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III. 
[ ber morphologische Untersuehungen 

des Muskelglykogens und eine neue Art seiner 
Fixation. 

(Aus dem Pathologisehen Institut in Heidelberg.) 

Von 

P. N e u k i r c h .  

Ungez~h l t  s ind die phys io logisch-chemischen  U n t e r s u e h u n g e n ,  

die seit C 1 a u d e B e r n a r d s groi~er E n t d e c k u n g  fiber Glykogen  

anges te l l t  w o r d e n  sind,  ~ul~erst zahl re ieh  a u e h  die h is to logischen 

Arbe i t en .  Besonders  is t  die Leber  seit  jeher  Gegens t and  des I n t e r -  

asses gewesen,  ger inger  is t  die Zahl  der U n t e r s u c h u n g e n  tiber das 

G l y k o g e n  des Muskels.  Ganz  t iberwiegend s ind as b ier  F o r s c h u n g e n  

ehemiseh-phys io logiseher  Art ,  die das Fe ld  beher r schen ;  ger ing  

a n  Zahl  n u t  s ind die morpholog i schen  Angaben .  
So finder sich nach C ] a U d e B e r n a r d 8 das Glykogen im embryonale~ 

S~ugetiermuskel anfangs inKSrnerform (,,granulations"), spi~ter nut noch im- 
bibiert (,,~ l'~tat d'imbibition"). In Anbetracht der damaligen Methode geht 
aus dem Zusammenhang leieht herv0r, daft unter ,,granulati0ns :' nut  grSbere 
Partikel gemeint sein kSImen. B a r f u r t h ~ und E h r 1 i e h 17 sahen das 
Muske]glykogen in der interfibril~ren Substanz, B a r f u r t h auch zuweilen 
in der Fibrille. Genauer einen morphologischen Zustand des ~uskelglykogens 
zu erkennen, war mit  den alten Jodmethoden nicht erreichtbar. ~ i t  der fiir 
morphologisehe Zwecke weir iiberlegenen B e s t schen 11 Karminf~rbung hat 
bisher G i e r k e 23 gearbeitet. Er sehreibt yore Muskelglykogen: ,,Es ist mikro- 
skopiseh sehlecht darstellbar und liegt in Form kleiner K5rnehen an einer Faser- 
reihe". Wohl die meisten Autoren, z. B. E h r 1 i e h 17 und ~ a r c h a n d 34 
nehmen an, dal~ das Muskelglykogen sich in einem diffus gelSsten Zustand 
befindet. 

E r s t  A r n o l d ~ gelang es, die GlykogenkSrnchen des Muskels in einer 
Weise darzustellen, die an ihrem Zusammenhang mit den vital, supravital ~,4 
nnd z. B. mit der R e t z i u s schen ~3 Goldmethode darstellbaren Sarkosomen 
keinen Zweifel mehr lassen. Es sei erlaubt, die A r n o 1 d schen Leitsiitze, die 
aus seinen Untersuehungen am Frosehmuskel gewonnen wurden, bier wieder- 
zugebem 
1. Das Glykogen ist in der  quergestreiften Skelettmuskulatur des Frosehes 

an die Sarkosomen gebunden, welche sowohl in longitudinaler Riehtung ent- 
sprechend den interkolumn~Lren Riiumen angeordnet, als in transversaler 
Riehtung J aufgelagert sind. 
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2. Je nach dem Gehalt an Glykogen erseheinen die Sarkosomen als diskrete 
Granula, oder aber es entstehen netzfSrmige Figuren, welche helle ungefiirbte 
Felder Q einsehlieBen. Die Breite der Netzbalken wechselt je nach dem 
Glykogengehalt, ebenso die Form der Maschen, je nachdem es in longitu- 
dinaler bzw. transversaler Riehtung zur Glykogenablagerung gekommen ist 
oder nicht. 

3. Unter dem Sarkolemma finder sich ein Netz, welches dem Sarkoplasma der 
peripheren Lagen entspricht. Ein kontinuierlicher Zusammenhang 
dieses peripheren !Netzes mit dem aul~en das Sarkolemma umspinneuden 
besteht nicht. Auch eine kontinuierliche Beziehung zu Blur- und Lymph- 
gefiil]en, welch ]etztere manchmal Glykogen enthalten, liel~ sich nieht naeh- 
weisen (Trophospongienlehre). 

