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Zusammenfassung: Mikrokammern sind ein Werkzeug um mikrobielle Lebensweisen bzw. das Verhalten
von Organismen auf zellulidrer Ebene zu beobachten.

Die hier vorgestellte Mikrokammer ist - im Gegensatz zu fritheren Konstruktionen - eine kostengiinstige,
robuste, leicht herstellbare und einfache Losung, mit der verschiedenste Experimente mit lebenden Zellen
unter mikroskopischer Beobachtung zu gestalten sind. Sie kann auf einfache Weise aus leicht erhiltlichen
Teilen gebaut werden.

Drei Jahre mykologischer Untersuchungen haben die die Eignung fiir Forschungszwecke nachgewiesen. Das
Gerdt ist flir besonders fiir professionelle und Amateurmykologen von Interesse, aber auch fiir Forscher
anderer Disziplinen.

Einfithrung

In Zeiten, in denen molekulare Methoden die biologische Forschung dominieren, scheinen in vivo
Untersuchungen von Entwicklungsaspekten oder Wechselbeziehungen auf Zellebene nicht mehr zeitgemal
zu sein. Molekulare Techniken sind allerdings nicht immer anwendbar, beispielsweise bei morphologischen
Verdnderungen wihrend des Lebenszyklus von Pilzen unter verschiedenen Bedingungen. Solche
Untersuchungen gelten immer noch als anspruchsvoll und aufwindig.

Fiir Herausforderungen wie diese bieten mikroskopierbare Mikrokammern eine Losung. Die biologische und
medizinische Forschung setzt sie seit vielen Jahren ein. Allerdings hatten die Konstruktionen einige
Nachteile mit Blick auf Kosten, Ausgereiftheit, Haltbarkeit, Bedienbarkeit und Anpassbarkeit (BARTNICKI -
GARCIA & LIPPMAN 1966, FEDERLIN ETAL. 1971, FEDER 1981, FANTINI ETAL. 1987, HILL 1995, FOCHT
1996, FRIEDMAN ET AL. 2002, HAUSEN & RIEBESELL 2002).

Experimente in der mikrobiellen und mykologischen Forschung erfordern manchmal eine fortlaufende
Beobachtung von Zellen, die verschiedenen Behandlungen unterworfen werden. Typische Beispiele sind
Untersuchungen iiber Hyphenwachstum, Sporenkeimung oder auch Lebensbedingungen von Protozoen.
Deshalb miissen Mikrokammern folgende Eigenschaften aufweisen:

e  Volumen < 500 pl
Definierte Kammerdicke ((0,4 - 1 mm)
sterilisierbar
einfach zu befiillen (unter sterilen Bedingungen)
beschickbar mit fliissigen, gasformigen und (kleinen) festen Stoffen
geeignet fiir mikroskopische VergroBerungen bis zu 1000X (Olimmersion)

Es ist auBerdem zu wiinschen, dass ein solches Gerit einfach herzustellen und billig ist.
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Konstruktion und Herstellung

Die neue Mikrokammer besteht nicht viel mehr als aus einem herkommlichen Objekttrager fiir die
Mikroskopie, einem Deckglas und einer Silikondichtung (Abb. 1)
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Abb. 1: Konstruktion der Mikrokammer

Bendtigt werden folgende Teile und Hilfsmittel:

e Teile fiir die Kammer
©  Objekttriger, 76 x 26 mm
©  Deckglas, z.B. 18 x 24 mm
o Liftungsrohrchen: 10 mm Abschnitt einer
Injektionsnadel von 0,6 mm Durchmesser fiir
eine Kammer von 1 mm Dicke, der mit einer
Nadelfeile 0.4. abgetrennt wird

e Hilfsmittel fiir den Zusammenbau

© Aceton zum entfetten des Objekttragers und
des Deckglases

© transparente Silikon-Dichtmasse
(Essigsdurebasis), abgefiillt in eine 5 ml
Einwegspritze (Luer-Konus)

o eine kleine Montageplatte (ca. 150 x50 x10
mm) mit dem Umriss des Deckglases, die z.B.
an einer Tischkante montiert ist

© 2 Klammern

© 2 Abstandsstreifen aus Fiihlerlehren (siche
Anhang); die Dicke der Streifen bestimmt die
Dicke der Kammer, z.B. 1 mm

© 1 Hart-PVC-Block (ca. 10 x 30 x 85 mm)

Der Zusammenbau erfolgt in folgenden Schritten:

1. Objekttrager und Deckglas entfetten (nur wenn Abb. 2: Teile fiir die Mikrokammer
notig, Deckgldser sind gewdhnlich fettfrei)

2. Objekttrager auf Montageplatte positionieren und
mit Klammern fixieren (Abb. 2)



3. Silikon in einem etwa 2 mm starken Strang entlang der Innenseite der Deckglasmarkierung auftragen
(ADb. 3)

Liiftungsréhrchen mit einer feinen Pinzette in eine Ecke platzieren und herunterdriicken
Deckglas auf das Silikon legen und Position justieren
Klammern entfernen und Abstandsstreifen links und rechts vom Deckglas auflegen (Abb. 4)

PVC-Block kurz mit Gefiihl auf die Anordnung driicken (Abb. 5), um die Kammer zu versiegeln und
die Kammerdicke geméal der Abstandsstreifen einzustellen; PVC-Block und Abstandsstreifen wieder
entfernen

N e v e

8. Mikrokammer mindestens 18 Stunden aushérten lassen und bei ca. 150 °C fiir 1 Stunde sterilisieren
(Backofen geniigt); dies entfernt gleichzeitig Polymerisatorreste (Essigsdure)

Der Zusammenbau dauert weniger als zwei Minuten, Material und Teile kosten weniger als 0,50 Euro,
einschlieBlich der anteiligen Kosten fiir die Montagehilfsmittel.

