Aus der 1. med. Universitédtsklinik der Charité, Berlin und dem Laboratorium
fiir Elektronenoptik der Siemens & Halske A. G., Berlin-Siemensstadt.

Die Bedeutung der Ubermikroskopie fiir die
Virusforschung.

Von

Helmut Ruska, Bodo v. Borries und Ernst Ruska, Berlin.
Mit 14 Abbildungen.

1. Ziel der Arbeit.

Unter den Methoden der Virusforschung nehmen diejenigen eine her-
vorragende Stellung ein, die der ErschlieBung kleinster Dimensionen
dienen. Dabei lassen sich unschwer zwei Hauptgruppen unterscheiden,
deren eine sich indirekter MeBverfahren bedient, vorwiegend der Zentri-
fugierung und Filtration, und deren zweite die direkte Beobachtung mit
abbildenden optischen Methoden anwendet. Die zweite Gruppe war bis-
her nach dem Bereich der erfalbaren Dimensionen begrenzt, da das
Auflosungsvermogen des Licht- und Ultraviolettmikroskops bei schiefer
Beleuchtung nur bis 200 bzw. 100 my reicht. Dort, wo man diese Grenze
mittels der Ultramikroskopie und auch der Fluoreszenzmikroskopie zu
durchbrechen versuchte, tat man es unter Verzicht auf die Gewinnung
geometrisch dhnlicher VergroBerungen der Objekte. Unmoglich blieb
daher die exakte Erkennung von GréBe und Form. Diese Grenze wurde
erst iiberschreitbar, als man den gewohnten Weg, fiir mikroskopische
Abbildungen Licht anzuwenden, verliel und mit Elektronenstrahlen und
Magnetfeldern hochvergroBernde und hochauflésende Abbildungsgerite
(Ubermikroskope) schuf! 2 deren Auflosungsvermégen im ‘Augenblick.
bei 10 my liegt. '

Es wiirde iiber den Rahmen dieses Aufsatzes hinausgehen, wollten wir
auf die Entwicklungsgeschichte und die sonstige Anwendbarkeit des
Ubermikroskops ausfiihrlich eingehen oder bereits jetzt genaue An-
gaben iiber das Arbeiten mit - diesem Geridt machen. Wir wollen
aber das Ubermikroskop und seine Wirkungsweise kurz beschreiben,
die Unterschiede gegeniiber 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 Ubermikroskop verwendet zur Abbildung der zu untersuchenden
Objekte nicht Lichtstrahlen, wie das gewohnliche Mikroskop, sondern

Abb. 1. Ubermikroskop. Mit Strahlengang eines entsprechend aufgesteliten Lichtmikroskops.

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

Abb. 1 zeigt die Ansicht des Gerites mit einem daneben dargestellten
schematischen Strahlengang, wie er in einem entsprechenden Lichtmikro-
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skop mit Photoeinrichtung verlaufen wiirde. Die Elektronen treten oben
aus einer Glithkathode aus und werden durch eine Gleichspannung U, von
60000—80000 V auf etwa halbe Lichtgeschwindigkeit beschleunigt. Damit
sie sich innerhalb des Gerites quasi-optisch, d. h. geradlinig, fortpflanzen,
muB} im Gerdt ein Vakuum von etwa 10-¢mm 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, welche die von der Glithkathode divergent aus-
gehenden Elektronen auf das Objekt richtet;

2. die Objektivlinse, welche von dem Objekt in etwa 15—90facher
Vergroferung auf den Zwischenbildleuchtschirm das Zwischenbild wirft,
das durch Fenster beobachtbar ist;

3. die Projektionslinse, welche den jeweils durch ein Loch des Zwischen-
bildleuchtschirms durchfallenden Teil des Zwischenbildes nochmals bis
330fach zum endgiiltigen Bild weitervergréBert.

Dieses endgiiltige Bild kann man bei 1000—30000facher VergrofSerung
auf einem Leuchtschirm betrachten, der unter dem Aufprall der Elektronen
dhnlich aufleuchtet wie ein Rontgenschirm. Statt auf einen Leuchtschirm
kann man das Bild auch direkt '

. . Kathode
auf eine photographische Platte
fallen lassen und auf diese Weise Henaensor
festhalten. Die Expositionszeit by My
betragt etwa 1 Sekunde.