4. Die Muskelfibrillen enthalten kein Glykogen. 

Nachdem dutch A r n o 1 d s Forschungen das Muskelglykogen 
ein Objekt der Histologie geworden war, ergab sich die Frage nach 
dem Verhalten der Glykogengranula unter  pathologischen Be- 
dingungen. Von zwei Gesiehtspunkten aus schienen derartige 
Untersuehungen aussichtsreieh. Es konnte vermutet werden, die 
~Iorphologie werde unter pathologisehen Bedingungen deutlicher 
hervortreten als unter normalen, wie vielfaehe Beispiele aus der 
pathologisehen Anatomie zeigen. Andererseits konnten experimen- 
tell-pathologisehe Versuche eine Verbindung mit Resultaten der 
physiologisehen Chemie herstellen. 

Als Objekt wurde die Rana temporaria gewi~htt, an der A r - 
n o 1 d seine Resultate gewann. Da die Versuehe im Januar be- 
gannen, mu~te berticksichtigt werden, dal~ nach einigenAutoren im 
Friihjahr beim Froseh eine starke Abnahme des Glykogens auftrit~. 

So schreibt L u c h s i n g e r 3o : ,,Aus dem Muskel schwindet das Gly- 
kogen im Winter schon nach wenigen Wochen, wenn nicht ganz, so doeh his 
auf ~iui~erst geringe Spuren, was fiir Leber bekanntlich nicht gilt." Dagegen 
finder sich bei D e w ~ v r e ~6 folgende Stelle: , I ra  Anfang des Winters ent- 
halten die Muskeln zweimal soviel Glykogen als im Sommer. Sieher ist auf 
jeden Fall, dal~ ein Tell des Muskelglykogens der Leber entstammt, da es sich 
ja noch vermehr~, wenn der Frosch seine Nahmngsaufnahme eingestellt und 
die ~berwfiltertmg begonnen hat. In dem Mal~e, in dem das Glykogen aus tier 
Leber verschwindet, vermehrt es sich im Muskel. Im zweiten Abschnitt des 
Wintersehlafes, wenn die Leber ibm kein Glykogen mehr liefert, sieht man das 
Muskelglykogen sich seinerseits vermindern, abet so langsam, dab man es noch 
im Augenblick des Erwachens vorfindet." P f 1 ii g e r ~ und A t h a n a s i u u 
fanden noch grol~e Mengen Glykogen im Froseh am Ende des Wintersclflafes. 
Auf die grol~en Unterschiede im Glykogengehalt der FrSsche weist eine Arbeit 
yon M a n g o l d  32 bin. 



75 

Was meine Versuche betrifft, so land sich bei d e n  im I ' a t h o -  

logischen Inst i tu t  ktihl in engen Beh~ltern gehaltenen Winter-  

fr0schen bis in den Mai hinein stets reichliches Glykogen in Mus- 

keln und Leber. Dagegen wiesen solche FrSsche, die im Freien, 

in gro•en, viel Bewegung gestat tenden Beh~ltern gehalten wurden, 

im Frtihjahr manchmal  sehr wenig Glykogen auf. I m  ganzen 

zeigte sich bei der Verwendung ruhig und kalt  gehaltener Winter-  

frSsche eine ziemliehe Gleichmi~i~igkeit im Glykogengehalt der 

Muskeln, der bis in den Mai hinein zu morpho]ogischen Studien 

geniigte. 

