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Die Kombination der Transmissionselektronen-
mikroskopie mit tomographischen Aufnahme-
verfahren ermöglicht es, die dreidimensionale 
Struktur komplexer biologischer Materialien 
im Nanometerbereich zu untersuchen. Die so 
gewonnenen neuen Einblicke in die molekula-
ren Landschaften von Zellen zeigen, dass deren 
Inneres riesigen Fabriken gleicht, in denen ein 
geschäftiges Treiben herrscht.

Seit fast 70 Jahren wird die Transmissionselek-
tronenmikroskopie, kurz TEM, als bildgebendes, 
hochauflösendes Verfahren eingesetzt, um die 

Struktur von Materialien in der Festkörperphysik, der 
Materialwissenschaft, der Chemie und in der Biologie 
aufzuklären. Anfangs standen viele Wissenschaftler der 
Elektronenmikroskopie, wie sie in den 1930er-Jahren 
von Ernst Ruska entwickelt wurde, sehr skeptisch ge-
genüber. Ruska resümierte 1987 in seinem Nobelvortrag: 
„Es ist letzten Endes doch fast ein Wunder, dass alle 
Schwierigkeiten bisher so weit gelöst werden konnten, 
dass die Elektronenmikroskopie für so viele naturwissen-
schaftlichen Disziplinen derart fruchtbar geworden ist.“1)

Die Elektronenmikroskopie ist im Vergleich zur 
Lichtmikroskopie immer noch eine sehr „junge“ Tech-
nik, in der aber gerade in den letzten zwei Jahrzehnten 
erstaunliche instrumentelle Fortschritte erzielt wur-
den. Dazu gehören zum Beispiel die Verwendung von 
Energie filtern, Monochromatoren, Aberrationskorrek-
toren und des weiteren der fast vollständige Wechsel 
von herkömmlichen Negativen hin zu digitalen Kame-
ras. Maßgeblich beschleunigt wurden diese Innovatio-
nen durch immer leistungsstärkere 
Computer, die die Kontrolle und 
Automatisierung dieser Instru mente 
erst ermöglichen.

Die Elektronenmikroskopie (EM) 
umfasst heutzutage verschiedens-
te Techniken für die unterschied-
lichsten Zwecke: Zu der bekannten 
konventionellen und der hochaufge-
lösten EM gesellen sich die für die 
 Lebenswissenschaften wichtigsten 
Techniken der Kryo-EM bzw. der 
Kryo-Elektronen tomographie (Kryo-
ET). Ziel dieses Artikels ist es, das 
Prinzip der Kryo-EM und insbeson-
dere der Kryo-Elektronentomogra-
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Biologische Strukturen wie Orga-
nellen oder Zellen sind für bestimmte 
Funktionen oder Aufgaben „konstruiert“. 
Ihre Gestalten und Formen sind so zahlreich 
und vielgestaltig wie die unterschiedlichen Ge-
sichter der Menschen. Während nicht-kristalline 
bzw. ungeordnete Strukturen in der Festkörper-
physik amorph genannt werden, bezeichnet man 
biologische zelluläre Strukturen als pleomorph („viel-
gestaltig“).

Lange Zeit stellte man sich die Zelle vor als ein von 
Membranen begrenztes Reaktionsvolumen, in dem sich 
frei diffundierende und gelegentlich aufeinander tref-
fende Makromoleküle befinden. Dieses Bild gilt heute 
nicht mehr. Der Aufbau und der innere Raum einer 
Zelle entsprechen vielmehr einer riesigen Fabrik, in der 
fundamentale zelluläre Prozesse von einzelnen oder 
gemeinschaftlich von mehreren Makromolekülen oder 
Proteinkomplexen aus geführt werden. Jenseits dieser 
Moleküle gibt es höchstwahrscheinlich, wie in jeder 
Fabrik, eine supramolekulare Organisation, eine Orga-
nisation in Form einzelner „molekularer Maschinen“ 
[1]. Auf dieser Ebene ist die Zelle für uns noch ein 
unbekanntes und unentdecktes Terrain. Keine der exis-
tierenden Abbildungsverfahren erlaubt es, pleo morphe 
Strukturen wie Organellen oder Zellen mit einer Auflö-
sung von wenigen Nanometern zu untersuchen. Diese 
ist aber erforderlich, um in situ Makromoleküle zu 

lokalisieren, zu identifizieren oder 
sogar ihre Interaktionen unterei-
nander zu beschreiben. Offenbar 
haben wir bislang das Ausmaß un-
terschätzt, in dem sich individuelle 
Proteine zusammenschließen, um 
bestimmte funktionelle Komplexe 
zu bilden. Die Ursache für diese 
Fehleinschätzung liegt darin, dass 
die traditionellen bio chemischen 
Methoden zur Isolation und Rei-
nigung hauptsächlich die durch-
haltefähigsten und häufigsten Pro-
teine und Proteinkomplexe selektie-
ren, während die weniger häufigen, 
vorübergehend assozi ierten oder 

� Die Elektronentomographie schließt die 
Lücke zwischen Lichtmikroskopie und 
atomarer Strukturanalyse und erlaubt es, 
biologische zelluläre Strukturen mit einer 
Auflösung im Nanometerbereich zu unter-
suchen. 
� Für eine lebensnahe Untersuchung wer-
den die Proben auf eine Temperatur von 
–190 °C „schockgefroren“.  
� Fortschritte bei der Instrumentierung 
und den Auswertealgorithmen erlauben 
nicht-invasive Untersuchungen von einzel-
nen Zellen und derem Inneren.
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schwach gebundenen Komplexe diesen Prozeduren 
nicht ge wachsen sind und damit dem Nachweis entge-
hen. Daher sind Bestrebungen verständlich, möglichst 
nicht-invasive Methoden und Techniken zu entwickeln, 
die es erlauben, die supra molekulare Architektur im 
zellulären Kontext zu studieren. Dazu gehört die Kryo-
Elektronen tomographie.