Der Strahlengang im Uber- '
mikroskop und der Aufbau der Ojekr
Linsen sind in Abb. 2 schematisch o ende
dargestellt. Die drei Linsen be- In ¥
stehen aus runden, um die Gerét-
achse konzentrischen, von Gleich- Zwischentiid

strom I in vielen Windungen ¥ ProjeKtionsiinse

durchflossenen Spulen. Diese sind , ;’i Grende
mit einer FEisenkapselung ver- o
sehen, die sich beim Objektiv und ndbild

bei der Projektionslinse in Pol-  ,pp, 5 seraniengang im Ubermikroskop. Abbildung
schuhe fortsetzt, die einander und durch enge Biindel.

der Achse sehr weit genibert sind.

Der eine Polschuh wird dadurch zam magnetischen Nordpol, der andere
zum Siidpol; zwischen beiden bildet sich ein sehr kurzes, starkes, rotations-
symmetrisches Magnetfeld aus. Jedes Magnetfeld iibt auf ein fliegendes
Elektron, das eine Ladung transportiert und dadurch einen elektrischen
Strom darstellt, eine Kraft aus und beeinflufit so die Bahn des Elektrons.
Die Tatsache, daB ein Magnetfeld auf einen Strom eine Kraft ausiibt, ist
vom Elektromotor her allgemein bekannt. In unserem Falle 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 von wenigen Millimetern zu erzielen, so daB bei maBiger
Linge der Apparatur in jeder Stufe die oben angegebenen hohen Ver-
groflerungen erzielt werden kénnen.

Das Objekt ist kurz vor der Mittelebene des Objektivs angebracht.
Die vom Kondensor kommenden Elektronen treffen auf das Objekt unter
einem sehr kleinen Winkel 2.xg. In Abb. 2 sind aus der ganzen
Schar der Elektronen 4 Biindel herausgezeichnet, die 4 Punkte der Objekt-
ebene treffen. In Wirklichkeit wird jeder Punkt der Objektebene von
einem entsprechend schmalen Biindel bestrahlt. Von den 4 gezeichneten
Biindeln in Abb. 2 treffen zwei den eigentlichen Objektbereich, 2 andere
die Tragerblende. Darin, daB die Objektpunkte von engen Biindeln
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 grofer seine Apertur ist, je
grofler also die Neigung der das Objekt erreichenden Strahlen gegen-
einander ist. Praktisch liegt die geometrische Apertur der besten Licht-
mikroskopkondensoren bei 0,95 (numerische Apertur = 1,4), beim Uber-
mikroskop bei 0,001.

Vom Objekt an sind in Abb. 2 nur noch die Elektronenstrahlen ver-
folgt, die von einem Objektpunkt ausgehen ; entsprechende Uberlegungen
gelten auch fiir die von den anderen Objektpunkten ausgehenden Elek-
tronen. — Die vom Kondensor kommenden, auf das Objekt treffenden
Elektronen werden je nach der am einzelnen Objektpunkt vorhandenen
Massendicke* (spezifisches Gewicht 9 X Dicke z) zu einem groferen oder
Kleineren Teil ihrer urspriinglichen Intensitit aus ihrer urspriinglichen
Richtung 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: oop; diese Elektronen
fallen dann nicht mehr durch die Objektivblende hindurch und kénnen
zur Bildentstehung nicht beitragen; entsprechend bleiben bei den dicken
oder dichten Objektstellen nur wenig Elektronen in einem gegen den
urspriinglichen Winkel 2.xz nur wenig vergroBerten Winkel 2. xq
enthalten ;? dieser, von nennenswerter Strahlungsdichte erfiillte Winkel o
entspricht optisch der Objektivapertur, nicht aber der durch die
Objektivblende gegebenen Winkel opp, den wir daher oben mit

* Es ist moglich, da bei den allein betrachteten diinnen Schichten
auch die mittlere Ordnungszahl Z der das Objekt bildenden chemischen
Elemente auf das MaB der Abstreuung von EinfluB ist.
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Objektivblendenapertur eingefithrt haben* Wahrend wir vom Licht-
mikroskop gewohnt sind, daf in die ganze Offnung der Objektiv-
linse von jedem Objektpunkt her Licht einfillt, das dann auf dem
Bildpunkt focussiert Wird, ist es hier mach Abb.2 so, daB nur
ein kleiner Bereich der Objektivéffnung von Strahlung wesentlicher
Intensitiat erfiillt ist. Bei den praktischen Verhiltnissen ist die von
Strahlung erfiillte Objektivapertur oy etwa 0,001, wihrend die Objektiv-
blendenapertur opp = 0,01, also linear 10mal groBer ist.

