekunde. 

])er Strahlengang im ~ber-  
mikroskop und der Aufbau der 
IAnsen sind in Abb. 2 schematiseh 
dargestellt. Die drei Linsen be- 
stehen aus runden, um die Ger/it- 
achse konzentrischen, yon Gleich- 
strom I in vielen Windungen 2g 
durchflossenen Spulen. I)iese sind 
mit einer Eisenkapsehmg ver- 
sehen, die sich beim Objektiv und 
bei der Projektionslinse in Pol- 
schuhe fortsetzt, die einander und 
der Achse sehr weir gen~hert sind. 
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Abb. 2. Strahlengang im l~bermikroskop. AbbiIdtmg 
dutch enge Biindel. 

Der eine Polschuh wird dadurch zum magnetischen Nordpol, der andere 
zum S/idpol; zwischen beiden bildet sich ein sehr kurzes, starkes, rotations- 
symmetrisehes Magnetfeld aus. Jedes Magnetfeld fibt auf ein fliegendes 
Elektron, das eine Ladung transportiert  und dadurch einen elektrischen 
Strom darstellt, eine Kraf t  aus und beeinfluBt so die Bahn des Elektrons. 
D~e Tatsaehe, dab ein Magnetfeld auf einen Strom eine Kraf t  ausfibt, ist 
yore Elektromotor her allgemein bekannt. In  unserem lWalle ist nun die 
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Wechselwirkung zwischen Magnetfeld und fliegendem Elektron im ein- 
zelnen recht verwickelt; insgesamt wirkt aber das Feld auf die Gesamtheit 
aller Elektronen so, wie eine Sammellinse auf Lichtstrahlen wirkt. Da 
durch die in Polschuhen endigende Eisenkapselung das magnetische Feld 
sowohl kurz als sehr stark ist, gelingt es, auch fiir schnelle Elektronen 
Brennweiten yon wenigen Millimetern zu erzielen, so dal~ bei m/~Biger 
L~tnge der Apparatur in jeder Stufe die oben angegebenen hohen Ver- 
grSgerungen erzielt werden k6rmen. 

Das Objekt ist kurz vor der Mittelebene des Objektivs angebraeht. 
Die vom Kondensor kommenden Elektronen treffen auf das Objekt unter 
einem sehr kleinen Winkel 2 .  ocg. In  Abb. 2 sind aus der ganzen 
Schar der Elektronen 4 Biindel herausgezeichnet, die 4 Punkte der Objekt- 
ebene treffen. In  Wirklichkeit wird ~eder Punkt  der Objektebene yon 
einem entsprechend schmMen Biindel bestrahlt. Von den 4 gezeichnetcn 
Biindeln in Abb. 2 treffen zwei den eigentlichen Objektbereich, 2 andere 
die Tr~gerblende. Darin, dal~ die Objektpunkte von engen Biindein 
bestrahlt werden, liegt ein wesentlicher Unterschied zur Lichtmikroskopie, 
bei der bekanntlich ein Kondensor das Objekt mit einem weiten Strahlen- 
biindel beleuchtet und um so besser ist, je grOBer seine Apertur ist, je 
gr6Ber also die Neigung der das Objekt erreichenden Strahlen gegen- 
einander ist. Praktisch liegt die geometrische Apertur der besten Lieht- 
mikroskopkondensoren bei 0,95 (numerisehe Apertur = 1,4), beim ~ber- 
mikroskop bei 0,001. 

Vom Objekt an sind in Abb. 2 nur noeh die EIektronenstrahlen ver- 
folgt, die von einem Objektpunkt ausgehen; entsprechende l~berlegungen 
gelten auch fiir die yon den anderen Objektpunkten ausgehenden Elek- 
~ronen. - -  Die vom Kondensor kommenden, auf das Objekt treffenden 
Elektronen werden je nach der am einzelnen Objektpnnkt vorhandenen 
Massendieke* (spezifisehes Gewicht ~ • Dicke x) zu einem gr6Beren oder 
kleineren Tell ihrer urspriinglichen Intensit~t aus ihrer urspriinglichen 
I~ichtung abgestreut. Ist  das Objekt an dem betreffenden Punkt  dick 
oder dicht, so werden relativ viel Elektronen um Winkel abgestreut, 
die groB sind gegen die Objektivblendenapertur: Cr diese Elektronen 
fallen dann nicht mehr durch die Objektivblende hindurch und k6nnen 
zur Bfldentstehung nicht beitragen; entsprechend bleiben bei den dicken 
oder dichten Objektstellen nur wenig Elektronen in einem gegen den 
nrspriinglichen Winkel 2 .  aK nur wenig vergrSgerten Winkel 2.  Cr 
enthalten ;8 dieser, yon nennenswerter Strahlungsdiehte erfiillte Winkel ~o 
entspricht optisch der Ob]ektivapertur, nich~ aber der durch die 
Objektivblende gegebenen Winkel aoB, den wir daher oben mit 