Die Elektronentomographie ist zweifelsohne keine 
neue Abbildungstechnik. Bereits 1968 haben DeRosier 
und Klug die Prinzipien beschrieben, nach denen sich 
aus einem Datensatz aus einzelnen zweidimensio-
nalen (2D) Projektionen eine dreidimensionale (3D) 

Rekonstruktion erhalten lässt [2]. Ihr Studienobjekt 
waren die Schwanzfasern von T4-Bakteriophagen. 
Da sie bereits wussten, dass diese Fasern eine helika-
le Symmetrie aufweisen, genügte ihnen ein einziges 
Bild, um erstmals eine vollständige 3D-Rekonstruktion 
zu präsentieren. Im selben Jahr veröffentlichte Hart 
seine Vision der „polytropic Montage“, wie er seine 
3D- Methode bezeichnete. Er untersuchte das stäbchen-
förmige Tabak mosaikvirus (TMV) und beschrieb seinen 
Gedankengang sehr präzise [3]: Ausgangsmaterial ist 
eine Struktur, von der Projektionen aus verschiedenen 
Richtungen gewonnen werden. Aus der Überlagerung 
der Rückprojektionen entsteht die Rekonstruktion ih-
rer drei dimensionalen Struktur. 1974 veröffentlichten 
Hoppe et al. die Rekonstruktion von negativ kontras-
tierten Fettsäure synthetase molekülen [4]. Während 
DeRosier und Klug den komplizierten Prozess der 
Datenaufzeichnung im Elektronenmikroskop geschickt 
umgingen, indem sie ein Objekt mit hinreichend hoher 
helikaler Symmetrie verwendeten, wählten Hart und 
etwas später Hoppe  einen deutlich mühevolleren und 
schwierigeren Weg: die manuelle Drehung des Objekts 
senkrecht zum Strahl und die Aufzeichnung einzelner 
Projektionen aus unterschiedlichen Blickrichtungen. In 
den folgenden zwanzig Jahren wurde diese Methode, 
die heute Elektronentomographie (ET) genannt wird, 
nur gelegentlich verwendet – denn weder war die not-
wendige Technologie verfügbar noch waren die beste-
henden Instrumente technisch ausgereift. Erst durch 
die Entwicklungen innerhalb des letzten Jahrzehnts ge-
lang es, Harts Vision umzusetzen und das einzigartige 
Potenzial, welches die ET bietet – das Studium großer 

Strukturen und vor allem pleomorpher Objekte wie in-
takter Zellen – in die Tat umzusetzen.

Prinzipien und Kernprobleme
Elektronenmikroskopische Abbildungen sind im 

Wesentlichen 2D-Projektionen des untersuchten Ob-
jekts in Richtung des einfallenden Strahls. In erster 
Näherung ist das EM-Bild ein Interferenzmuster aus 
Primärstrahl und den fokussierten gestreuten Strahlen, 
das die Verteilung des elektrostatischen Potentials der 
Probe darstellt. Einzelheiten aus unterschiedlichen 
Ebenen inner halb des Objekts werden aufgrund der 
großen Fokustiefe des Elektronen mikroskops in einem 
Bild überlagert und lassen sich so in einer einzelnen 
2D-Aufnahme nicht trennen. Tomographische Techni-
ken, wie sie heutzutage in der Medizin, zum Beispiel in 
der Computerto mographie verwendet werden, basieren 
auf dem Prinzip, möglichst viele 2D-Projektionen aus 
unterschiedlichen Richtungen aufzuzeichnen, um an-
schließend über computergestützte 3D-Rekonstruktions-
verfahren das Volumen des untersuchten Objekts zu 
erhalten. Bei der Computertomographie ruht der Pati-
ent und das abbildende Instrument wird sukzessive und 
vollständig, d. h. um einen Winkel von 180° um ihn he-
rumgedreht. Bei der Elektronentomographie bleiben im 
Gegensatz dazu das Elektronenmikroskop und die auf-
zeichnende Kamera in ihrer ursprünglichen Position, 
während die Probe in kleinen Winkelschritten durch 
den senkrecht dazu einfallenden Elektro nen strahl ge-
dreht und für jeden Kippwinkel ein 2D-Bild aufgezeich-
net wird. Eine Kippserie besteht aus typischerweise 100 
bis 200 Projektionen aus unterschiedlichen Richtungen, 
die sich anschließend zu einem 3D-Bild rekonstruie-
ren lassen (Abb. 1). Demzufolge beseitigt die ET so 
das „Durcheinander“, welches durch die Überlagerung 
struktureller Einzelheiten entsteht. Das rekonstruierte 
Objekt lässt sich aus beliebigen Richtungen betrachten, 
um die räumlichen Zusammenhänge einzelner struktur-
eller Details sichtbar zu machen.