Da nun infolge des Offnungsfehlers der Linse nur der Teil der Strahlung
zum Bildpunkt focussiert wird, der sich innerhalb des kleinen Winkels 2 o
befindet, und dieser Anteil mit steigender Massendicke des Objektes ab-
nimmt, wird der einem dicken oder dichten Objektpunkt entsprechende
Bildpunkt auf dem Leuchtschirm dunkel sein. Ein relativ dinner oder
wenig dichter Objektpunkt wird nur wenig Elektronen abstreuen; im
Kernstrahl der Apertur «p werden also relativ viel Elektronen erhalten
geblieben sein, so dall der diesem Objektpunkt entsprechende Bildpunkt
auf dem Leuchtschirm relativ heli ist.

Wihrend man beim Lichtmikroskop bekanntlich dadurch scharf ein-
stellt, daB man den Abstand des Objektivs vom Objekt mittels mechani-
scher Verschiebung andert, bietet die Elektronenoptik die Moglichkeit,
die Brennweite der Linsen selbst zu dndern, indem man die Beschleuni-
gungsspannung U, der Elektronen oder den Linsenstrom I dndert. Die
Brennweite f einer Magnetlinse ist nimlich in erster Niherung gegeben
durch :

U,
fzo.d--‘l—z‘:‘ﬁ,

worin C eine Konstante und d der Durchmesser der Polschuhe der Linse ™

bedeutet. Die Beziehung 1aft erkennen, daf} eine Erhohung der Beschleu-
nigungsspannung U, der Elektronen die Brennweite erhoht und eine
Vergroflerung der Stromstéirke I der Linsenspule die Brennweite ver-
kiirzt und umgekehrt. .

Durch Drehen eines im Kreis der Kondensorspule liegenden Wider-
standes kann man nun den Grad der Konzentration des Strahls auf dem
Objekt und damit die Bildhelligkeit dndern. Durch Betédtigen der Ob-
jektivwiderstinde stellt man das Bild scharf und durch Anderung des
Projektionsspulenwiderstandes erreicht man die gewiinschte Sekundér-
vergroflerung. Jedoch besteht auch wie beim Lichtmikroskop die Mog-
lichkeit, den Abstand zwischen Objekt und Objektiv zu indern und damit
die Vergroferung in erster Stufe zu variieren.

Die Abhéngigkeit zwischen Brennweite, Strahlspannung und Spulen-
strom zeigt, daB die Strahlspannung U, und der Spulenstrom I sich nicht
sndern diirfen, wenn die Brennweite der Linsen und damit der optische
Zustand des Bildes sich nicht dndern soll. Dieser Umstand erfordert, daB
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man die Spulenstrome kriftigen Akkumulatoren entnimmt und fir die
Erzeugung der Hochspannung zwischen das normale Kraftnetz, das stets
starken Spannungsschwankungen unterworfen ist, und den Hochspan-
nungstransformator sehr exakt arbeitende Regler setzt. Zu einer Uber-
mikroskopanlage gehort daher aufler dem eigentlichen Gerdt noch eine
groflere’ Akkumulatorenbatterie, eine Hochspannungsanlage mit Trans-
formator, Gleichrichterventil und Beruhigungskondensatoren, eine Regel-
einrichtung mit Schalttafeln, eine Vakuumanlage, bestehend aus rotie-
render Olpumpe und Hauptpumpe (Diffusionspumpe).

Die Schwierigkeiten, die dadurch gegeniiber dem Lichtmikroskop
gegeben sind, daB sowohl das Objekt als auch die photographische Platte
in das Vakuum hinein- und wieder herausgebracht werden miissen, ohne
dal dadurch wesentlicher Zeitverlust entsteht, sind dadurch behoben,
daB fiir beide Zwecke Schleusen vorgesehen sind. Man ist daher nicht
gendtigt, jeweils in die Apparatur Luft einzulassen, sondern 148t nur die
kleinen, dem Schleusenvolumen entsprechenden Luftmengen eintreten,
die von 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 iibertreffen, und jedenfalls im
Verhiltnis zu den durch die Priparation und die iibermikroskopische
Beobachtung erforderlichen Zeiten ganz unbedeutend sind.