* Es ist m6glieh, dal~ bei den allein be~rachteten diinnen Sehichten 
auch die mittlere Ordnungszahl Z der das Objekt bildenden ehemischen 
Elemente auf das 5Ial~ der Abstreuung yon EinfluB ist. 
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Objek t ivb lendenaper tur  eingefiihrt haben. 4 W~hrend wir vom Lieht- 
mikroskop gewohnt sind, dab in die ganze ()ffnung der 0bjektiv- 
linse von jedem Objektpunkt her Licht einfKllt, das dann auf dem 
Bildpunkt focussiert wird, ist es hier nach Abb. 2 so, dal~ nur 
ein kleiner Bereich der Objektiv6ffnung yon Strahlung wesentlieher 
Intensit~t efffillt ist. B e i  den praktisehen Verh~tltnissen ist die yon 
Strahlung erfiillte ObjektiVaPer~ur Sr etwa 0,001, w~hrend die Objektiv- 
blendenapertur ~oB = 0,01; also linear 10mal grSl3er ist. 

Da nun infolge des Offnungsfehlers der Linse nur der Teil der Strahlung 
zum Bildpunkt focussiert wird, der sieh innerhalb des kleinen Winkels 2 ~o 
befindeb, und dieser Anteil mit steigender Massendieke des Objektes ab- 
nimmt, wird der einem dicken oder dichten Objektpunkt entsprechende 
Bildpunkt auf dem Leuehtsehirm dunkel sein. E i n  relativ dtinner oder 
wenig diehter Objektpunkt wird nur wenig Elektronen abstreuen; im 
Kernstrahl der Apertur ~o werden also relativ viel Elektronen erhalten 
geblieben sein, so da~ der diesem Objektpunk~ en~sprechende Bildpunkt. 
auf dem Leuchtschirm relativ hell ist. 

W~hrend man beim Lichtmikroskop bekanntlich dadurch scharf ein- 
stellt, daft man den Abstand des Objektivs vom Objekt mittels meehani- 
seher Verschiebung andert, bietet die Elektronenoptik die MSglichkeit, 
die Brennweite der Linsen selbst zu ~ndern, indem man die Beschleuni- 
gungsspannung U~ der Elekt~onen oder den Linsenstrom I ~ndert. Die 
Brennweite / einer Msgnetlinse ist n~mlieh in erster N~therung gegeben 
durch 

U~ 
/ = C . d .  I~.~V~'  

worin C eine Konstante und d der I)urchmesser der Polschuhe der Linse ....... 
bedeutet. Die Beziehung l~Bt erkennen, dab eine ErhShung der Beschleu- 
nigungsspannung U s der Elek~ronen die Brennweite erhOht und eine 
VergrSi3erung der Stromst~rke I der Linsenspule die Brennweite ver- 
kiirzt und umgek.ehrt. 

I)urch Drehen eines im Kreis der Kondensorspu]e ]iegenden Wider- 
standes kann man nun den Grad der Konzentrat ion des Strahls auf dem 
Objekt und damit die BildhelligkeR ~ndern. Durch Bet~tigen der Ob* 
jektivwiderst~nde stellt man das Bild schaff und dureh ~ d e r u n g  des 
Projektionsspulenwiderstandes erreieht man die gewiinschte Sekund~r- 
vergrSl~erung. Jedoch besteht auch wie beim Lichtmikroskop die MSg- 
liehkeit, den Abstand zwischen Objek~ und Objektiv zu ~ndern und damit 
die VergrSfterung in erster Stufe zu variieren. 