So einfach dieses Verfahren im Prinzip erscheinen 
mag, die Aufzeichnung einer tomographischen Kipp-
serie (insbesondere von biologischen Materialien) mit 
Hilfe des Elektronenmikroskops ist auch heute noch 
eine technische Herausforderung. Dies liegt an den 
im Folgenden diskutierten fünf technischen Hürden, 
die gemeistert werden müssen: 1. Probenpräparation, 
2. Strahlendosis, 3. Kippgeometrie, 4. Instrument und 
dessen Ausstattung und 5. Alignierung, Rekonstruktion 
und Visualisierung.

Kryo-Probenpräparation
Biologische Objekte wie Zellen sind hauptsächlich 

aus Kohlenstoffverbindungen aufgebaut und bestehen 
zu fast 70 % aus Wasser. Die „Umweltbedingungen“ 
innerhalb eines Elektronen mikroskops sind durch Ul-
tra-Hochvakuum und einen konstanten „Beschuss“ von 
Elektronen mit Geschwindigkeiten von zum Teil mehr 
als 200000 km/s charakterisiert. Um biologische Objek-
te in dieser unwirtlichen Umgebung lebensnah untersu-
chen zu können, müssen diese zunächst „konserviert“ 
werden. Die üblichen Präparationstechniken, wie das 
Entwässern und Einbetten in Akryl- bzw. Epoxydharze 
sowie Kontrastierungsverfahren mit Schwermetallsal-
zen (Negativkontrastierung), sind für Untersuchungen 
in vivo ungeeignet. Obwohl diese Techniken die Struk-
turen verändern und zu Artefakten führen, beruht das 
allgemeine Bild einer Zelle mit ihren inneren Struktu-

a b

Abb. 1:
� a) Bei der Datennahme für ein Elektro-
nentomogramm wird mit einer CCD-
Kamera eine Serie von Bildern aufgezeich-
net, während das Objekt, hier zur Veran-
schaulichung ein Seilknoten, senkrecht 
zum einfallenden Strahl gedreht wird. 
Aufgrund der begrenzten Genauigkeit der 
Kippvorrichtung muss die Probe bei jedem 
Kippwinkel computergesteuert „nachzen-
triert“ und „nachfokussiert“ werden. 

� b) Für die 3D-Rekonstruktion wird 
von jeder Aufnahme (2D-Projektion) 
eine Rückprojektion erstellt. Die Summe 
aller projizierten Körper ergibt die Dich-
teverteilung des Ausgangs objekts – das 
Tomogramm. Je mehr Bilder über einen 
maximalen Winkelbereich aufgezeich-
net werden können, desto größer ist die 
resultierende Auflösung im Tomogramm. 
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ren, welches wir aus Schul- und Lehrbüchern kennen, 
größtenteils auf elektronen mikroskopischen Analysen 
mit Hilfe dieser Präparationsverfahren.

Eine Alternative zu diesen Verfahren ist die 1984 von 
Adrian et al. präsentierte Kryo-Präparationstechnik, das 
schockartige Einfrieren biologischer Substanzen in ihrer 
natürlichen Umgebung [5]. Dieser Meilenstein der bio-
logischen Elektronenmikroskopie ermöglichte es zum 
ersten Mal, lebensnahe Untersuchungen quasi in vivo 
durchzuführen. Dazu wird die Probenlösung zunächst 
auf einen Objektträger aufgebracht, der aus einem 
feinen Kupfernetz besteht. Ein nur 4 – 20 nm dünner 
Kohlenstoff-Film verhindert, dass die Probe durch die 
Maschen des Netzes hindurch fällt. Das schock artige 
Einfrieren geschieht mithilfe einer Guillotine-artigen 
Vorrichtung, die den Objektträger innerhalb von Mil-
lisekunden auf eine Temperatur von 90 K (–190°C) 
abkühlt. Um einen direkten Phasenübergang von der 
flüssigen zu einer amorphen (vitrifizierten) Phase zu 
erreichen, wird als Kühlflüssigkeit typischerweise flüssi-
ges Ethan verwendet, da es eine hohe Kühlrate besitzt. 
Das so vitrifizierte Präparat wird anschließend in den 
Probenhalter transferiert und durch ständiges, kontrol-
liertes Kühlen mit flüssigem Stickstoff auf einer Tem-
peratur von ca. –190 °C gehalten. Die native Struktur 
des Cytoplasmas und die Anordnung der Makromole-
küle bleiben für vitrifizierte Proben bestehen, d. h. der 
physiologische Zustand zum Zeitpunkt des Einfrierens 
bleibt erhalten. Die anschließende Untersuchung im 
Elektronen mikroskop bei tiefen Temperaturen wird als 
Kryo-Elektronen mikros kopie bezeichnet.

Strahlendosis
Wenn die Elektronen des Mikroskops inelastisch an 

dem Coulomb-Potential der Atomkerne gestreut wer-
den, übertragen sie Energie auf die Probe und ionisie-
ren möglicherweise die betroffenen Probenatome. Dies 
kann primär zur Erwärmung der Probe im bestrahlten 
Bereich, zur strahlenchemischen Abspaltung von Was-
ser (Radiolyse) sowie zu chemischen Sekundärreaktio-
nen führen, die die Probe verändern (Bindungsbrüche, 
Bildung neuer Moleküle oder die Erzeugung von Ra-
dikalen). Im Gegensatz zu anorganischen Materialien, 
die sehr strahlen resistent sind, ist die Strahlenschä-
digung bei biologischen Substanzen von erheblicher 
 Bedeutung (Abb. 2).