Da das Ubermikroskop durchweg im Durchstrahlungsverfahren
arbeitet, hat der Objekttriger die Form eines runden Metallscheibchens
von etwa 4 mm Durchmesser und '/, mm Dicke, das in der Mitte eine
Bohrung trigt. Dieses Scheibchen nennen wir die Objekttrigerblende. Sie
wird an einer Patrone befestigt und mit dieser so eingeschleust, daf} ihre
Bohrung vor das Objektiv kommt und von den Elektronen durchstrahlt
wird. Der Bereich der Blendenbohrung stellt das der Untersuchung zu-
géngliche Objektfeld dar. Das Feld wird iiberdeckt mit einem etwa
0,01 u dicken Kollodiumfilm, der die Untersuchungsobjekte triigt.

Der kleinste der im Ubermikroskop verwendeten Objektblenden-
durchmesser betrigt 0,03 mm. Dieses MaB legt das beobachtbare Objekt-
feld fest; es entspricht bei maximaler lichtoptischer VergroSerung noch
nicht dem ganzen Bildfeld eines Okulars. Bei 27000facher VergréBerung
wiirde dem Objektfeld von 0,03 mm ein Bildfeld von 80 cm entsprechen.
Da das Format der verwendeten Platte nur 61/, x 9 cm ist, war es notig,
eine Verschiebung des Objekts gegen das Objektiv vorzusehen. Diese
Anordnung arbeitet dhnlich wie ein Kreuztisch des Lichtmikroskops und
erlaubt es, wihrend der Beobachtung das gesamte Priparat abzusuchen.
Diese Moglichkeit besteht auch dann noch, wenn eine Objektblende von
0,3 mm Durchmesser verwendet wird, wenn das Préparat also den
10fachen Durchmesser und so ein Bildfeld von 8 m hat.
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3. Das iibermikroskopische Priparat und die Deutung seiner Bilder.
Fiir die praktische Anwendung der Ubermikroskopie sind zwei Be-
sonderheiten der zur Bilderzeugung angewandten Strahlen bestimmend:
erstens kann der Elektronenstrahl nur sehr ditnne Objektschichten durch-
dringen, und zweitens gibt er in diesen diinnen Schichten die Massen-
verteilung wieder.
Daraus ergeben sich neuartige Forderungen an die einzuschlagenden
Priparationsverfahren und an die Auswabl der Untersuchungsobjekte.
Zubichst darf der Objekttriger nicht ein dickes Glaspléattchen sein,
sondern er mull aus einer duBerst diinnen Haut bestehen. Wie man
solche Objekttrigerfilme, deren Dicke nur 1/, diinnster Mikrotom-
schnitte betragt (10 my), aus Kollodium '
oder Zaponlack herstellt und auf die
Objekttrigerblende bringt, ist vor kur-
zem genau beschrieben worden.5 Abb. 3
zeigt das itbermikroskopische Bild eines
derartigen Objekttrigers, eines Films
aus Zaponlack, der sich als vollkommen
durchstrahlbar und strukturlos erweist.
Trocknet man auf ihm irgendwelche
Untersuchungsobjekte auf, so kann man
sicher sein, daB jede sichtbare Struktur
dem aufgebrachten Material angehort.
Damit sind alle Objekte der Unter-
suchung zuganglich, die aus einzelnen AL 080108
kleinen Teilchen bestchen. Schwieriger —fou; .y “apomacktiln. Blektronehoptisch
gestaltet sich jedoch die Strukturana- Film im Strahlengang.
lyse groBerer Gebilde. Mit der Ent-
wicklung der Ubermikroskope, die beziiglich der optischen Auf-
losung das 20fache der Lichtmikroskope leisten, hat eine entsprechende
Entwicklung leistungsfahigerer Mikrotome noch nicht Schritt gehalten,
wenn auch erfolgversprechende Ansitze in dieser Richtung zu verzeichnen
sind.® Der Forderung nach diinnen Objekten muB deshalb in anderer
Weise Rechnung getragen werden. Am einfachsten untersucht man
zunichst flichenhatfte Objekte, die von Natur aus dinner sind als Mikro-
tomschnitte. Derartige Untersuchungen sind an Blutplattchen gemeinsam
mit C. H. Wolpers sehr eingehend vorgenommen worden und sollen an
anderer Stelle mitgeteilt werden. Weiter sind als geeignete Objekte
Kapillarendothelien, Lungenalveolen u. dgl. anzusehen, sowie Objekte von
schwamm- oder wabenartiger Struktur, bei denen nicht die ganze Dicke
eines Mikrotomschnitts von der Substanz des Priparats erfiillt ist.
Bei dickeren Gebilden, wie sie Zellen und Mikrotomschnitte der bisher
ublichen Dicke aus kompaktem Gewebe darstellen, ist die Entwicklung
Archiv £, Virusforschung Bd. I, H. 1. 11
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von Differenzierungsverfahren durchzufiihren. Diese konnen darauf hin-
zielen, durch Metallimprignation die Dichte einzelner Objektteile zu er-
hohen. Wichtiger wird es jedoch sein, die
Dichte oder Dicke durch verschiedenartige Ver-
fahren herabzusetzen.