Die Abh~ngigkeit zwischen Brennweite, Strahlspannung und Spulen- 
strom zeigt, daft die Strahlspannung U~ und der Spulenstrom I sich nicht 
~ndern diiffen, wenn die Brennweite der Linsen und damit der optische 
Zustand des Brides sich nicht ~ndern soll. Dieser Umstand effordert, da~ 
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man die Spulenstr6me kr~ftigen Akkumulatoren entnimmt und fiir die 
Erzeugung der Hochspannung zwischen das normale Kraftnetz, das stets 
starken ~pannungsschwankungen unterworfen ist, und den Hochspan- 
nungstransformator sehr exakt arbeitende Regler setzt. Zu einer ~ber- 
mikroskopanlage geh6rt daher aul~er dem eigenthchen Ger~t noch eine 
gr6i3ere Akkumulatorenbatterie, eine Itochspannungsanlage mit Trans- 
formator, Gleichrichterventil und Beruhigungskondensatoren, eine Regel- 
einrichtung mit Schalttafeln, eine Vakuumanlage, bestehend aus rotie- 
render ()lpumpe und Hauptpumpe (Diffusionspumpe). 

Die Sehwierigkeiten, die dadurch gegeniiber dem Lichtmikroskop 
gegeben sind, dab sowohl das Objekt als auch die photographische Platte 
in das Vakuum hinein- und wieder herausgebraeht werden mfissen, ohne 
dal3 dadureh wesentlicher Zeitverlust entsteht, sind dadureh behoben, 
dab ffir beide Zwecke Sehleusen vorgesehen sind. man ist daher night 
gen6tigt, ]ewefls in die Apparatur Luft einzulassen, sondern l~Bt nur die 
kleinen, dem Schleusenvolumen entsprechenden Luftmengen eintreten, 
die yon der Pumpe aus der Schleuse schnell abgesaugt werden. Die 
Auswechslung eines Objekts kann man auf diese Weise in 1 Minute, 
die der Platte in 2 Minuten bewerkstelligen, Zeiten, die kaum die ent- 
sprechenden Zeiten beim Lichtmikroskop fibertreffen, und jedenfalls im 
Verh~ltnis zu den durch die Preparation und die iibermikroskopische 
Beobaehtung erforderliehen Zeiten ganz unbedeutend sind. 

Da das ~bermikroskop durehweg im Durchstrahlungsverfahren 
arbeitet, hat der Objekttr~ger die Form eines runden ~Metallscheibchens 
yon etwa 4 mm Durehmesser und 1/~ mm Dicke, das in der Mitre eine 
Bohrung tr~gt. Dieses Scheibchen nennen wir die Objekttr~igerblende. Sie 
wird an einer Patrone befestigt und mit dieser so eingesehleust, da]3 ihre 
Bohrung vor das Objektiv kommt und yon den Elektronen durehstrahlt 
wird. Der Bereieh der Blendenbohrung stellt das der Untersuchung zu- 
g~ngliehe Objektfeld dar. Das Feld wird fiberdeekt mit einem etwa 
0,01 # dieken Kollodiumfflm, der die Untersuchungsobjekte tr~gt. 

Der kleinste der im ~bermikroskop verwendeten Objektblenden- 
durehmesser betr~gt 0~03 ram. Dieses Ma~ legt das beobaehtbare Objekt- 
feld lest; es entsprieht bei maximaler liehtoptischer Vergr6i3erung noeh 
nieht dem ganzen Bfldfeld tines Okulars. Bei 27000faeher Vergr61]erung 
wiirde dem Objektfeld von 0,03 mm ein Bildfeld yon 80 cm entsprechen. 
Da das Format der verwendeten Platte nur 61/~ • 9 cm ist, war es nStig, 
eine Versehiebung des Objekts gegen das Objektiv vorzusehen. Diese 
Anordnung arbeitet ~hnlieh wie ein Kreuztisch des Lichtmikroskops nnd 
erlaubt es, w~hrend der Beobaehtung das gesamte Pr~parat abzusuehen. 
Diese MSglichkeit besteht aueh dann noch, wenn eine Objektblende yon 
0,3 mm Durehmesser verwendet wird, wenn das Pr~parat also den 
10faehen Durchmesser und so ein Bildfeld yon 8 m hat. 
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3. Das iibermikroskopische Priiparat und die Deutung seiner Bilder. 
Fiir die praktische Anwendung der Ubermikroskopie sind zwei Be- 

sonderheiten der zur Bflderzeugung angewandten Strahlen bestimmend: 
erstens kann der Elektronenstrahl nur sehr diinne Objektschichten durch- 
dringen, und zweitens gibt er in diesen dfinnen Schichten die Massen- 
verteilung wieder. 

Daraus ergeben sich neuartige Forderungen an die einzuschlagenden 
Pr~parationsverfahren und an die Auswahl der Untersuchungsobjekte. 