Diese Schädigung hängt von der Anzahl der Elek-
tronen ab, welche das Objekt durchdringen. Daher ist 
die Strahlstromdichte j in Abhängigkeit von der Be-
lichtungszeit (in e–/Å2 bzw. C/cm2; e– = Elektronen) 
ein geeignetes Maß für die Elektronendosis. Im Unter-
schied dazu wird in der Radiochemie die Dosis als pro 
Masseneinheit übertragene Energie definiert (Gy = 
J/kg). So würde im Vergleich eine mit 50 e–/Å2 be-
strahlte Kohlenstoffprobe bei einer Beschleunigungs-
spannung von 300 kV einer Dosis von 1,6 × 108 Gy 
ausgesetzt sein, einem Wert, der sonst nur in der Nähe 
des Zentrums einer Kernreaktion vorkommt.

Da das Ausmaß des Schadens proportional zur ein-
gestrahlten Dosis wächst, sind der hochauflösenden 
Elektronenmikroskopie Grenzen gesetzt, die sich durch 
verschiedene Maßnahmen jedoch verschieben lassen. 
Beispiels weise ist die Ionisations wahrscheinlichkeit in 
erster Näherung um ge kehrt proportional zur verwen-
deten Beschleunigungsspannung. Bei extrem hohen 
Spannungen von 1 MV ist die Strahlenschädigung zwar 
geringer als bei 100 kV, jedoch sind die entsprechenden 

Instrumente riesig, teuer und folglich nicht sehr ver-
breitet. Ein guter Kompromiss zwischen sowohl Strah-
lenschädigung und Signaleffizienz als auch hin sichtlich 
der technischen Möglichkeiten sind Mikroskope mit 
300 kV Beschleuni gungs spannung. 

Strahl en schäden lassen sich auch durch Abkühlen 
der Probe verringern. So verlängert sich die „Stand-
zeit“ der Probe durch Kühlung mit flüssigem Stickstoff 
auf 90 K um einen Faktor 9, den so genannten Kryo-
protektions faktor Cp [6]. Durch weiteres Abkühlen mit 
flüssigem Helium (ca. 4 K) steigt er in bestimmten Fäl-
len noch weiter an [7, 8].

Schließlich lässt sich die Strahlenbelastung auch 
durch eigens dafür entwickelte Aufnahmeverfahren 
reduzieren. Bei diesen Niedrig-Dosis-Verfahren (low 
dose) trifft der Elektronenstrahl nur während der Be-
lichtung der einzelnen Projektionen auf die Probe und 
wird ansonsten, z. B. während dem Kippen der Probe, 
ausgeblendet. Erst die Einführung einer stabilen (repro-
duzierbaren) Elektronenoptik, computer unterstützter 
Elektronenmikroskope und digitaler Kameras ermög-
licht eine solche probenschonende Vorgehensweise. 

Bei der Aufnahme einer tomographischen Bilder-
serie ist entscheidend, dass die Gesamtdosis stets unter-
halb einer probenspezifischen Grenze bleibt. Nach dem 
Theorem über die Möglichkeit der Dosis-Fraktionie-
rung von Hegerl und Hoppe reicht die integrale Dosis 
einer konventionellen zweidimensionalen Aufnahme 
auch für eine dreidimensionale Rekonstruktion aus, 
falls die Auflösung und die statistische Signifikanz der 
Aufnahmen identisch sind [9]. Prinzipiell ist es damit 
möglich, die Gesamtdosis auf beliebig viele statistisch 
verrauschte 2D-Projektionen zu verteilen. So entspricht 
eine Gesamtdosis von 50 e–/Å2, auf 100 Projektionen 
verteilt, einer Dosis von 0,5 e–/Å2 pro Einzelbild. Ent-
sprechend sind die Aufnahmen bei dieser niedrigen Do-
sis sehr stark „verrauscht“ und die Bildqualität hängt 
wesentlich von der Qualität des verwendeten Detektors 
ab. In den Einzelbildern Strukturen auszumachen und 
vor allem zu lokalisieren, ist aufgrund des niedrigen 
Signal-Rausch-Verhältnisses schwierig. Untersuchungen 
an in Eis eingebetteten Proben unter niedrig-Dosis-
Bedingungen sind im wahrsten Sinne des Wortes ein 
„Fischen im Trüben“ und nur mit Hilfe der tomographi-
schen Rekonstruktion wird diese „Trübung“ beseitigt.

Abb. 2: 
Biologische Substanzen sind besonders 
empfindlich für Strahlenschädigung 
durch Elektronenstrahlen, wie hier 
anhand einer in Eis eingebetteten Probe 

für verschiedene Strahlendosen demons-
triert: 50 e–/Å2 (a) bzw. 500 e–/Å2  (b), 
jeweils bei einer  Beschleunigungsspan-
nung von 120 kV.

