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Durch die Methode des ultradfinnen Schnittes konnte die Ultras t ruktur  der 
Zelle bis in Dimensionen yon ungefahr 15 • mit  dem Elektronenmikroskop er- 
schlossen werden. Erst  kfirzlich haben BARRNETT und PALADE (1958/59) die 
Probleme aufgezeigt, die sich bei Einffihrung histochemischer Methoden in 
die Elektronenmikroskopie ergeben. 

Andere Autoren wie GERs~ (1958), UNAKA~ und SIRSAT (1958) und WATSON 
(1958) versuchten mit  unters chiedlichen Methoden, eine LokMisation yon Enzymen 
durchzuffihren. Das elektronenmikroskopische Bild der Zelle, das mit  diesen 
Versuchsanordnungen erzielt werden konnte, zeigte keine ganz befriedigenden 
Ergebnisse. EinmM war die Ausf/~llung der erhaltenen Reaktionsprodukte im 
Vergleich zur Ultrastruktur  in ihren Partikeln zu grob, zum anderen konnte die 
Feinstruktur des Gewebes nicht immer deutlich zur Darstellung gebracht werden. 

Uns interessierte die Frage, ob sich ffir die ele/ctronenmilcroslcopische Dar- 
8tellung das bekannte, gleichzeitig yon GOMORI und TAKAMATSU entwiekelte 
Verfahren zur Lolcalisation der al/~alischen Phosphatase im Orginal - -  natfirlich 
unter Verzicht auf die Umwandlung des im Lichtmikroskop unsiehtbaren Nieder- 
schlages yon Kalziumphosphat  bzw. Hydroxylapat i t  in Kobal tphosphat  und 
schlie2Iich in das dunk]e Sulfid - -  oder in einer passenden Modifikation eignet. 

Die ersten Versuche, die Nierenrinde der Maus lebendfrisch einzufrieren und 
mit  dem Kryostaten-Mikrotom zu sehneiden, in gepuffertem Formol zu fixieren 
und dem Gomori-Test zuzuffihren, wobei als Substrat  Phenylphosphat Verwen- 
dung land, ergaben lichtmikroskopisch eine gute Darstellung der Mkalischen 
Phosphatase. Eine Anzahl dieser Schnitte wurde in Methyl-Butylmethacrylat  
eingebettet und ultradfinn geschnitten. 

Das t~esu]tat war abet im elektronenmikroskopischen Bild wenig zufrieden- 
stellend. Die zytoplasmatische Feinstruktur war sehr schlecht erhalten, eine 
feinere LokMisation des KMziumphosphatniederschlages lieI~ sich nicht durch- 
ffil~en. 

Eine ausgezeichnete methodisehe Anregung verdanken wir den Untersuchungen 
yon EssNEn, NOVIKOFF und MASEK (1958) fiber die Adenosintriphosphatase und 
5-Nukleotidase in Leberzellen. Diese Autoren fixierten in kalter 1%iger Osmium- 

* Mit Unterstiitzung des Bundes und der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Ober die 
Ergebnisse wurde ~uf der 9. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Elektronenmikroskopic 
yore 18.--21.10.59 in Freiburg i. Br. berichtet. 
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s~urel6sung bei pg 7,2 kleine Organstiickehen 7 min vor, inkubierten dann die 
B15ckehen im Reaktionsgemiseh und fixierten mit  Formaldehyd-VeronM-Aeetat- 
Puffer bei p~ 7,2 naeh. 

Da Osmiums/~ure in tierisehes Gewebe nur sehr langsam eindringt (etwa 
40/~ in 5 rain) wird nur die/~uBerste Zone der B15ekehen fixiert. Die Destruktion 
des Enzyms folgt einem Gradienten yon der Peripherie zum Zentrum des B16ek- 
ehens. Essc~E~, N o w K o r s  und MASSK fanden im t Iomogenat  yon 7 min vor- 
fixierten LebergewebesblSekehen noeh eine Aktivitgt  yon 17% fiir die ATPase 
und yon 40 % ffir die 5-Nneleotidase. 

Unter  Verwendnng des Prinzips der Vor]ixierung kMner  Gewebebl6ekehen, 
aber mit  kfirzerer Dauer - -  nur etwa 3 rain - -  f/ihrten wir die Gomori-Reaktion 
bei pg 9,6 an der Tubuluszelle der M/~useniere dureh. In  Abgnderung der Essner- 
sehen Methode wurde eine Nach/ixier~ng im Osmiums~uregemiseh naeh PALADE 
in der Modifikation nach CAULFIELD w/ihrend 2 Std vorgenommen. Bei dieser 
Versuchsanordnung erhielten wir Sehnitte mit  guter Darstellung der Zellstruktur. 