Ztm~chst daft der Objekttrager nicht ein dickes Gl~splattchen sein, 
sondern er mu~ aus einer ~uBerst dtinnen Haut  bestehen. Wie man 
solche Objek~tr~gerfilme, deren Dicke nur 1/2oo dtinnster Mikrotom- 
sehnitte betr~gt (10 m#), aus Kottodium 
oder Zaponlack herste]lt und auf die 
Objekttr~gerblende bringt, ist vor kur- 
zem genau beschrieben worden. 5 Abb. 3 
zeigt das iibermikroskopische Bild eines 
derar~igen Objekttr~gers, eines Films 
~us Zaponlack, der sich Ms vollkommen 
durchstratilbar und strukturlos erweist. 
Trocknet man auf ihm irgendwelche 
Untersuchungsobjekte auf, so kann man 
sioher sein, dal3 jede sichtbare Struktur 
dem aufgebrach~en Material angeh6rt. 
Damit sind alle Objekte der Unter- 
suchung zug~nglich, die aus einzelnen 
kleinen Teflchen bestehen. Schwieriger Abb. 3. Zaponlackfilm. Elektronenoptisch 

7 000 : 1. Rechts  oben bef indet  sich kein 
gestaltet sich jedoch die Strukturana- F~m im Strahlengang. 
lyse gr6Berer Gebilde. Mit der Ent- 
wicklung der ~bermikroskope, die beziiglich der optischen Auf- 
16sung das 20fache der Lichtmikroskope leisten, hat eine entsprechende 
Entwicklung leistungsf~higerer Mikrotome noch nicht Schritt gehalten, 
wenn auch effolgversprechende Ans~tze in dieser Richtung zu verzeichnen 
sind. 6 Der Forderung nach diinnen Objekten muB deshalb in anderer 
Weise Rechnung getragen werden. Am einfachsten untersucht man 
zun~chst fl~chenhafte Objekte, die yon Natur aus dtinner sind Ms Mikro- 
tomschnitte. Derartige Untersuchungen sind an Blutpl~ttchen gemeinsam 
mit C.H. Wolpers sehr eingehend vorgenommen worden und sollen an 
anderer Stelle mitgeteilt werden. Welter sind als geeignete Objekte 
Kapillarendothelien, Lungenalveolen u. dgl. anzusehen, sowie Objekte yon 
schwamm- oder wabenartiger Struk~ur, bei denen nicht die ganze Dicke 
eines Mikrotomschnitts yon der Substanz des Pr~parats erfiillt ist. 

Bei dickeren Gebilden, wie sie Zellen und Mikrotomschnitte der bisher 
tiblichen Dicke aus kompaktem Gewebe darstellen, ist die Entwicklung 

ArchW f, Vi ru~orschung  Bd.  I ,  H.  1. 11 
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von Differenzierungsverfahren durchzufiihren. Diese k6nnen darauf hin- 
zielen, durch Metallimpr~gnation die Dichte einzelner Objel~tteile zu er- 

h6hen. Wichtiger wird es jedoch sein, die 
Diehte oder Dicke dureh versehiedenartige Ver- 
fahren herabzusetzen. 

Schon jetzt lassen sieh hierfiir 3 versehiedene 
Wege angeben: Das HerauslSsen einzelner Zell- 
bestandteile dutch chemische Mittel, der /ermen- 
tative Abbau bestimmter Strukturanteile und die 
Mikroveraschung. Wenn es so gelungen ist, diinne 
und damit durchsichtige Pr~parate zu erhalten, 
so werden diese Wege fiir die Virusforschung 
die Untersuehung *con Einschluf~k6rperchen und 
intracellul/~ren Viruskolonien mOglich machen. 
Aus Studien an den yon sich aus diinnen 

AI,b. ~. BlutplKttchen. Elekt.ro- Thrombocyten wissen wir, da$ Anh~ufungen yon 
nenoptisch 10000: 1. Zellgranulationen, deren Aufbau stark an Virus- 

kolonien erinnert, gut dargestellt werden k6Imen 
(Abb. 4); dabei kSnnen jetzt die eine Viruskolonie aufbauenden Ele- 
mentarkSrper sehr viel kleiner sein als diejenigen, welche bisher im 
Lichtmikroskop gesehen wurden. ElementarkSrper erscheinen nieht nur 

als Beugungsscheibehen 
und infolgedessen auch 
nicht stets rund, sondern in 
ihrer tats/~chlichen Form. 
Die Granulationen in 
Abb. 4, welche zum Tei] 
deutlich die Form plumper 
St/~bchen haben, illustrie- 
ren diesen Vorteil einer 
Betrachtung mit hOherem 
AuflOsungsvermOgen. Die 
Abmessungen der Granula- 
tionen betragen 100 bis 
150 m# auf 200--250 m/~, 
also teilweise nur so viel 