Untersucht wurden stets die Gastroknemii, Teile der Obersehenkelmusku- 
latur und die Leber. Die Methode bestand in tier Fixation tier lebensfrisch in 
gestreckter Stellung zusammengebundenen Schenkel in 96 proz. Alkohol; Ab- 
15sung der Muskeln nach 3 bis 4 Tagen, Einbettung in Zelloidin; Anfertigung 
yon 10 ~ dieken L~ngssehnitten dureh den ganzen Fiuskel und mehrstfindige 
F~rbung i,n B e s t sehem Kali-Karmin. Kontrollversuche mit Jodf~trbung und 
Speiehelprobe wurdea h~ufig vorgenommen. Ganz regelm~Big zeigten die so 
behandelten Muskein die von Arnold beschriebenen Granula, wenn auch 
stets nut stellenweise, soweit tier dureh den eindringenden Alkohol bewirkte 
Glykogentransport nicht eingetreten war. GrSBere Glykogenklumpen fanden 
sieh ebenfalls in ]edem Praparat. Gelang es abet nach einiger Ubung, die dutch 
die Alkoholtlxation hervorgerufenen Kunstprodukte zu erkennen, so blieben in 
]edem Pr~parat geniigend viel Stellen zum Studinm der granul~ren Struktnr 
fibrig. Betraehtete man andererseits die Pr~parate ohne Riieksicht auf die 
Morphologie des Glykogens, so konnte man bei der stets gleichea Schnittriehtung 
und Dieke vergleichende Schliisse fiber die Quantit~t des Glykogens in zwei 
entsprechenden Muskeln beider Seiten ziehen, iedenfalls besser als bei den 
frtiheren Jodmethoden. Die Leber wurde stets zum Vergleich mit untersucht. 
Dal~ die entspreehenden Muskeln beider KSrperhiilften sieh etwa in ihrem 
Glykogengehalt nnterscheiden sollten, war a priori nieht anzunehmen. (~brigens 
sind Versuehe, die den Glykogengehalt entsprechender beiderseitiger Muskela 
an Warm- und Kaltblfitern als ann~hernd gleich ergaben, in E. K iit z Labor~- 
torinm yon C r a m e r ~ angestellt worden. 

Einige Vorversuche ergaben, da6 entspreehende Muskeln 

beider Seiten, was den Glykogengehalt  betrifft, stets einander voll- 

kommen ~quivalente Bilder boten. Es wurde nunmehr  zur ersten 
Versuehsreihe geschritten, zur 

U n t e r s u c h u n g  de s  G l y k o g e n s  im ~ u s k e l  n a e h  D u r c h -  
s c h n e i d u n g  des  z u g e h S r i g e n  N e r v e n .  

Bei  einer Reihe yon 17 Temporarien wurde tier linke iNervus ischiadicus 
innerhalb des Beckens ireigelegt und durehtrennt. Die FrSsche wurdea in 
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kurzen Abst~nden gefiStet, und zwar der erste am dritten, der letzte am 23. Tage 
nach der Nervendurehsehneidung. Da die FrSsche bei sehr niederer Temperatur 
in engen Behaltem gehalten wurden, so war der etwaige Glykogenverlust in 
dem nicht gel~ihmten Schenkel durch Arbeitsleistung au~ ein Minimum be- 
schrankt. Es ergab sieh, dab sowohl morphologisch als grob quantitativ bis 
zum 20. Tag jede deutliche Veranderung ausblieb. Vom 20. Tag an dagegen land 
sich in dem gelahmten Gastroknemius eine weitgehende u  der Muskel- 
kerne, die stellenweise mitten in der Faser in der Langsriehtung reihenfSrmig 
zu zelm und zwSlfen aneinander liegen. In den so veranderten Muske]fasern 
liegt das Glykogea sonst in der nonnalen granularen Struktur in den inter- 
kolumnaren Raumen und entsprechend der isotropen Substanz. Die gewuehel~en 
Kerne liegen in einer Sarkoplasmasaule yore Durehmesser der Kerne, welche 
oft sehari umsehriebene Glykagengranula einschliet~t. 

Die weitestgehenden Veranderungen zeigt der Gastroknemius des 23 Tage 
post op. getSteten Frosehes. Aueh bier besteht eine, wenn aueh geringere Kern, 
vermehrung. Dagegen haben einige Faserzfige vollkommen die  Querstrefflmg 
eingebiiBt, die Langsstreiiung ist lmdeutlieh, die gesamte Masse des Muskels 
hat Bin l~-iimeliges Anssehen. Die Kel~e sind ~undiich, um'egelmal~ig geformt. 
tn dem Karminpraparat fehlt an dieser Stelle jede positive Glykogerff~rbung, 
w~hrend Nachbaffasern reichlich Glykogengranula enthalten. 