Das Produkt  der enzymatischen Reaktion, das Kalziumphosphat,  fehlte in 
den oberflachlichen Gewebesehiehten, da in diesen ein totMer Aktivit/~tsverlust 
der Enzyme durch die Fixation eingetreten war, sie nahm aber mit  der Tiefe zu. 
Die Giite der Fixation des Gewebes verhielt sieh umgekehrt.  Nur jeweils in einer 
sehmalen Zone, welehe die Dieke yon 20--30 Seriensehnitten umfaBt, ist bei gut 
erhMtener Zellstruktur das Reaktionsprodukt zu erkennen (Abb. 1 und 2). 

Kalziumphosphat  ergibt infolge der verMltnismggig sehwaehen Elektro- 
nenstreuung im elektronenmikroskopisehen Bild nut  einen geringen Kontrast .  

Um einen besseren elektronenmikr0skopischen Kontras t  zu erzielen, ersetzten 
wir das KMziumchlorid dureh Bleinitrat. Allerdings ergab sich hierbei eine Schwie- 
rigkeit. Die meisten Substrate der Phosphatase ergeben mit  dem Sehwermetall 
bereits im neutralen geaktionsgebiet  eine F/illung. Eine Stabilisierung des An- 
satzes war durch Zugabe yon Seignettesalz zum geaktionsgemiseh und Ver- 
wendung yon Phenylphosphat als Substrat  bei Zimmertemperatur  fiir etwa 
30 rain zu erreiehen, wenn das Gemisch auf p~ 7,6 bis 7,7 gepuffert war. 

Die bei 0 ° C mit  1%iger Osmiums/~ure vorfixierten Gewebebl6ekehen wurden 
in folgendem friseh zubereitetem Reaktionsgemisch bei Zimmertemperatur  20 rain 
inkubiert : 

2 g Seignettesalz werden in 45 ml Trispuffer 0,05 m, p~ 7,6 gel6st, 5 mI 
DinatriumphenylphosphatlSsung 0,04m und je 1 ml 2%ige Manganehlorid-und 
2%ige MagnesiumehloridlSsung werden zugeffigt. Zum SehluB werden 2 ,5ml  
BIeinitratlSsung 0,1 m tropfenweise unter Sehfitteln zugefiigt (PH der Misehung 
7,6 bis 7,7). Die LSsung muB kurz vor dem Versueh zubereitet werden, da nach 
etwa 30 rain eine Triibung eintritt. 

Naeh der Inkubat ion wurden die Gewebeb16ekehen in der FixationslSsung 
gewasehen und ansehliegend fixiert. Die Entw~tsserung und Einbettung erfolgte 
mit  den fiir die Elektronenmikroskopie iibliehen Methoden. Es wurde in einem 
Gemiseh yon Methylmethaerylat  und Buty]methaerylat  3:100 eingebettet. Die 
Diinnschnitte wurden mit  dem Elmiskop I der Fa. Siemens bei 60 kV untersueht. 

Unter diesen Versuehsbedingungen hat  die alkalische Phosphatase noeh eine 
ausreiehende Aktivit~tt, jedoch ist zu erwarten, dab sich bei diesem p~ aueh andere 
Phosphatasen an der Reaktion beteiligen. 
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Ergebnisse 
Naeh den Untersuchungen yon SJ(~ST!aAND und RRODIN (1953) und RHODIN 

(bis 1958/59) zeiehnet sich die Tubuluszelle der Niere dureh tiefe Einfaltungen 
der Zellraembran an der Seite aus, die der Basalmerabran anliegt. Im Schnitt 
erscheinen diese Falten als ,,Doppelraerabranen", die dadureh entstehen, dab das 
Lumen zwisehen den Falten nieht erweitert, sondern kollabiert ist (R~-sK& 
MooRE und COPE~HAV~ 1957). ROBERTSON (1958) konnte allerdings an Zellen 
naeh Kaliumperraanganatfixation naehweisen, dab die Zellraerabran aus 2 ,,Unit"- 
Membranen besteht, die dunkel tingiert sind und einen helleren Zwisehenraum 
begrenzen. Ira Bereich dieser eingefalteten Zellmerabranen, welehe die Basal- 
zone der Tubuluszelle gleiehsara in einzelne Kararaern unterteilen, befinden sieh 
die Mitoehondrien. Apikal liegen die Stabehen des Btirstensauraes. 