Abb. 5. Protcusbaktcr icn .  Elektroncnol3tisch 9000 : 1. W i t  der mittlere Durch- 
messer des Virus der In- 

fluenza oder der vesicularen Stomatitis. Die Granulationen sind im Dunkel- 
feld des Liehtmikroskops mit dem Kardioidkondensor yon ZeiB noch als 
leuchtende Piinktchen zu erkennen. An biologischen Obj ektenl~Lgt sich auger 
an den hier dargestellten Granulationen das hohe AuflOsungsvermOgen des 
[~bermikroskops auch an ungef/~rbten Bakteriengeigeln zeigen 7 (Abb. 5). 
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Die Schwierigkeiten, diinne Schichten zur Untersuchung zu erhalten, 
werden um so geringer, je kleiner die 0bjekte selbst gewfi.hlt werden, d.h.  
ffir die Biologie, wenn man 
nicht Zellkomplexe, son- 
dern einzelne Bakterien~ 
ElementarkSrper oder 
schlie61ich Virusproteine 
w~hlt. Haben wir durch ge- 
eignete Auswahl Objekte 
gefunden, die durchstrahl- 
bar sind, so kann es 
trotzdem vorkommen, dal~ 
eine lichtoptisch bekannte 
Struktur im elektronen- 
optischen Bild fehlt oder 
umgekehrt. Der Grund 
solcher Erscheinungen ist 
darin zu sehen, dab einem Unterschied im lichtoptischen Brechungs- 
index oder in der Lichtabsorption kein Unterschied in der Massendicke 
entsprechen mu6. So zeigt Abb. 6 
das elektronenoptische Bild yon Coli- 
bacillen, in denen sich nach G. Piekarski s 
mit der Nuclealreaktion yon Feulgen 
Nucleoide nachweisen lassen. Diese 
heben sich jedoch im Bild der Massen- 
verteilung nicht in der erwarteten Weise 
ab. Man kSnnte bei der groBen Dichte 
der Bakterien vermuten, dab die Durch- 
dringung mit  Elektronenstrahlen un- 
geniigend w~re. Dies trifft  jedoch nicht 
in jedem Falle zu. Neben den in Abb. 7 
dargestellten Prodigiosusbakterien lie- 
gem sehr viel kteinere, nahezu punkt-  
fSrmige Gebilde auf dem Tr~gerfilm, 
BegleitkSrper, deren Natur  noch un- 
bekannt ist. Diese sind, wenn man di~, 
photographische Platte daraufhin genall 
ansieht, auch in den yon dichten Bak- 
terienteflen bedeckten Bereichen zu 

Abb. 7. Prodigiosusbakterien. Elcktronen- 
sehen und werden durch ein geeignetes optisch 6000 : 1. 
Kopierverfahren in der verggSBerten Re- 
produktion wiedergegeben (Abb. 8). Die Punkte wurden somit durch die 
Bakterien hindurch noch abgebildet. Leichter sieht man den gleiehen Effekt 

11" 
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in den weniger dichten Teilen, wie es Abb. 7, ein Kontaktabzug der Platte 
von Abb. 8, und auch Abb. 9 erkennen l~$t. Wenn also die yon Piekarski 
naehgewiesenen ,,Nucleoide" gegen ihre Umgebung aueh nur einen 
~assendieken-Untersehied h~tten, der dem der BegleitkOrper gegen die 
Folie entsprieht, so miil~te sieh dieser Unterschied in Abb. 6 der Coll. 
bakterien abzeiehnen. Da dies nieht der Fall ist, kann man bei dem hier 
vorliegenden S tamm und der untersuehten Altersstufe der Kul tur  auf 
Gleichheit der Massendieke yon Kernbezirk (Nueleoid) und Umgebung 
sehliel~en. 

Aueh im Kinbliek auf das versehiedene Verhalten im Licht- bzw. 
Ultraviolettlicht haben wir die Abb. 7--9  yon Bacillus prodigiosus gezeigt, 

Abb.8 .  Prodigiosusbakter iem Elektronenoptisch 6000 : 1, Gesamtvergr .  12000 : 1. 

weil hier ein gewisser Vergleich mit den Dunkelfeld-Ultraviolettaufnahmen 
yon I.  E. Barnard 9 und den ttellfeld-Ultraviolettaufnahmen yon G. Pie- 

karski 1~ mSglieh ist. Auf den Abbildungen beider Autoren sind die Um- 
risse 1/inglich gestreckter und in Teilung begriffener Formen zu sehen; 
augerdem erkennt man an einigen Keimen im Dunkelfeld stark leuch- 
tende polare Enden und an anderen leuehtende, im Innern iiegende Punkte.  