Schon jetzt lassen sich hierfiir 3 verschiedene
Wege angeben: Das Herauslisen einzelner Zell-
bestandteile durch chemische Mittel, der fermen-
tative Abbaw bestimmter Strukturanieile und die
Mikroveraschung. Wenn es so gelungen ist, diinne
und damit durchsichtige Préparate zu erhalten,
| so werden diese Wege fiir die Virusforschung

. ~ «ie Untersuchung von EinschluBkorperchen und
intracelluliren Viruskolonien moglich machen.
Aus Studien an den von sich aus diinnen
. iJ B1130) Thrombocyten wissen wir, dafi Anhdufungen von

Abb. 4. Blutplitichen. Elektro- . .
nenoptisch 10000 : 1. Zellgranulationen, deren Aufbau stark an Virus-
kolonien erinnert, gut dargestellt werden kénnen
(Abb. 4); dabei kénnen jetzt die eine Viruskolonie aufbauenden Ele-
mentarkorper sehr viel kleiner sein als diejenigen, welche bisher im
Lichtmikroskop gesehen wurden. Elementarkdrper erscheinen nicht nur
als  Beugungsscheibchen
und infolgedessen auch
nicht stetsrund, sondern in
ihrer tatséchlichen Form.
Die  Granulationen in
Abb. 4, welche zum Teil
deutlich die Form plumper
Stiabchen haben, illustrie-
ren diesen Vorteil einer
Betrachtung mit hoherem
Auflgsungsvermogen. Die
Abmessungen der Granula-
tionen betragen 100 bis
150 my auf 200—250 my,
1oy 2lso teilweise nur so viel
Abb. 5. Proteusbaktericn. Elektronenoptisch 9000 : 1. wie der mittlere Durch-
messer des Virus der In-
fluenza oder der vesicularen Stomatitis. Die Granulationen sind i Dunkel-
feld des Lichtmikroskops mit dem Kardioidkondensor von ZeiBl noch als
leuchtende Piinktchen zu erkennen. Anbiologischen ObjektenliBt sich aufler
an den hier dargestellten Granulationen das hohe Auflosungsvermogen des
Ubermikroskops auch an ungefirbten Bakteriengeifeln zeigen? (Abb. 5).
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Die Schwierigkeiten, diinne Schichten zur Untersuchung zu erhalten,
werden um so geringer, je kleiner die Objekte selbst gewiihlt werden, d. h.
fiir die Biologie, wenn man
nicht Zellkomplexe, son-
dern einzelne Bakterien,
Elementarkorper oder
schlieBlich  Virusproteine
wiihlt. Haben wir durch ge-
eignete Auswahl Objekte
gefunden, die durchstrahl-
bar sind, so kann es
trotzdem vorkommen, daf .
eine lichtoptisch bekannte
Struktur im elektronen- ,
optischen Bild fehlt oder
umgekehrt. Der Grund
solcher Erscheinungen ist
darin zu sehen, da einem Unterschied im lichtoptischen Brechungs-
index oder in der Lichtabsorption kein Unterschied in der Massendicke
entsprechen mufl. So zeigt Abb. 6

11 105/39)

das elektronenoptische Bild von Coli- I i |
bacillen, in denen sich nach @. Piekarski® b .

mit der Nuclealreaktion von Feulgen

Nucleoide nachweisen lassen. Diese : .
heben sich jedoch im Bild der Massen- ' g

verteilung nicht in der erwarteten Weise
ab. Man konnte bei der groBen Dichte
der Bakterien vermuten, daf3 die Durch-
dringung mit Elektronenstrahlen un-
geniigend wére. Dies trifft jedoch nicht
in jedem Falle zu. Neben den in Abb. 7
dargestellten Prodigiosusbakterien lie-

gen sehr viel kleinere, nahezu punkt- v&
a

féormige Gebilde auf dem Trigerfilm, . l
Begleitkorper, deren Natur noch un- ;
bekannt ist. Diese sind, wenn man die
photographische Platte daraufhin genau
ansieht, auch in den von dichten Bak-
terienteilen  bedeckten B.ereiCh_en zu Abb. 7. Prodigiosusbakterien. Elektronen-
sehen und werden durch ein geeignetes optisch 6000: 1.
Kopierverfahren in der vergroBerten Re-

produktion wiedergegeben (Abb. 8). Die Punkte wurden somit durch die
Bakterien hindurch noch abgebildet. Leichter sieht man den gleichen Effekt
1%