In unseren Bildern ist ausnahraslos an allen Grenzmembranen der Tubulus- 
zellen ein feiner, kontrastreicher Niedersehlag zu beobaehten (Abb. 3). 1Jberall 
dort, wo eine Falte der Zellraerabran ira Sehnitt exakt senkrecht getroffen wurde, 
ist rait aller Deutlichkeit zu sehen, dab die Bleiphosphatkrist/~llchen iraraer in 
einer dem Zytoplasraa zugew~ndten Reihe an der Zellraembran gelegen sind 
(Abb. 4, 5 und 13). Durch den Phosphatase-Test werden deranach die Zell- 
raerabranen tingiert, dadureh in auffallender Weise hervorgehoben und als Sitz 
der Phosphatase raarkiert. In ~hnlicher Weise ist auch die Innenseite der Stabehen 
des Biirstensaumes rait den Mikrokristallen yon Bleiphosphat (Hydroxylapatit) 
besetzt (Abb. 7, 8 und 9). In Kontrollpraparaten (Abb. 6 und 10) oder in den 
~tuBeren Randzonen der Testbl6ckehen (Abb. 12), die sieh dureh einen Aktivit/~ts- 
verlust des Enzyras auszeiehnen, fehlte ein Niederschlag v611ig. Die Kontroll- 
pri~parate wurden mit allen Bestandteilen des Ansatzes einschlieglieh des Blei- 
nitrats, aber ohne Substrat inkubiert. 

Der Zellkern, die Mitochondrien und andere Zellstrukturen verhMten sieh 
gegenfiber dem Phosphatase-Test negativ. Ein diffuser Sehatten ira Zellkern 
(Abb. 13), besonders ira Nukleolus (Abb. 14) finder sich auch in den Kontroll- 
pr/~paraten (Abb. 15). Er geht auf eine unspezifische Einlagerung yon BIei in 
Proteine und NuMeinsauren zurfiek und laBt sieh damit als Enzyraort aussehlieBen. 
Bei l~ngere Inkubationszeit treten gr6bere Bleifallungen aueh an anderen Zell- 
orten auf, die unsehwer als Kunstprodukte zu erkennen sind (Abb. 16). Das 
Inkubationsraediura wird dabei instabil und trfibt sich. 

Das welter zentralw~rts gelegene Gewebe des inkubierten B16ekchens 1/~gt 
keine Differenzierung der Feinstrukturen der Zelle zu. Lediglieh der Bfirsten- 
saura, die Zellgrenzen, die basalen Eiufaltungen und die Zellraerabran der Endo- 
thelien sind dureh die Bleiniedersehl~ge als solche zu erkennen. Aber aueh hier 
finder raan die Mikrokristalle nut  in einer Reihe nebeneinander liegen (Abb. 17). 

Die seharfe Lokalis~tion des Pr~zipitats im Phosphatase-Test in einer etwa 
40 A betragenden Zone innerhalb der Zellraerabran sprieht ffir den Sitz des 
Enzyms innerhalb oder dire~t unterhalb der Zellmembran. Die Gr6Be der Mikro- 
kristalle schwankt zwar in gewissen Grenzen, sie sitzen aber der Merabran un- 
raittelbar auf. Wir konnten niemals beobaehten, dab die Kristiillehen bei genau 
senkrecht gesehnittenen Merabranen auBerhalb des Zytoplasraas ira extrazellularen 
Raura gelegen sind, was aber der Fall sein rafiBte, wenn bei dera Test sti~rkere 
Diffusionseffekte eine Rolle spielen wfirden. 
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Abb.  1 

Abb. 2 

Abb. 1. Bi i rs tensaum einer Tnbulusepithelzel le  cter M~useniere im  L~ingsschnitt nach  Gomori-Test .  
Kle ine  Kalz inmphospha tkr i s t~ l le  m i t  schwachem X:olltrast in  einer  Reihe an  tier Ze l lmembran  lieg'cnd. 