I m  Hellfeld sind infolge der spezifisehen Absorption des ultravioletten 
Liehts dureh die Thymonueleins/~uren die ,,Nucleoide" als dunklere 
ZeUteile zu sehen. Vergleiehen wir die Bflder yon Barnard und Piekarski 
mit unseren elektronen optischen, so fiillt sofort auf, dab aueh wit an den 
im Ultraviolettmikroskop hervortretenden Orten Besonderheiten der 
Struktur erkennen. Die polaren Enden erseheinen hgufig bei Bakterien 
aus jungen Kulturen hell, die sich teilende Mittelzone dunkel (Abb. 7). 
Bei i~lteren Kulturen (Abb. 9) sehen wit einige Bakterien, die zwei 
dunkle, kernartige Gebilde im Innern erkennen lassen. Bei anderen 
Keimen beobachten wit noeh die bereits aus der jungen Kul tur  bekannte 
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polare Aufhellung. Wie die Beziehung zwiscl~en den im U]$raviolett- 
mikroskop uhd im Obermikroskop sichtbaren Strukturen sind, und wie 
weir sie als Kern~quivalente gedeutet werden kSnnen, wird in Gemein- 
schaft mit G. Pie~rsk i  ausffihrlich er6rtert  werden. Zweifellos l~Bt sieh 
im ~bermikroskop wegen des h6heren Aufl6sungsverm6gens eine genauere 
Aussage fiber die 6rtliche Lagerung und die Form der dichten Gebiete 
innerhalb des Bacteriums maehen. In  einer weiteren Beziehung vermag 
das Ubermikroskop ebenso noch mehr darzus.tellen, indem es in der Um- 
gebung der Bakterien Begleitk6rper yon 15--50 m;u Durchmesser zeigt, 
die, wie wir aus einem groBen Untersuchungsmaterial wissen, gerade 
bei Prodigiosusbakterien besonders charakteristisch sind. 

Abb. 9. Prodigiosusbakterien. Elektronenoptisch 6000 : 1. 

Der Vergleich mit dem Ultraviolettmikroskop wire  nieht vollst~ndig, 
wollten wir nicht auf die biologische Wirkung beider Strahlenarten hin- 
weisen. Seit den Untersuchungen yon M. Knorr und H. Ru /n  wissen 
wir, dab Elektronenstrahlen die Bakterien schnell abtSten. Eine Form- 
~nderung oder ~mderung der Struktur konnten wir bei diesem Vorgang 
bisher nieht feststellen, doeh nehmen die Zellen bei l ingerer Bestrahlung 
eine zarte br~unlich6 Farbe an. Im ultravioletten Licht sterben die 
Bakterien ebenfalls, wenn auch.langsamer, ab (vgl. Piekarsl~i 1~ Abb. 2). 

4. Die Virusforsehung. 
Bereits bei der Ultraviolettmikroskopie wird es yon Barnard Ms er- 

wfinseh* betrachtet, bei der I)arstellung yon Elementark6rpern das 
GewebeeiweiB m6glichs$ zu entfernen. In sehr viel h6herem AusmaB 
tr i t t  diese Forderung bei der fibermikroskopischen Untersuchlmg auf. 
Hier is$ es, wenn man Bilder gr61~ter Klarheit und Sch/irfe erhalten will, 
notwendig, auBer dem GewebeeiweiB aueh jeden Salzgehalt zu beseitigen, i2 
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Stellt man eine Suspension yon ElementarkSrpern der Vaccine nach 
Par/cer und Rivera 13 in 0,004 molarem Zitronens~ure-Phosphatpuffer her 

und prtift das Pr~parat  dureh Far- 
bung naeh Herzberg oder Morosow, 
so kommt  man nach einiger Ubung 
zu einem Reinheitsgrad, der dem- 
jenigen der Abbildungen yon Parker 
und Rivers oder aueh yon Smadel 
und Wall 14 entspricht. 