(11 616/38
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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 1483t. Wenn also die von Piekarski
nachgewiesenen , Nucleoide” gegen ihre Umgebung auch nur einen
Massendicken-Unterschied héatten, der dem der Begleitkorper gegen die
Folie entspricht, so miilite sich dieser Unterschied in Abb. 6 der Coli-
bakterien abzeichnen. Da dies nicht der Fall ist, kann man bei dem hier
vorliegenden Stamm und der untersuchten Altersstufe der Kultur auf
Gleichheit der Massendicke von Kernbezirk (Nucleoid) und Umgebung
schlieflen.

Auch im Hinblick auf das verschiedene Verhalten im Licht- bzw.
Ultraviolettlicht haben wir die Abb. 7—9 von Bacillus prodigiosus gezeigt,

(11 616/38)

Abb. &, Prodigiosusbakterien. Klektronenoptisch 6000 : 1, Gesamtvergr. 12000 : 1.

weil hier ein gewisser Vergleich mit den Dunkelfeld-Ultraviolettaufnahmen
von I. E. Barnard® und den Hellfeld-Ultraviolettaufnahmen von G. Pie-
karski® moglich ist. Auf den Abbildungen beider Autoren sind die Um-
risse langlich gestreckter und in Teilung begriffener Formen zu sehen;
auBerdem erkennt man an einigen Keimen im Dunkelfeld stark leuch-
tende polare Enden und an anderen leuchtende, im Innern liegende Punkte.

Im Hellfeld sind infolge der spezifischen Absorption des ultravioletten
Lichts durch die Thymonucleinsiuren die ,,Nucleoide® als dunklere
Zellteile zu sehen. Vergleichen wir die Bilder von Barnard und Piekarski
mit unseren elektronen optischen, so fallt sofort auf, da auch wir an den
im Ultraviolettmikroskop hervortretenden Orten Besonderheiten der
Struktur erkennen. Die polaren Enden erscheinen h#ufig bei Bakterien
aus jungen Kulturen hell, die sich teilende Mittelzone dunkel (Abb. 7).
Bei ilteren Kulturen (Abb.9) sehen wir einige Bakterien, die zwei
dunkle, kernartige Gebilde im Innern erkennen lassen. Bei anderen
Keimen beobachten wir noch die bereits aus der jungen Kultur bekannte
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polare Aufhellung. Wie die Beziehung zwischen den im TUltraviolett-
mikroskop uhd im Ubermikroskop sichtbaren Strukturen sind, und wie
weit sie als Kerndquivalente gedeutet werden kénnen, wird in Gemein-
schaft mit G. Piekarski ausfiihrlich erértert werden. Zweifellos 1i8t sich
im Ubermikroskop wegen des hoheren Auflssungsvermogens eine genauere
Aussage iiber die ortliche Lagerung und die Form der dichten Gebiete
innerhalb des Bacteriums machen. In einer weiteren Beziehung vermag
das Ubermikroskop ebenso noch mehr darzustellen, indem es in der Um-
gebung der Bakterien Begleitkorper von 15—50 my Durchmesser zeigt,
die, wie wir aus einem grofilen Untersuchungsmaterial wissen, gerade
bei Prodigiosusbakterien besonders charakteristisch sind.

(11 609 /38)

Abb. 9. Prodigiosusbakterien. Elektronenoptisch 6000: 1,

Der Vergleich mit dem Ultraviolettmikroskop wire nicht volistindig,
wollten wir nicht auf die biologische Wirkung beider Strahlenarten hin-
weisen. Seit den Untersuchungen von M. Knorr und H. Ruf'! wissen
wir, dal Elektronenstrahlen die Bakterien schnell abtéten. Eine Form-
anderung oder Anderung der Struktur konnten wir bei diesem Vorgang
bisher nicht feststellen, doch nehmen die Zellen bei lingerer Bestrahlung
eine zarte briunlicheé Farbe an. Tm ultravioletten Licht sterben die
Bakterien ebenfalls, wenn auch-langsamer, ab (vgl. Piekarski'o, Abb. 2).