Orig.-Vergr. 10000 ×,  Gesamtverg r .  30000 ×, Arch.-Nr.  575/59 

Abb.  2. Bi i rs tensaum einer  Tubulusepi thelzel le  im  Quersclmitt .  Das Reak t ionsprodnk t  besetz t  die 
Zel lraembrai t  4er  ~¢[ikrovilti. I~a lz inmphosphat  ergibt  nllr e inen schwachen  X o n t r a s t  im  elektronen- 

miJxa'oskopischen Bild. 0r ig.-Vergr .  10000 ×,  GesamtvergT.  30 000 ×, Arch.-Nr.  575/59 
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Abb.  3. Tubulusepi thelzel len der ]K~tusenieren im Phosph~tase-Tes t  m i t  Bleisalz. Die Ze lhaembran  
tier EndothelzeEe (En) mi t  Bleiphosphatniederschlag.  Der B a s a h n e m b r a n  (BM) n~fsitzend die T~bulus-  
zelle m i t  E infa l t~ng  der Ze l lmembran  (ZM), besonders  deutl ich du tch  den Phosphatase-Tes~ hervor-  
gehoben.  Die Zelhnembra,nen ver lanfen  bei  senkrechter  Schni t t f i ihrung paral le l  zueinander .  I m  
Flachsehni t t  lassen sich die Membranen  du tch  den Ble iphosphatniederschlag  nachweisen  ( - - - > ) .  

lVgehrere Zellen im Bfi rs tensanm (B~) (obere rechte  Ecke) vereinigt ,  ebenfalls  positiv.  
Orig.-Vergr.  8000 ×,  Gesamtvergr .  28000 ×, Arch.-Nr.  1157/59 
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Abb.  ~. Nega t ivkopie  der Basalzone yon Tubulusepi thelzel len i m  Phosph~tase-Tes t  m i t  Bleis~lz. 
Der  Basahnembr~u  (BM) a.ufsitzend die Fa l t ensys teme  der Zelle. Die Ze l lmembranen  s ind nli t  Blei- 
phosphatkr is ta l len  besetzt ,  die deut l ich in einer  Reihe liegen, besonders gu t  an  den senkrecht  getroffenen 
Membranen  zu  beobach ten  ( - - - ~ ) .  In1 E x t r a z e n u l ~ r r a u m  zwischen 2 Ze l lmembranen  keine Blei- 
phosphatl~ ' is tal le  zu l inden  (-- >). Die f laehgeschni t tenen  Ze l lmembranen  (ZfV/) heben  sich deut- 
lich v o m  U n t e r g r u n d  4urch  die Bleinie4erschlfig'e ab.  Die !V£itochondrien (M) lassen deutl ich Cristae 
mi tochondr ia les  erkennen.  Sie sind i m  Phospha tase -Tes t  negat iv .  Die Zel lmelnbran  der Endothelzel le  

(En) ist  positiv.  OrJg.-Vergr. 20000 ×,  Gesamtverg r .  60 000 x ,  Arch. -Nr .  975/59 
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Abb. 5 

Abb. 6 
Abb. 5. Basalzone einer Tubulusepithelzelle im Phosphatase-Test mit Bleisalz. Die Einfaltnngen der 
Zellmembranen dieht besetzt ~lit BleiDhosphatkristallen. Die Mitochondrien (M) gut fixiert, ]nit 
deutliohen inneren Doppehnembranen. Orig.-Vergr. 20 000 ×, Gesamtvergr. 56000 ×, Aroh.-Nr. 962/59 

Abb. 6. Basalzone einer Tubulusepithelzelle. Xontrollversuch (Reaktionsgemisch ohne Substr~t). 
Xeine Niederschl~ge Yon Bleiphosphat an den Zellmembranen. Orig.-Vergr. 8000 ×, 

Gesamtvergr. 56000 ×, Arch.-Nr. Ii~1/59 
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Abb. 7. Biirstensaum (Querschnitt) einer Tubulusepithelzelle im Phosphatase-Test mit Bleisalz. 
Die Membranen tier Mikrovilli sind dicht mit Bleiphosphatkristallen in einer Reihe besetzt. Die Zell- 
grenzen (Zg) sin4 deutlich dutch zwei ann~ihern4 parallel verlaufende, rnit Bleiphosphat besetzte 