Dosis: 50 e–/Å2

a b

Zelle

Kohlenstoff-
Film

„Blasen“

Löcher

Dosis: 500 e–/Å2
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Kippgeometrie
Die Qualität einer tomographischen Rekonstrukti-

on hängt entscheidend von der Kippgeometrie ab. Im 
Gegensatz zur Computertomographie ist im Elektro-
nenmikroskop keine vollständige Rotation um 180° 
möglich, sondern nur über einen eingeschränkten 
Winkelbereich von maximal ±70°. Dies liegt zum einen 
daran, dass der Elektronenstrahl den Objektträger bei 
großen Winkeln nicht durchdringen kann, zum ande-
ren daran, dass die Halterung den Strahl „abschattet“. 
Der limitierte Kippwinkelbereich erzeugt so einen 
„blinden“ keilförmigen Bereich im reziproken Raum 
(„missing wedge“, Abb. 3a), der die Rekonstruktion 
des untersuchten Objekts erschwert. So entspricht 

die Auflösung dx entlang der Kippachse (x-Richtung) 
der elektronenoptischen Auflösung des verwendeten 
Instruments, während senkrecht zur Kippachse (y-
Richtung) die Auflösung dy durch das Winkelinkrement 
Da und damit durch die Anzahl der Aufnahmen be-
stimmt wird. Der Zusammenhang zwischen Auflösung 
dy und Anzahl der Projektionen N eines sphärischen 
Objekts mit dem Durchmesser D wird bei einem un-
eingeschränkten Winkelbereich durch das Crowther-
Theorem beschrieben: dy = p·D/N [10]. Für die Re-
konstruktion einer  Mycoplasma-Zelle mit ca. 200 nm 
Dicke bei einer Auflösung von dy = 2 nm benötigt man 
demzufolge 320 Projektionen mit einem Winkelabstand 
von 0,6°. Aufgrund des unzugänglichen Winkelbereichs 
ergibt die Rekonstruktion eines kugelförmigen Vesi-
kels jedoch statt einer Kugel ein anisotropes Gebilde, 
welches zusätzlich in Richtung der optischen Achse (z) 
verlängert bzw. gedehnt erscheint (Abb. 3b). Damit ist 
die Auflösung in z-Richtung dz um diesen Elongations-
faktor eyz, der sich aus dem maximalen Kippwinkel a 
ableiten lässt, zusätzlich herabgesetzt. Abhilfe bietet 
die Aufnahme und Kombination zweier Kippserien der 
gleichen Probenstelle mit um 90° gedrehten Kippach-
sen (Zwei-Achsen-Kippung) [11]. Aus dem „missing 
wedge“ entsteht dadurch eine wesentlich kleinere „mis-

sing  pyramid“ (Abb. 3c,d). In unserem Beispiel sind 
so anstelle von 320 Projektionen aber mehr als 600 
Aufnahmen nötig mit der entsprechend höheren Strah-
lenbelastung. Dennoch, um die bestmögliche Auflösung 
zu erhalten, muss man den größten zugänglichen Win-
kelbereich mit möglichst kleinen Winkelschritten abde-
cken und gleichzeitig die Gesamtdosis in tolerierbaren 
Grenzen halten. Zwei Anforderungen, die offensicht-
lich nicht leicht in Einklang zu bringen sind und die 
Herausforderungen der Methode verdeutlichen.

Instrumentierung
Transmissionselektronenmikroskope erreichten 

zwar bereits in der Vergangenheit laterale Auflösungen 
unterhalb von 10 Ångström, dennoch dauerte es Jahr-
zehnte, bis eine komplexe Untersuchungsmethode wie 
die Elektronentomographie möglich wurde. Erst seit 
wenigen Jahren sind einerseits elektronenoptische und 
mechanische Bauteile mit der erforderlichen Stabilität 
und Präzision vorhanden und andererseits Proben-
kühlung, Computeransteuerung sowie Digitalkameras 
verfügbar. Im Folgenden sind nur drei der wichtigen 
instrumentellen Komponenten erwähnt, die auch heute 
noch weiterentwickelt werden.

Goniometer - Kippvorrichtung
Der Probenhalter und damit die Probe wird gegen-

über dem Elektronenstrahl mit einem rein mechani-
schen, außer halb der Mikroskopsäule angebrachten 
Goniometer gekippt. Wenn man das Präparat, das sich 
an der Spitze eines ca. 30 cm langen, mit flüssigem 
Stickstoff gekühlten Probenhalters befindet, kippt, 
bewegt sich das Präparat um bis zu 0,5 mm aus der eu-
zentrischen Ebene. Als euzentrische Ebene zw. Achse 
bezeichnet man die Probenposition in z-Richtung, bei 
der die Probenachse und die Achse des Goniometers 
übereinstimmen. Befindet sich die Probe ober- oder 
unterhalb dieser Ebene, so verschiebt sich die Pro-
benstelle während des Kippens, ist die Probe jedoch 
in der euzentrischen Ebene, so bleibt jeder Punkt auf 
der Kippachse beim Kippen/Drehen in seiner Position. 
Bei einer angepeilten Auflösung von beispielsweise 
10 Ångström darf die Abweichung beim Kippen aber 
nicht mehr als drei Ångström betragen. Zwischen der 
Präzision dieses Goniometers und der gewünschten 
Auflösung liegen also drei bis vier Größenordnungen. 
Diese Lücke lässt sich heute mit extrem komplexen Da-
tenakquisitionsschemata schließen, die fast vollständig 
sämtliche Abweich ungen von der euzentrischen Achse 
korrigieren. 

CCD-Kamera
Die bereits in den 70er-Jahren für astronomische 

Beobachtungen entwickelten CCD-Kameras (Charge 
Coupled Device) wurden 1986 erstmals von Mochel 
in der Elektronenmikroskopie verwendet [12]. Da die 
aufgenommenen CCD-Bilder sofort für die digitale 
Weiterverarbeitung zur Verfügung stehen, lässt sich 
der Aufnahmeprozess nicht nur kontrollieren, sondern 
auch automatisieren.