In  der iibermikroskopischen 
Abbildung genfigt jedoch die ge- 
tinge ~enge yon Puffersubstanz, 
welche mit dem Viruspr~parat 
auf dem Kollodiumfilm auftrock- 
net, urn eine ]dare BeurteiIung 

Abb. 10. 0,004 molare Dinat r iumphosptmti6sung,  der Elemen~ark6rper unm6glich zu 
als Tropfen aufgetrocknet .  ]glektronenoptisch maehen. Die Salze k6nnen um 

27000 : 1. 
die Elementark6rper auskristalli- 

sieren 12 oder auch ohne erkennbare charakteristische Kristallform 
den Tr~gerfilm bedecken. Abb. l0 zeigt cine Auftrocknung yon 0,004 
molarem Dinatriumphosphat ohne Virus. Naeh Entfernung der Salze 

Abb. 11. l~lementarkiSrper der Pocken.  Elektronen- 
optisch 23 000 : 1. 

Abb. 12, ]~lementark6rper tier Pocken.  
]Elektronenop%isch 23 000 : 1. 

durch Dialyse der Suspension oder Waschen in destilliertem Wasser 
sieht man die ElementarkSrper der Vaccine einzeln oder zu Gruppen zu- 
sammengelagert aufgetrocknet auf dem Film liegen. Bei den Abb. I1 
und 12 is~ hervorzuheben, dab die einzelnen ElementarkSrper keineswegs 



Die Bedeutung der Ubermikroskopie fiir die Virusforschung. 167 

immer vollkommen rund bzw. kugelig sind. Ferner f~llt auf, dab der 
t~einheitsgrad der Pr~parate bei der strengen Prfifung, die mit dem ~ber- 
mikroskop m6glich ist, in 3 Punkten noch nicht befriedigt. Der Tr~ger- 
film zeigt erstens zwisehen den Paschensehen K6rperehen nieht die 
v611ige Strukturlosigkeit des unbesehickten Films yon Abb. 3. Zweitens 
zeigen sieh neben den Elementark6rperehen noch etwa gleiehgroBe, ver- 
waschene Gebilde, wahrscheinlieh Zelltrfimmer, die man nicht als Virus 
anspreehen kann, und sehlieBlieh sind die Elementark6rper h~ufig aggre- 
giert. Am leichtesten dfirften bei weiterer Verbesserung der Pr~parations- 
verfahren die kleinsten Beimengungen zur Virussuspension zu beseitigen 
sein; schwieriger wird sieh die Beseitigung der Zelltrfimmer yon Virus- 
gr613en erweisen und die Gewinnung von Suspensionen oder Auftrock- 
nungen, in denen keine Aggregate vorliegen. Die Zusammenlagerung 
mehrerer Elementark6rper kann noch aus der intracellul~ren Virus- 
kolonie stammen, sie kann aber auch sekund~r bei der Behandlung mit 
destilliertem Wasser entstanden sein, dessen aggregierende Wirkung be- 
kannt ist, oder erst beim Auftrocknen effolgen. Bis jetzt haben sieh 
Anhaltspunkte zur Entscheidung dieser Frage nicht ergeben. Nicht alle 
Pr~parate zeigen die Neigung zu aggregieren in gleieh starker Weise. 

Von Krause 15 sind Teilungsformen yon Vaecinek6rperehen naeh 
elektronenoptisehen Bildern gezeichnet worden, die wir allerdings hie 
linden konnten. 16 Die Frage, ob solche Teflungsformen sieh mit Sieherheit 
werden erkennen lassen, und ob sie Beziehungen zu Teilungsformen der 
Bakterien haben, ist von entscheidender Wiehtigkeit fiir die Stellung der 
grol3en Virusarten im System der Mikroorganismen. Die Arbeiten, welche 
zur v611igen l~eindarstellung der ganzen Gr6Benskala der Elementar- 
k6rper noch erforderlich sein werden, gewinnen fiber die Kl~rung der 
~orphologie hinaus Interesse, weft gute Reinpr~parate die sieherste 
Unterlage bflden ffir Untersuchungen der Chemie der Elementark6rper, 
ihrer Empfindliehkeit gegen ehemische und physikalisehe Einflfisse und 
ihrer serologisehen Eigenschaften. Sie bilden eine der Voraussetzungen, 
die erffillt sein mfissen, wenn wir dem Wesen des Virus n~herkommen 
wollen. Mit keiner Methode ist jedoch der Reinheitsgrad eines Virus- 
pr~parats besser zu beurteilen als dureh die ~bermikroskopie. 