Membranen hervorgehoben. Orig.-Vergr. 8000 ×, Gesamtvergr. 48000 ×, Areh.-Nr. 1137/59 
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Abb. 8. LLtngsschnitt durch  4e~1 Bi i r s tensaum einer Tubulnsepi thelzel le  im  Phospha tase -Tes t  m i t  
Bleisalz. Die M e m b r a n e n  der S tabchen  des Bfirs tensaumes m i t  posi t iver  Phospha tasereak t ion ,  
Extrazellu] '~r zwischen den Mil~,ovilli keine Niederschl~ge yon  Bleiphosphat  nachweisbar .  Die posi- 
t iven  Blfischen i m  Cytoplasma,  s ind Ausschni t te  yon  einzelnen Stfibchen des Biirs tensaumes.  Bei 
Z M  Ze] lg renzmembranen  zweier Zellen. Auch  hier die Reak t ionsproduk te  des Phospha tase-Tes tes  
zytop]asmaw$irts  gelegen, V Vsknole  im  Zytop lasma.  Orig.-Vergr. 20000 ×,  Gesamtvergr .  60000 ×, 

Arch.-Nr.  1129/59 
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Abb .  9 

Abb .  10 

Abb .  9. Q u e r g e s c h n i t t e n e r  B i i r s t ens~um ira  P h o s p h a t a s e - T e s t .  E n t l ~ n g  der  Z e l l m e m b r ~ n e n  s i tzen 
k o n t r a s t r e i c h e  K S r n c h e n  y o n  B l e i p h o s p h a t  s t r e n g  i n  e iner  Reihe.  Ex t r aze l l u l~ r  i n  d e n  Spa l t en  zwi- 
schen  zwei  M e m b r a n e n  ke ine  Niederschl~ge nachwe i sbu r .  Or ig . -Vergr .  78 000 × ,  Ges~rntvergr .  72 000 × 

Arch . -Nr .  1137159 

~kbb. 10. Que rgeschn i t t ene r  Bi i rs tens~um.  ]~ont ro l lversuch .  I m  g le ichen  Gemisch ,  nut ohne  Sub-  
s t r a t ,  wie Gewebe der  ± b b .  9 i nkub i e r t .  Ke ine  Niederschl~ge  a n  4er  Z e l l m e m b r a n  n a c h w e i s b a r .  Orig.-  

Vergr .  8000 ×,  G e s a m t v e r g r .  72000 × ,  Arch . -Nr .  1159159 
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Abb.  12 

Abb.  11 

Abb. 11. Ausschni t t  aus einer  GlomerulusschUnge im Phosph~tase-Tes t  m i t  Bleis~lz. Die Zel lmcm- 
br~nen der  Kapi l l a rendothe l ien  (En) und der Deckzellforts~tze (D) sind enzymat i sch  akt iv .  Orig.- 

Vergr.  8000 x ,  Gesamtverg r .  56000 ×,  Arch.-Nr.  979/59 

Abb.  12. Ausschni t t  ~ns einer  Glomerulnsscldinge aus den g"dt f ix ier ten  Auflenbezirken eines Test- 
blSckchens. Dllrch die I n a k t i v i e r u n g  keine enzyraa t i sche  l~ea.ktion. Endothelzel le  (En), Deckzelle 

(D), E r y t h r o z y t  (E). Orig.-Vergr.  8000 x ,  Ges~mtvergr .  56000 x ,  Arch.  Nr.  1142/59 

Mit dem Phosphatase-Test land gleiehzeitig ein anderes Ph£nomen seine Er- 
kl£rung. In der Regel finder man im elektronenmikroskopischen Bild der Zelle 
mehr senkreeht gesehnittene Membr~nen als naeh statistischer Berechnung fiber 
die Anordnung der Membransysteme zu erwarten w/ire. Ffir die Mitochondrien 
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konnte dieses Problem y o n  A N D E R S O _ N - C E D E R G I ~ E E N  (1959) gel6st werden, indem 
die Autorin an Serienschnitten Rekonstruktionen geschnittener Mitochondrien 

Abb.  13. Basale ,  kap i l l a rw~r t s  gelegene Zone y o n  Tubulusep i the lze l l en  i m  P h o s p h a t a s e - T e s t  m i t  
Bleisalz.  Die Endo the lze l l e  (En) tier K a p i l l a r e  m i t  grol~em Z e n k e r n  (N) ze ig t  unspezi f i sehe  Blei- 
e in l age rung .  Das  C y t o p l a s m a  der  Endo the lze l l e  ohlle Reak t ion ,  abe t  deu t l i ch  pos i t ive  R e a k t i o n  4er 
Z e l l m e m b r a n .  Die z y t o p l a s m a t i s c h e n  Ausl~llfer  der  Endo the l ze l l en  lassen  d u t c h  4ie B e s e t z u n g  m i t  
B l e i p h o s p h a t k r i s t a l l e n  be sonde r s  sehSn die Enc lo the lporen  e rkennen .  Die B a s a l m e m b r a n  (BM) 
ohne  R e a k t i o n .  Die E i n f a l t u n g e n  tier Z e l l m e m b r a n  tier Tubu lusep i the lze l l en  m i t  deu t l i che r  R e a k -  
t i on  a~f P h o s p h a t a s e n .  Die Mi tochond r i en  (M) ohne  Reak t ion .  I m  Zel lkern  ( N ) u n s p e z i f i s e h e  