Ein Sehwand des Glykogens ist also erst in dem Augenbheke naehweisbar, 
in dem die Querstreffung zerstSrt ist. Selbst degenerative Veranderungen, die 
sieh durch Kemvermehrung ausdrficken, lassen das Muskelglykogen augen- 
seheinlich noch unverandel~. Demnach beeinflul~t die Nervendurchschneidtmg 
beim Froseh das morphologiseh darstellbare Glykogen nicht mehr als die iibrigen 
Elemente der Faser. 

Die Versuchsreihe bildet eine Erganzung zu chemischen Ver- 
suchen, wie sie C h a n d e 1 o n ~4 am Kaninchen durchftihrte. Er 
land nach der Durchschneidung der Beinnerven mehr Glykogen 
in dem gelahmten, als in dem Kontrollschenkel. : ~ a n c h 6 33 
prtifte nach und wies darauf bin, dal~ die scheinbare Vermehrung 
in dem gelahmten Sehenkel als Verminderung in dem beweglichen 
Bein zu deuten sein kSnne. 

Wahrend C h a n d e 1 o n und tVI a n c h ~ also die alte Angabe 
C 1 a u d e B e r n a r d s 9 besti~tigt haben, dal~ geli~hmte Mus- 
keln des Warmbliiters sich dutch hSheren Glykogengehalt v o m  
nicht geliihmten unterscheiden, geht aus der morphologischen 
Untersuchung am Winteffrosch hervor, dal3 grSbere quantitative 
lreranderungen des Muskelglykogens noeh 20 Tage naeh der Nerven- 
durehsehneidung fehlen. Erst mit dem Eintrit t  degenerativer 
Veranderungen, die sich durch Sehwund der Querstreifung aus- 
driieken, tritt  ein Schwinden des Glykogens zutage. Eine Ver- 
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mehrung unter diesen Umst~nden wurde nie beobachtet. Die 
Zunahme des Glykogens ira gel~hmten Warmbltitermuskel dad  
demnach nicht als Ausdruck der Degeneration gedeutet werden, 
sondern sie ist zu erkl~ren aus dem dutch die L~hmung bedingten 
Mil~verhi~ltnis zwischen Glykogenbildung und Glykogenabbau. 
(Siehe unten.) 

C h a n d e l o n  hat beim Kaninchen den G l y k o g e n g e -  
h a l t  d e r  ~ u s k e l n  a u c h  n a c h  A r t e r i e n u n t e r =  
b i n d u n g untersucht und eine Verminderung konstatiert. Dieser 
Versuch gab zu einem analogen am Frosche An]a~. Es wurde zwei 
Temporarien die Arteria Iemoralis einseitig unterbunden, und der 
l~uskel nach acht Tagen untersucht. Es waren keinerlei histolo~ 
gische Verhnderungen gegentibe r dem Kontrollschenkel eingetreten, 
weder in bezug auf die kontraktile Substanz, noch auf Glykogel~ 
und Sarkoplasma. Es hatte der Lymphstrom wohl allein zur Auf- 
rechterhaltung des trhgen Wfnterstoffwechsels geniigt. 

Um im Muskel E r n ~ h r u n g s s t S r u n g e n  hervorzu- 
bringen, wurden bei einer Reihe yon Temporarien um den linken 
Oberschenkel Leinenbandchen verschieden lest angezogen, und 
dunach an der Schwimmhaut der Kreislauf unter dem Mikroskop 
kontrolliert; der andere Schenkel blieb zur Kontrolle frei. 