Die in der Elektronenmikroskopie verwendeten 
CCD-Kameras bestehen aus dem Szintillator, der die 
Primärelektronen „abbremst“ und so durch Kathodo-
lumineszenz Photonen erzeugt, der Faseroptik zur 
unvergrößerten Übertragung des licht optischen Bilds 
sowie dem CCD-Sensor, der aus einer Matrix von Me-
tall-Oxid-Halbleiter (MOS) Kondensatoren aufgebaut 

Abb. 3: 
Bei der Einachsenkippung ist ein keilförmiger Bereich („mis-
sing wedge“) aufgrund des beschränkten Kippwinkels nicht 
zugänglich (a). Das rekonstruierte Objekt ist dadurch verzerrt 
und unvollständig (b). Die Zweiachsenkippung verkleinert den 
unzugänglichen Bereich (c), sodass die Rekonstruktion besser 
mit dem Objekt übereinstimmt (d).
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ist. Die Chipgrößen liegen zwischen 1024×1024 und 
4096×4096 Pixel bei einer Pixelgröße zwischen 15 und 
30 mm. Im Gegensatz zu Negativen zeichnen sich CCDs 
durch ihre hohe Linearität aus, d. h. die Intensitäts-
verteilung des aufge zeichneten Bildes ist direkt pro-
portional zur Zahl der auftreffenden Primär elektronen. 
Das laterale Auflösungsvermögen ist dagegen deutlich 
kleiner als beim fotografischen Film, da es durch das  
„Übersprechen“ zu einer „Ver schmier ung“ des Signals, 
ähnlich einer Bildglättung kommt.

Gerade für die Aufnahme unter niedrig-Dosis-Be-
dingungen ist die Empfindlichkeit der CCD und das 
durch die Elektronik eingebrachte Eigenrauschen ent-
scheidend. Leider nimmt bei den herkömmlichen Ka-
meras mit zunehmender Sensitivität das Übersprechen 
zu. Auch hier muss ein Kompromiss gefunden werden 
zwischen der Dicke des Szintillatormaterials und der 
gewünschten lateralen Auflösung. Der ideale Detektor, 
der es erlaubt, selbst bei den geringsten Elektronen-
dosen das gesamte Signal zu übertragen, ist noch nicht 
erfunden.   

Energiefilter
Bei der TEM ist die Größe des Objekts für die Abbil-

dungsqualität von erheblicher Bedeutung. Einfache geo-
metrische Überleg ungen zeigen, dass die durchstrahlte 
Distanz eines in Eis eingebetteten 200 nm dicken 
Objekts bei Kippung um 70° auf 580 nm anwächst. 
Elektronen können aber nicht beliebig weit und un-
gehindert Materie durchdringen. Überschreitet die 
Objekt dicke die mittlere freie Weglänge der Elektronen, 
werden sie mehrfach gestreut und setzen die Interpre-
tierbarkeit der Abbildung herab. Um dem zu begegnen, 
werden Mikroskope mit höherer Beschleunigungs-
spannung eingesetzt (300 kV). Bei der Durchstrahlung 
von mehr Masse erhöht sich der Anteil inelastisch und 
mehrfach gestreuter Elektronen. Dadurch „verschmie-
ren“ scharfe Objektgrenzen in den Aufnahmen und die 

Qualität der Tomogramme reduziert sich. So genannte 
Energiefilter erlauben es, Elektronen mit unerwünsch-
ter Energie quasi „herauszufiltern“ und so den Bildkon-
trast wesentlich zu verbessern (Abb. 4) [13]. Doch auch 
diesem Ver fahren sind praktische Grenzen gesetzt: 
Zellen, die dicker als 0,5 bis 1 mm sind, lassen sich 
auch mit Hilfe des Energiefilters nicht mehr als Ganzes 
untersuchen. 

Alignierung, Rekonstruktion und 
Visualisierung
Aufgrund der Ungenauigkeit des Goniometers müs-

sen nach der Aufnahme einer Kippserie zunächst die 
Verschiebungen der einzelnen Bilder zueinander be-
stimmt und herausgerechnet werden. Diese Prozedur 
bezeichnet man als Alignierung. Bei einem Datensatz 
von typischerweise 100 bis 200 Bildern und einer Ge-
samtdosis zwischen 20 und 50 e–/Å2 entspricht ein 
einzelnes Bild einer Dosis von nur 0,1 bis 0,5 e–/Å2 
mit einem entsprechenden sehr kleinen Signal-Rausch-
Verhältnis. Zusätzlich sind die Kontrastunterschiede 

zwischen dem biologischen Ma-
terial, dem Eis und der amorphen 
Kohlenstoff-Folie sehr klein, da sie 
hauptsächlich aus schwach streu-
enden Elementen aufgebaut sind. 
Eine Alignierung, die auf einfachen 
Kreuzkorrelationsverfahren zwi-
schen den einzelnen Bildern einer 
Serie beruht, führt somit nur in den 
seltensten Fällen zum Erfolg. Einen 
Ausweg liefern Bezugspunkte, kol-
loidale Gold kügelchen mit einem 
Durchmesser von ca. 10 nm, die vor 
dem Vitrifizieren auf den Objektträ-
ger in Lösung aufgebracht oder zur 

a b

ungefiltert gefiltert

Abb. 4: 
Werden inelastisch und mehrfach gestreute Elektronen heraus-
gefiltert, so verbessert sich der Bildkontrast deutlich. Der Pfeil 
in b) zeigt auf die 10 nm kleinen Goldkügelchen, die als Bezugs-
punkte dienen. 