Bleieinlagernng' .  Ori,o'.-Vergr. 8000 × ,  Gesamtve rg r .  24000 × ,  Areh . -Nr .  1134/59 
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durchffihrte. Aber der mSgliche Aufbau anderer Membransysteme blieb zum Tell 
problematisch. Durch den Phosphatase-Test kann nun eindeutig gezeigt werden, 

Abb.  l i ,  Tubu lusep i the lze l l e  i m  P h o s p h a t a s e - T e s t .  Die E i n f a l t u n g e n  d_er Ze l lmemloran  deu t l i ch  
e n z y m a t i s c h  posi t iv .  I m  Ze l lke rn  (N) be sonde r s  i m  Nuk leo lus  (Nc) unspez i f i sche  Ble ie in lagerung .  
Die 1VIitochondrien (M) ohne  R e a k t i o n ,  die Cr i s tae  m i t o c h o n d r i a l e s  d~a'ch die aus re i chende  F i x a t i o n  

g u t  e rha l t en .  Or ig . -Vergr .  8000 × ,  G e s a m t v e r g r .  82000 × ,  Arch . -Nr .  1133/59 
ttistochemie. Bd. 2 2 
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Abb .  15. Tt tbulusepi thelzel le .  K o n t r o l l v e r s u c h .  K o n t r o l l 6 s u n g  b e s t e h e n d  aus  R e a k t i o n s g e m i s o h  ohne  
S u b s t r a t .  Ke ine  unspez i f i schen  NiederschNige y o n  Bleisalz, wede r  a n  der  Z e l h n e m b r a n ,  n o c h  a m  
Bih ' s tens~um (B/0.  I n  den  Ze l lkernen  s c h w a c h e  unspezi f i sche  Ble ie in lagerung .  Mi tochondrJen  (M), 

Z e l l m e m b r ~ n  (ZM). Orig . -Vergr .  8000 × ,  G e s a m t v e r g r .  2~000 × ,  Arch . -Nr .  1162/59 

dab die Membranen im Flachschni~t infolge des geringen Kontrastes im Elek- 
tronenmikroskop nicht mehr zur Abbildung gelangen und sich damit der 
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Abb.  16 

Abb.  17 

Abb .  16. K a p i l l a r e  m i t  Basa lzone  y o n  Tubulusep i the lze l l en .  Unspezif ische ungeord~lete  Bleisa]z- 
niederschlgg 'e  n a c h  30 ~nin I n k u b a t i o n  be i  g e t r i i b t e m  R e a k t i o n s g e m i s e h  (Ar te fak t ) .  E r y t h r o z y t  (Ey), 
Endothe lze l l e  (En), B a s a l m e m b r a n  (B3f ) ,  Mi tochond r i en  (3I). Or ig . -Vergr .  8000 × ,  G e s a m t v e r g r .  

32000 × ,  Arch . -Nr .  972/59 

3_bb. 17. A u s s c h n i t t  aus  e iner  Tubu insep i the lze l l e  arts d e m  sch lech t  f i x i e r t en  Z e n t r u m  eines Gewebe-  
b lSckctmns  n a e h  P h o s p h a t a s e - T e s t .  Die Z e l l m e m b r a n e n  (Z~.~/) u n d  der  B t i r s t e n s a u m  (H/~) i m  Phos -  
p h a t a s e - T e s t  da rges te l l t .  I m  Z y t o p l a s m a  s ind  F e i n s t r u k t u r e n  n i c h t  zu  e rkennen ,  d a  keine  gen i igende  

F i x a t i o n .  Or ig . -Vergr .  8000 × ,  G e s a m t v e r g r .  20000 × ,  Areh . -Nr .  1188/59 

2* 
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statistisehea Erfassung entziehen. Der Test bringt aber diese Membranteile dnreh 
die Einlagerung yon Blei aueh im Flachsehnitt deutlich zur Darstellung 
(Abb. 4 und 5). 