4. Die Virusforschung.

Bereits bei der Ultraviolettmikroskopie wird es von Barnard als er-
wiinscht betrachtet, bei der Darstellung von Elementarkérpern das
Gewebeeiweill moglichst zu entfernen. In sehr viel hoherem AusmaB
tritt diese Forderung bei der iibermikroskopischen Untersuchung auf.
Hier ist es, wenn man Bilder groBter Klarheit und Schirfe erhalten will,
notwendig, auBer dem Gewebeeiweill auch jeden Salzgehalt zu beseitigen.!2
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Stellt man eine Suspension von Elementarkérpern der Vaccine nach
Parker und Rivers'® in 0,004 molarem Zitronensidure-Phosphatpuffer her
und priift das Praparat durch Fir-
bung nach Herzberg oder Morosow,
s0 kommt man nach einiger Ubung
zu einem Reinheitsgrad, der dem-
| Jenigen der Abbildungen von Parker
|  und Rivers oder auch von Smadel
| und Wall™* entspricht.

In der ibermikroskopischen
Abbildung geniigt jedoch die ge-
ringe Menge von Puffersubstanz,
welche mit dem Viruspriparat
auf dem Kollodiumfilm auftrock-

a5y nebt, um eine klare Beurteilung

Abb. 10, 0,004 molare Dinatriumphospbatlosung, ~ der Elementarkérper unmoglich zu

als Tropfen aufgetrocknet, Elektronenoptisch machen. Die Salze konnen um

PTO00:1. die Elementarkorper auskristalli-
sieren’® oder auch ohne erkennbare charakteristische Kuristallform

den Tragerfilm bedecken. Abb. 10 zeigt cine Auftrocknung von 0,004

molarem Dinatriumphosphat ohne Virus. Nach Entfernung der Salze
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o
r
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e
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11 38/39 (Il 36/39
Abb. 11. Blementarkdrper der Pocken. Elektronen- Abb. 12, Elementarkorper der Pocken.
optiseh 23000:1. Elektronenoptisch 23000 : 1.

durch Dialyse der Suspension oder Waschen in destilliertemn Wasser
sieht man die Elementarkdrper der Vaccine einzeln oder zu Gruppen zu-
sammengelagert aufgetrocknet auf dem Film liegen. Bei den Abb. 11
und 12 ist hervorzuheben, dafl die einzelnen Elementarkorper keineswegs
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immer vollkommen rund bzw. kugelig sind. Ferner fallt auf, daB der
Reinheitsgrad der Priparate bei der strengen Priifung, die mit dem Uber-
mikroskop moéglich ist, in 3 Punkten noch nicht befriedigt. Der Triger-
film zeigt erstens zwischen den Paschenschen Korperchen nicht die
vollige Strukturlosigkeit des unbeschickten Films von Abb. 3. Zweitens
zeigen sich neben den Elementarkérperchen noch etwa gleichgrofie, ver-
waschene Gebilde, wahrscheinlich Zelltriimmer, die man nicht als Virus
ansprechen kann, und schlieBlich sind die Elementarkérper hiufig aggre-
giert. Am leichtesten diirften bei weiterer Verbesserung der Priparations-
verfahren die kleinsten Beimengungen zur Virussuspension zu beseitigen
sein; schwieriger wird sich die Beseitigung der Zelltriimmer von Virus-
groBen erweisen und die Gewinnung von Suspensionen oder Auftrock-
nungen, in denen keine Aggregate vorliegen. Die Zusammenlagerung
mehrerer Elementarkorper kann noch aus der intracelluliren Virus-
kolonie stammen, sie kann aber auch sekundér bei der Behandlung mit
destilliertem Wagsser entstanden sein, dessen aggregierende Wirkung be-
kannt ist, oder erst beim Auftrocknen erfolgen. Bis jetzt haben sich
Anbaltspunkte zur Entscheidung dieser Frage nicht ergeben. Nicht alle
Priparate zeigen die Neigung zu aggregieren in gleich starker Weise.

Von Krause'® sind Teilungsformen von Vaccinekorperchen nach
elektronenoptischen Bildern gezeichnet worden, die wir allerdings nie
finden konnten.'® Die Frage, ob solche Teilungsformen sich mit Sicherheit
werden erkennen lassen, und ob sie Beziehungen zu Teilungsformen der
Bakterien haben, ist von entscheidender Wichtigkeit fiir die Stellung der
groBen Virusarten im System der Mikroorganismen. Die Arbeiten, welche
zur volligen Reindarstellung der ganzen GréBenskala der Elementar-
korper noch erforderlich sein werden, gewinnen iiber die Klirung der
Morphologie hinaus Interesse, weil gute Reinpriparate die sicherste
Unterlage bilden fiir Untersuchungen der Chemie der Elementarkorper,
ihrer Empfindlichkeit gegen chemische und physikalische Einflisse und
ihrer serologischen Eigenschaften. Sie bilden eine der Voraussetzungen,
die erfiillt sein miissen, wenn wir dem Wesen des Virus niherkommen
wollen. Mit keiner Methode ist jedoch der Reinheitsgrad eines Virus.
priparats besser zu beurteilen als durch die Ubermikroskopie.