Abb. 5: 
Die tomographische Untersuchung einer 
in Eis eingebetteten Amöbe (Dictyostelium 
discoideum) fördert Details im Nanome-
terbereich zu Tage, die in der lichtmikro-
skopische Phasenkontrast- (a) und der 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme 
(a, Inset) der Zelle auf einem Kupfer-
netzchen nicht zu erkennen sind. Gezeigt 
sind die 0°-Projektion (b), ein x-y-Schnitt 
durch das Tomogramm (c) und schließlich 
die visualisierte und segmentierte Darstel-
lung eines Zellausschnitts. Zu erkennen 
sind die Membran (blau), die Filamente 
(bräunlich rot) und makromolekulare 
Komplexe (türkis-blau). (aus [16])10 mm
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Probenlösung hinzugegeben werden. Diese Marker sind 
als kleine schwarze Punkte in einer Aufnahme leicht zu 
identifizieren (Pfeil Abb. 4). Unterstützt durch automa-
tisierte Such algorithmen bzw. durch einfache manuelle 
Selektion lassen sie sich durch die gesamte Bilderserie 
verfolgen. Neben der Kompensation der Verschiebung 
erhält man gleichzeitig ein gemeinsames Koordinaten-
system für die anschließende Rekonstruktion.

Nach der Alignierung folgt als nächster Schritt die 
Rekonstruktion, die auf dem von Radon 1917 for-
mulierten Projektions-Schnitt-Theorem beruht, dem 
Grundstein für alle tomographischen Rekonstruktions-
verfahren [14]. Demnach entspricht eine 2D-Projektion 
eines 3D-Objekts einem zentralen Schnitt durch den 
3D-Fourier-Raum des Realraumobjekts. Die Dre-
hung der Probe und die Aufzeichnung verschiedener 
Projektionen entsprechen folglich dem Abtasten der 
Probeninformation im Fourier-Raum. Die tomogra-
phische Rekonstruk tion ist die Rücktransformation 
(inverse Fourier-Transformation) der Überlagerung 
aller Fourier-Transformationen der Einzelprojektionen, 
ein Verfahren, das als direkte Fourier-Rekonstruktion 
bezeichnet wird. Derzeit werden Rekonstruktionsver-
fahren im Ortsraum angewendet, da die erforderlichen 
Interpolationen zwischen den einzelnen „diskreten“ 
Projektionen leichter zu implementieren sind. Der am 
häufigsten gebräuchliche Algorithmus ist die gewichtete 
Rückprojektion (weighted backprojection) [15]. Die 
Wichtung der einzelnen Projektionen ist notwendig, da 
sich alle Projektionen in einem zentralen Punkt über-
schneiden. Niedrige Frequenzen werden ohne Gewich-
tung stärker hervorgehoben als höhere, was zu einer 
„Verschmierung“ des rückprojizierten Bildes führt. Die 
Summe aller rückprojizierten Bilder einer Kippserie er-
gibt dann letztendlich ein Tomogramm.

Sobald das Tomogramm erstellt ist, lassen sich im 
Computer „optische Schnitte“ in jeder beliebigen Rich-
tung berechnen und darstellen. Für die Visualisierung 
bestimmter Strukturen, etwa Ribosomen und anderer 
Makromoleküle, dient das rechnerische Verfahren der 
Segmentierung, d. h. die Markierung (etwa Einfärbung) 

von der Umgebung abgrenzbarer Details (Abb. 5). Die 
Detailrekonstruktion einer in Eis eingebetteten Amö-
be (Dictyostelium discoideum) mit einer Auflösung 
dz von ca. 8 nm zeigt exemplarisch die Möglichkeiten 
der Elektronentomographie im ungestörten zellulären 
Kontext. Neben den leicht zu erkennenden Membran-
strukturen sieht man das aus einzelnen Aktinsträngen 
aufgebaute Zytoskelett und verschiedene makromole-
kulare Komplexe, beispielsweise Ribosomen [16]. Darü-
ber hinaus zeigt das Tomogramm auf der Ebene einzel-
ner Filamente die Art und Weise ihrer Interaktion (iso-
tropes Netzwerk, Filamentbündel etc.) und ermöglicht 
es bereits, die Verzweigungswinkel einzelner Filamente 
in 3D zu bestimmen. Für eine quantitative (statistisch 
signifikante) Analyse solcher Datensätze ist es zum 
einen jedoch notwendig, automatische Segmentierungs-
algorithmen zu entwickeln, um eindeutige Aussagen 
über die Filament verbindungen und weitere strukturelle 
Filamentparameter zu bestimmen. Zum anderen ist 
eine Verbesserung der Auflösung auf dz = 2 nm nötig, 
um zwischen zufälligen Überkreuzungen und echten 
Verzweigungen der einzelnen Filamente unterscheiden 
zu können.