Die Lokalisation der Phosphatasen im Bfirstensaum der Tubuluszelle ist kein 
neuer Befund. Schon in den ersten Arbeiten, die sieh der Gomori-Takamatsu- 
Methode bedienten, wurde der Biirstensaum als Sitz der Phosphatasen erkannt. 
Unser elektronenmikroskopiseher Befund zeigt jedoch, dab nicht der Mikrovillus 
in seiner Gesamtmasse, sondern nur in seiner Membranschicht Tr~iger der enzyma- 
tischsn Aktivitgt ist. Nach lichtmikroskopischen Untersuehungen yon SSOH~, 
NOVlKOSF, MAS~X ist auch die Adenosintriphosphataseaktivitat in der Ze]l- 
membran ]okalisiert. Mit Glyzerinphosphat als Substrat konnte yon den Autoren 
jedoch weder bei neutraler, schwach saurer noch alkaliseher Reaktion in den gefal- 
teten Membranen der Tubuluszelle eine enzymatische Aktiviti~t gefunden werden. 

Die Zuverlassigkeit der Methode yon GOMORI nnd TA~A~ATSU wurde nieraals 
ernstlich in Frage gestellt, wenn sie zur Untersuchung der Verteilung enzymati- 
seher Aktiviti~ten in Organen herangezogen wurde, und der Auswertung die 
Zelle als strukturelle Einheit zugrunde gelegt wurde. 

Die Anwendbarkeit der Methode zur intrazellul~ren Lokalisation stiel3 auf 
eine scharfe Kritik. Eine Fehllokalisation kann dadurch hervorgerufen werden, 
dai~ die Prgizipitationsorte yon Orthophosphat in dem Reaktionsgemisch aus 
Substrat und einem Kation (Ca, Pb) nieht identisch mit den Enzymorten 
sind. Dies kann auf zwei verschiedene Ursachen zuriickgeffihrt werden: 

a) Unter den Bedingungen des Testes diffundieren Enzymmolekfile yore ur- 
spriinglichen Zellort ab, bleiben in LSsung oder lagern sich an fremde Zellstruk- 
turen an. 

b) Die wi~hrend der Testreaktioa am Enzymort  freigesetzte Orthophosphor- 
si~ure wird nieht momentan gef£11t, sondern wandert vom Bfldungsort ab. Phos- 
phat, Ca- bzw. Pb-Ionen kSnnen mit  Proteinen und Nukleinsi~uren der Zelle in 
Wechselbeziehung treten; oder es bildet sieh eine iibersattigte LSsung, aus der 
eine Prazipitation nicht am Enzymort,  sondern dort einsetzt, wo Kristallisations- 
keime ]iegen oder sonst giinstige Bedingungen herrsehen. 

Eine knrze allgemeine Besprechung des Problems der Fehllokalisation bei der 
zytoehemischen Anwendung des Goraori-Testes gibt P~ARS~ (1954). Die Prozesse 
der Freisetzung und Diffusion yon Orthophosphationen haben an Hand eines 
Modelles JOI~ANSEN und LINDEICSTROM-LANG behandelt. Einer Entgegnung yon 
Go~oRI und BE~DITT (1953) haben JO~ANSE~ und LINDEI~STI~OM-LANG (1953) 
geantwortet. Eine zufriedenstellende Abld£rung der Frage nach der Zuverl~ssig- 
keit des Gomori-Testes in der Zytoehemie konnte his heute nicht erreieht werden. 

Auf Grund unserer Erfahrungen mSchten wir zu dieser Frage wie folgt Stellung 
nehmen : 

Eine gute Lokalisation der enzymatischen Aktivitat innerhMb der Zelle ist 
mit einer quantitativen Erfassung der enzymatischen Aktivit~t unvereinbar. 

Alle Bemfihungen, dureh eine schonende Fixation oder den Verzieht auf eine 
Fixation die enzymatische Aktiviti~t zur Hauptsaehe oder vollst~ndig zu erhalten, 
haben eine Seh~digung der Zellstruktur wghrend der Inkubation znr Folge. Diese 
fiihrt zu einer AblSsung yon Enzymmolekfilen und gibt damit notgedrungen 
AnlaB zu Unseh~rfe und Fehllokalisation. 
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Die Zusammensetzung der Reaktionsmedien zur optimalen Erfassung der 
enzymatisehen Aktivit/~t (Puffer, alkalisehes p~, Aktivatoren) sind in der Regel 
der Erhaltung der Zellstruktur abtr~glieh. 