Betraehten wir die GrSl3en der heute bekannten Virusarten 1~ unter 
der Voraussetzung, dal3 die indirekten GrSI3enbestimmungen dureh Ultra- 
zentrifuge und Ultrafilter riehtig sind, so zeigt sich, dab keine GrSBen 
vorliegen, die wesentlieh unter 10 m# reiehen. Dieses MaB ist auch das 
zur Zeit erreichte AuflOsungsvermSgen des Ubermikroskops, wobei hinzu- 
zuffigen ist, dab ~ls einzelner Punkt oder F~den noeh Gebilde erk~nnt 
werden, welche die H~lfte des AuflSsungsvermSgens betragen. Ffir die 
Virusforsehung bedeutet diese Tatsache, dal3 der Begri]] des ultravisiblen 
Virus nicht mehr zu Recht besteht. 
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Kleinste Virusarten (Virusproteine) mfissen zur sicheren fibermikro- 
skopischen Darstellung in noch h6herem MaBe als groBe im Reinpr~parat 

vorliegen. Diese Reindarstellung ist 
seit W. M. Stanley is beim Tabak- 
mosaikvirus m6glich und j etzt dutch 
die Arbeiten yon E. P/ankuch und 
G. A.  Kausche 19 noch verbessert wor- 
den. 5lit diesen gemeinsam 20 konnte 
das Virus der Tabakmosaikkrank- 
heir und das Kartoffel-X-Virus einer 
genuuen Strukturanalyse unterwor- 
fen werden; dabei erweitert sich die 
elektronenoptische Betrachtung der 
einzelnen Viruselemente infolge der 
Eigenart des iibermikroskopischen 

Abb. 53. Kartoffel-X-Virus. Elektronenoptisch Pr/~paratszueinerAnalysedesVirus- 
u5000: 1. trockengels, da nach dem Auftrock- 

hen der Virusl6sung (Sol) auf dem 
Objekttr/~gerfflm je nach der vorliegenden Viruskonzentration nicht 
Einzelelemente, sondern zusammenh~ngende, gerichtete Strukturen den 
Film bedecken. Eine solche Gelstruktur vom Kartoffel-X.Virus zeigt 
Abb. 13 und einzelne Virusfi~den yore Tabakmosaikvirus Abb. 14. Der 
Elementark6rper des aktiven Tabakmosaikvirus konnte in der genannten 
Arbeit yon Kausche, P/ankuch und H. R~slca 2~ als ein langgestreckter 

K6rper yon etwa 15 m# Durchmesser 
und 300 bzw. 150 m# L~nge bestimmt 
werden. Beziiglich der Einzelheiten 
(tieser Untersuchungen sei auf die 
Originalarbeit verwiesen. 

Dem Direktor der I. Medizini- 
schen Klinik der CharitY, Herrn 
Prof. Dr. R. Siebeck danken wir ffir 
sein vorausschauendes Eintreten ftir 
(lie Anwendung des Ubermikroskops 
~uf dem Gebiet der Biologie. 

Zusammenfassung. 
Abb. 14. Tabakmo~aikvirus, Elektronenoptisch ES wh'd die Stellung der Uber- 

20 000 : 1. 
mikroskopie zu den bisherigen Ver- 

fahren der Virusforschung besprochen. Das Gers die Grundzfige seiner 
Optik und der Vorgang der Bfldentstehung werden geschildert. Aus den 
physikalischen Bedingungen der Bildentstehung werden Aifforderungen 
an das iibermikroskopische Pr~parat abgeleitet und Methoden er6rtert, 
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w e l c h e  d iese  A n f o i d e r u n g e n  zu  e r f i i l l en  g e s t a t t e n .  A n  H a n d  n e u e r  f iber-  

m i k r o s k o l 0 i s c h e r  B i l d e r  y o n  B a k t e r i e n  m i t  i n n e r e n  S t r u k t u r e n  w i r d  

e in  V e r g l e i c h  m i t  B i l d e r n  d e r  U l t r a v i o l e t t m i k r o s k o p i e  d u r c h g e f f i h r t .  

A l s  A n w e n d u n g  des  G e r s  a u f  d ie  V i r u s f o r s c h u n g  w e r d e n  n e u e  B i l d e r  

v o m  1 ) o c k e n v i r u s  sowie  v o m  V i r u s  d e r  K a r t o f f e l - X -  u n d  d e r  T a b a k -  

m o s a i k k r a n k h e i t  geze ig t .  D a m i t  s i n d  V i r u s p r o t e i n e  s i c h t b a r  g e m a c h t ,  

so d a b  d e r  B e g r i f f  de s  ul t rav i s ib len  V i r u s  n i c h t  m e h r  l ~ n g e r  b e r e c h t i g t  fist. 
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