Erst kürzlich gelang es, isolierte, intakte und funk-
tionsfähige Zellkerne aus dem gleichen Organismus 
tomographisch zu analysieren (Abb. 6) [17]. Innerhalb 
der Kernmembran sitzen hunderte von Poren, durch 
die permanent tausende von Molekülen, wie Proteine 
oder RNA, transportiert werden. Auf diese Weise gelan-
gen die Baupläne für Eiweißstoffe aus dem Zellkern zu 
den Ribosomen, während umgekehrt Signale aus dem 
Zellkörper im Kern zelluläre Prozesse, wie Wachstum, 
Zellteilung oder -differenzierung initiieren. Diese to-
mographische Analyse zeigt, wie schwierig es ist, sehr 
dichte und dicke Strukturen zu untersuchen: Nur im 
dünnen Randbereich des ca. 2 mm großen Zellkerns 
ist eine detaillierte Untersuchung möglich, das Innere 
des Kerns bleibt aufgrund seiner Größe unzugänglich. 
Zur Verbesserung der Kernporenstruktur wurden Mit-
telungs- und Klassifizierungstechniken eingesetzt, und 
aus rund 250 Kernporen-Komplexen ließen sich so 

zwei Hauptzustände unterscheiden. 
Wie diese beiden Beispiele zei-

gen, enthält ein Tomogramm einer 
Zelle eine gewaltige Informati-
onsfülle. Prinzipiell liefert es ein 
Abbild des gesamten Proteoms (bei 
gegebener Auflösung, derzeit 3 – 5 
nm für prokaryotische Zellen2)) 
und beschreibt gleichzeitig die lo-
kale Interaktion makromolekularer 
Komplexe. Um diese Information 
in ihrer Vollständigkeit nutzen zu 
können, müssen neue Strategien 
der Bildverarbeitung entwickelt 
werden. Denn das Macromolecular 
Crowding mit den sehr nahe beiein-
ander liegenden Proteinmolekülen 
im Cytoplasma der Prokaryoten 
verhindert eine umfassende Seg-
mentierung der Strukturen. Eine 
alternative, nicht-invasive Methode 
bietet die Korrelation strukturell 
bekannter Proteinekomplexe (z. B. 
aus der Röntgen kristallographie) 
mit dem gesamten Zellenvolumen 
und die Identifizierung des gesuch-

Abb. 6: 
Mit der Elektronentomographie lassen sich seit kur-
zem auch intakte Amöben-Zellkerne untersuchen: 
� a) x-y-Schnitt durch das Tomogramm mit lichtmik-
roskopischer Phasenkontrast abbildung (Inset links) 
sowie fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (Inset 
rechts).
� b) Visualisierte und segmentierte Darstellung 

eines Zellausschnitts. Die Kern  membran ist gelb, die 
einzelnen Kernporen sind violett dargestellt. 
� c) Kernpore nach Mittelung aus Richtung des 
Cytoplasmas betrachtet (links) bzw. vom Kernin-
neren aus gesehen (rechts). Der Schnitt durch eine 
Pore (unten) zeigt die einzelnen Komponenten des 
Komplexes im Detail. (aus [17])

a
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cytoplasmat. Ring
„Speichen“-Ring
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Korbstruktur

distaler Ring
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2) Vereinfacht gesagt, 
sind prokaryotische 
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ten Moleküls durch dessen strukturelle Signatur im 
Tomogramm. Da die Positionen der Proteine unbekannt 
sind und diese in allen möglichen Orientierungen im 
Tomogramm vorliegen, sind effiziente Such algorithmen 
für die Muster erkennung (template matching) erforder-
lich. Die Analyse muss sowohl schnell als auch objektiv 
und reproduzierbar sein, um im Idealfall alle Kopien 
der gesuchten Moleküle in den großen Datenvolumina 
zu finden, die mehrere GigaByte Speicherumfang er-
reichen. Dass diese Strategie prinzipiell erfolgreich ist, 
haben Versuche mit Lipidvesikeln gezeigt, die mit ver-
schiedenen Proteinkomplexen gefüllt waren.

Ausblick
Derzeit lassen sich nicht-invasive Untersuchungen 

mit Hilfe von Kryo-Elektronentomographie auf ein-
zelne Zellen anwenden, die eine Dicke von 0,5 – 1 mm 
nicht überschreiten [18]. Zu diesen zählen flach wach-
sende Bereiche eukaryotischer Zellen und Neuronen 
sowie geeignete Prokaryoten. Um dickere Präparate, 
vor allem ganze eukaryotische Zellen, mehrzellige 
Verbände oder Gewebe untersuchen zu können, sind 
Weiterentwicklungen hinsichtlich der Präparation er-
forderlich. So sollte es möglich sein, größere Objekte 
unter Hochdruck struktur schonend in Eis einzufrieren, 
anschließend im Kryo-Mikrotom in geeignet dicke 
Schnitte zu verarbeiten und Tomographie an Zellaus-
schnitten vorzunehmen.

Aber nicht nur im präparativen Bereich werden Ver-
besserungen vorgenommen. Die neueste Generation 
von Elektronenmikroskopen ermöglicht es, Proben mit 
Stickstoff kühlung (–196 °C) und bei der Temperatur 
flüssigen Heliums (–269 °C) zu untersuchen. Nahe am 
absoluten Nullpunkt lässt sich die Bestrahlzeit erhö-
hen, sodass in bestimmten Fällen fast doppelt so viele 
Projektionen mit noch kleineren Winkelschritten mög-
lich sind. Zusätzlich bestehen Bestrebungen, neuartige 
Detektoren zu entwickeln, welche eine hohe laterale 
Auflösung und eine höhere Empfindlichkeit besitzen. 
Damit könnte es gelingen, weiter in den Bereich mole-
kularer Auflösung von ca. 2 nm vorzudringen und auch 
kleinere Komplexe (< 200 kDa3)) in Tomogrammen zu 
lokalisieren und zu identifizieren.

So erweitert jede methodische und instrumentelle 
Fortentwicklung die Perspektiven und Anwend barkeit 
der zellulären Kryo-Elektronentomographie und ver-
spricht neue Einblicke in die molekulare Architektur 
und strukturelle Organisation lebender Zellen.
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