Die intrazellul~iren histochemischen Reaktionen sind daher ihrem Wesen naeh 
qualitative Methoden, die dazu dienen, die Lokalisation enzymatiseher Aktivitgt 
in der Feinstruktur der Zelle darzustellen. 

Man kann nieht vermeiden, Verfahren zur Erhaltung der Struktur (Fixierung) 
anzuwenden, die mit einer partiellen Inaktivierung der enzymatisehen Aktivit/~t 
verbunden sind. LISO~ hat stets die Bedeutung einer guten Fixierung in der 
Histoehemie betont. 

Zur quantitativen Erfassung der enzymatisehen Aktivitgt stehen die klassi- 
sehen Methoden der Bioehemie (Homogenisationsteehnik) und die Methoden der 
Mikrodissektion (LI~DE~ST~OM-LA~G und HOLTEn) zur Verfiigung. Sie sind 
naturgemgB ungeeignet, eine feinere Lokalisation der enzymatischen Aktivit~tt 
durehzufiihren. 

Eine enzymatiseh-histoehemisehe geakt ion in den Dimensionen der Elek- 
tronenmikroskopie muB stets r eine KompromiB16sung zwisehen Fixierung und 
Erhaltung einer ausreiehenden enzymatisehen Aktivit~t bleiben. Der Test setzt 
freilieh voraus, dab die enzymatisehe Aktivit~t in der Zelle nieht sehwaeh und 
diffus verteilt, sondern an distinkte Formelemente in hoher Aktivitgt gebunden 
ist. Dureh eine passende Vorfixation wird das Enzym in dieser hohen r~umliehen 
Konzentration konserviert, wobei nicht vermieden werden kann, dab hierbei ein 
Teil der natfirliehen Aktivitfi.t verloreugeht. Dureh das Festlegen yon Enzym 
an distinkte Formelemente der Zelle wird erreieht, daB aueh das Produkt der 
enzymatisehen Reaktion auf engstem Raum mit einer hinreiehend hohen Ge- 
schwindigkeit anf/~llt, um in Gegenwart yon Blefionen und einer passenden 
Wasserstoffionenkonzentrationso rasch Kristallkeime yon Bleiphosphat zu bilden, 
dab die Niedersehlagsbildung in unmittelbarer N~the des Enzymortes eintritt. 

Fiir diese speziellen Bedingungen gelten die seinerzeit yon JoHA~sg~ und 
LI~D~STR6M-LA~G erhobenen Bedenken gegen die Lokalisationsseh~rfe des 
Gomori-Testes nieht. 

Zusammenfassung 
An der Niere der Albinomaus wurde nach Vorfixierung mit Osmiumtetroxyd 

eine modifizierte Gomori-Reaktion auf Phosphatasen durchgeffihrt. Als F~tllungs- 
mittel der bei dem Test freigesetzten Orthophosphors~ure wurde ein Bleisalz 
verwendet. Damit konnte im elektronenmikroskopischen Bfld am Enzymort  ein 
feink6rniger Niederschlag mit hohem Kontrast  erzielt werden. Als Sitz der bei 
PH 7,6--7,7 wirksamen Phosphatasen konnten die Membran des Biirstensaums 
und die basalen Einstfilpungen der Zellmembran der Tubulusepithelzelleu er- 
kannt werden. Enzymatisch aktiv warden ferner die Zellmembranen der 
Kapillarendothelien des Tubnlus und des G1omerulus sowie die Deekzellfortsi~tze 
(Mierovilli) des Glomerulus befunden. 

Das Problem der intrazellul~ren Lokalisation yon Phosphatasen wird disku- 
tiert. 

Summary 
A modified Gomori-reaction on phosphatases of the albino-mouse kidney was 

performed. The method of prefixation with osmiumtetroxyde was used. The 
orthophosphoric acid, liberated in the test and cristallized by lead salt, yielded 

t t i s tochemie .  :Bd. 2 2& 



22 ELISABETH M()LBEt~T, e ta l .  : Elektronenmikroskopischer Phosphatasenachweis 

a fine granulated sediment with a high contrast at the location of enzyme in the 

electronmicroscopic picture. The phosphatases, active at a 1oR of 7,6--7,7, 

could be located in the membranes of the brushborder and in the basal invagina- 

tions of the membranes of the tubuli cells. Furthermore an enzymatic activity 

was observed in the membranes of the capillary endothellum cells in the tubulus 

as well as in the glomerulus and in the microvilli of the glomerulus. 

Problems resulting from the test for the phosphatase were discussed. 
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