Proben werden mit 0,5 oder 1 ml Einwegspritzen, bestiickt mit Injektionsnadeln mit einem maximalen
Durchmesser von 60% der Kammerdicke durch Einstechen in die Silikondichtung in die Kammern injiziert.
So ist fiir eine 1 mm Kammer eine Nadel von 0,4 mm eine sichere Wahl.

Abb. 3: Silikonstrang und
Liiftungsréhrchen

Abb. 4: Abstandsstreifen

Abb. 5: Kammer mit PVC-Block
abdichten und einstellen




Abb. 6: Kammer, befiillt mit einer
Sporensuspension

Abb. 7: In die Kammer einge-
brachtes Wurzelfragment

Ergebnisse und Diskussion

1 mm Mikrokammern wurden {iber drei Jahre in etwa 75 Versuchen zur Sporenkeimung in fliissigen und
halbfliissigen Medien eingesetzt, wobei sich die Kammern als haltbar und leicht zu handhaben erwiesen. In
dieser Zeit gingen lediglich zwei Deckgléser bei zu hastigem Durchstechen der Silikondichtung mit einer
0,6er Nadel zu Bruch, um Abschnitte von Haarwurzeln (Abb. 7) einzuschleusen. Mit den empfohlenen 0,4er
Nadeln ist es nie zu Beschddigungen gekommen.

Abb. 8: Keimende Spore von Armillaria borealis (400%)



Abb. 9: Sklerotien eines DSE (Dark Septate Endophyte) (1000x)

Die mikroskopischen Untersuchungen fanden tiberwiegend mit 400-facher VergroBerung statt (Abb. 8). Fiir
weitergehende Uberpriifungen wurde ein Olimmersionsobjektiv (1000-fach) eingesetzt, mit meist guten
Ergebnissen. Nur Objekte, die sich am Boden der Kammer befanden, erschienen wegen des dariiber
anstehenden Mediums und enthaltener Partikel triiber. Obwohl nicht getestet, ist zu erwarten, dass die
Kammern auch fiir Mikroskope mit Heiztisch geeignet sind.

Abb. 10: In einer Basidiosporen-Suspension tauchen Ascomyceten auf (400x)



Die Kammern konnten theoretisch nach Durchspiilen mit Reinigungsmitteln und destilliertem Wasser und
erneuter Sterilisation wieder benutzt werden. Da aber die Herstellung der Kammern nur wenig Geld,
Aufwand und Zeit erfordert, ist dies nicht sinnvoll.

Die Kammer kann fiir Vorfiihrungen und Lehrzwecke benutzt werden, v.a. in Verbindung mit Mikroskop-
Projektion. Durch seine Einfachheit und Erschwinglichkeit ist das Gerét auBerdem fiir Amateure attraktiv.

Fazit: Die hier vorgestellte Mikrokammer erfiillt alle Anforderungen. Die Konstruktion ist flexibel und kann
an verschiedenste Versuchsanordnungen angepasst werden, die z.B. mit elektrischen Impulsen mit Hilfe von
Elektroden arbeiten, Gasdurchfluss erfordern oder die Entnahme von Kammerinhalt vorsehen.
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Anhang

Material, Teile und Hilfsmittel konnen haufig von Lieferanten "um die Ecke" bezogen werden, meist sogar
im Online-Handel.

Posten Lieferant Anmerkungen

Objekttriger, Deckgléser, Laborhandel, Medizinhandel,

Einwegspritzen, Injektionsnadeln | Apotheken usw.

Montageplatte (beschichtete Baumarkte, online

Spanplatte, PVC 0.4.)

Silikon-Dichtmittel In kleinen Mengen: Wird als Kleber fiir Styropor in Tuben verkauft;
Bastelldaden, online priifen, ob der Kleber auf Essigsdurebasis arbeitet*

Abstandsstreifen: aus Baumirkte, Auto-Ersatzteile, | www.reluctantmechanic.com/using-

Fihlerlehren, z.B. fiir die Priiffung  online tools/thickness_gauge.php

von Ziindkerzen

Hart-PVC-Block online, manchmal auch in Auch Teflon, Polypropylen oder andere,
Baumaérkten wasserabsto3ende Materialien sind geeignet

Klammern Baumirkte, online Werden als Leimzwingen verkauft

*der Kleber riecht deutlich nach Essig

Eine Zusammenstellung der Mikrokammern, die auf dem Markt sind, bietet Olympus an:
http://www.olympusfluoview.com/resources/specimenchambers.html