Betrachten wir die Groflen der heute bekannten Virusarten!? unter
der Voraussetzung, dafl die indirekten GroéBenbestimmungen durch Ultra-
zentrifuge und Ultrafilter richtig sind, so zeigt sich, dafi keine GréBen
vorliegen, die wesentlich unter 10-myu reichen. Dieses Maf} ist auch das
zur Zeit erreichte Auflosungsvermogen des Ubermikroskops, wobei hinzu-
zufiigen ist, daB als einzelner Punkt oder Faden noch Gebilde erkannt
werden, welche die Hilfte des Auflosungsvermogens betragen. Fiir die
Virusforschung bedeutet diese Tatsache, daB3 der Begriff des ultravisiblen
Virus nicht mehr zu Recht besteht.
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Kleinste Virusarten (Virusproteine) miissen zur sicheren iibermikro-
skopischen Darstellung in noch héherem Mafle als grofle im Reinpriparat
vorliegen. Diese Reindarstellung ist
seit W. M. Stanley'® beim Tabak-
mosaikvirus méglich und jetzt durch
. ' die Arbeiten von K. Pfankuch und
G. A. Kausche'® noch verbessert wor-
den. Mit diesen gemeinsam?® konnte
e das Virus der Tabakmosaikkrank-
beit und das Kartoffel-X-Virus einer
genauen Strukturanalyse unterwor-
fen werden ; dabei erweitert sich die
elektronenoptische Betrachtung der
cinzelnen Viruselemente infolge der
Higenart des iibermikroskopischen
Abb, 13. Kartoffel-X-Virus. Elektronenoptisch Pré'tpat'atszueinerAnalysedesVlrus-
25000: 1. trockengels, da nach dem Auftrock-
nen der Viruslosung (Sol) auf dem
Objekttragerfilm je nach der vorliegenden Viruskonzentration nicht
Einzelelemente, sondern zusammenhingende, gerichtete Strukturen den
Film bedecken. Eine solche Gelstruktur vom Kartoffel-X-Virus zeigt
Abb.13 und einzelne Virusfiden vom Tabakmosaikvirus Abb. 14. Der
Elementarkérper des aktiven Tabakmosaikvirus konnte in der genannten
Arbeit von Kausche, Pfankuch und H. Ryska?®® als ein langgestreckter
Kérper von etwa 15 my Durchmesser
’ und 300 bzw. 150 my Linge bestimmt
werden. Beziiglich der Einzelbeiten
_ dieser Untersuchungen sei auf die

| Originalarbeit verwiesen.
: Dem Direktor der I. Medizini-
| schen Klinik der Charité, Herrn
- | Prof. Dr. R. Siebeck danken wir fiir
sein vorausschauendes Eintreten fiir

die Anwendung des Ubermikroskops
. auf dem Gebiet der Biologie.
Zusammenfassung.
Abb, 14. Tabakmosaikvirus, Elektronenoptisch Es wird die Stellung der Uber_
20000 1. . . . .
mikroskopie zu den bisherigen Ver-
fahren der Virusforschung besprochen. Das Gerat, die Grundziige seiner
Optik und der Vorgang der Bildentstehung werden geschildert. Aus den

physikalischen Bedingungen der Bildentstehung werden Anforderungen
an das iibermikroskopische Préparat abgeleitet und Methoden erdrtert,
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welche diese Anforderungen zu erfiillen gestatten. An Hand neuer iiber-
mikroskopischer Bilder von Bakterien mit inneren Strukturen wird
ein Vergleich mit Bildern der Ultraviolettmikroskopie durchgefiihrt.
Als Anwendung des Gerits auf die Virusforschung werden neue Bilder
vom Pockenvirus sowie vom Virus der Kartoffel-X- und der Tabak-
mosaikkrankheit gezeigt. Damit sind Virusproteine sichtbar gemacht,
so daBl der Begriff des ultravisiblen Virus nicht mehr linger berechtigt ist.
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