Bei einzelnen besonders lest umschniir~en Schenkein war keine Zirkulation 
mehr sichtbar, bei einer anderen Grappe bot sich das Bild der venSsen Stase. 
wieder andere zeig~en ttypefiimie der Kapillaren und veflangsamten Abflul~ des 
Blutes durch die stark erweiterten Venen. S~mtliche FrSsche warden nach 
einer Woche getStet und fixiert. - -  Ein eigenartiges Bild bietet der total ab- 
geschniirte Muskeh Die Querstreffung ist verschwunden, die L~ngsstreifu~g 
noch deutlich. Erythrozyten sind nicht mehr vorhanden, aber iiberall in den 
Lymphr~umen liegen dichtgedr~ngt Rundzellen mit noch gut gefiirbten Kemen, 
die nur als Leukozyten angesprochen werden kSnnen. Von Glykogen ist keine 
Spur mehr zu entdecken. - -  Der einfach gestaute ~Iuskel bietet auger efifigen 
Blutextravasatenkeinen Unterschied gegeniiber dem entsprechenden der gesunden 
Seite. Bedeutend sind die histologischen Ver~nderungen in dem his zur Stage 
gestauten Gastroknemius: Alle Interstitien sind mit Blur angefiillt, die Primitiv- 
fibrillenbiindel des bereits makroskopisch auf das Doppelte angeschwollene.a 
Muskels sind auseinandergetrieben. Aber die Querstreifung ist deutlich, und an 
vielen Stellen finden sich ganz besonders schSne, stark lichtbrechende Granula 
in der isotropen Substanz. Da, wo das Sarkoplasma sehr stark uufgequollea 
ist, finder sich auffallend viel diffus gef~rbtes Glykogen. Abet aller Wahr- 
scheialichkeR nach diirfte diese schlechte Konserviemng der Glykogen- 
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struktur dureh ungiinstige Fixationsbedingungen in dem wassen'eiehen Gewebe 
bedingt sein. 

Auch hier ein Ahnliches Ergebnis wie bei der /%rvendurch- 
schneidung: VerAnderungen, die die Muskelfaser in ihrem Aufbau 
aus quergestreifter kontraktiler Substanz und Sarkoplasma intakt 
lasse11, bringen auch in das Bild der A r n o 1 d schen Granula 
keinen Wechsel. In diesem Zusammenhange sei erwiihnt, dal~ 
C 1 a u d e B e r n a r d lo den embryonalen lViuskel glykogenfrei 

land, so lange er noch keine quergestreifte Struktur besitzt. 
Fiir den innigen Zusammenhang des Muskelglykogens mit der 

Substanz des 3~uskels spricht auch die Tatsache, dab es bisher 
nicht gelungen ist, die ~uskulatur eines normal genAhrten Tieres 
fiir die chemisehe Untersuchung durch Muskelarbeit glykogen~rei 
zu machen, wAhrend dies fiir die Leber mit keinen Schwierigkeiten 
verbunden ist. 

So tetanisier~en Weiss47, Mareuse85 und ManchU83 Froseh- 
schenkel bis zur Erschtip/ung. Bei M a r e u s e nahm der Glykogengehalt des 
Schenkels bei Reizung mit dem iaradisehen Strom durchschnittlieh von 0,65 % 
auf 0,43 ~o ab, eine _~mderung, die mikroskopiseh nur wenig zum Ausdruek 
kommen diiffte. K fi 1 z 2o liel3 einen Hund angestrengte Arbeit leisten und 
berichtete: ,,Wiihrend wit in der angestrengten Bewegung ein miiehtiges lgittel 
besitzen, das den Glykogengehalt der Leber in wenigen Stunden sieherer auf 
ein Minimum zu reduzieren vermag, als eine 20 t~gige Karenz und selbst dann 
seine Wirkung nicht versagt, wenn es sieh um sehr schwere und sehr gut ge= 
nithrte Tiere handelt, weist der Glykogenbestand der ~ushllatur unter dem- 
selben Einflul3 noch sehr bedeutende Zahlen auf." 

Um das Verhalten der G 1 y k o g e n g r a n u 1 a i in IV[ u s k e 1 
unter Beobachtung seines Zusammenhangs mit dem Leberglykogen 
b e i  g r o B e r  A r b e i t s l e i s t u n g  zu erkennen, wurde FrS- 
schen 0,05 bis 0,12 mg Strychnin nitr. in den Bauchlymphsack 
injiziert, naehdem vorher der linke 57. ischiad, durchsehnitten 
worden war. Sobald der Krampfzustand in LAhmung tibergegangen 
war, was etwa naeh 12--36 Stunden eintrat, wurden Leber und 
Schenkelmuskeln untersueht. In einigen Fallen wurde die Leber 
gAnzlieh glykogenfrei, sonst meist Aul~erst glykogenarm befunden. 
Niemals wurde die gereizte Muskulatur dagegen glykogenfrei. 
Distinkte Granula waren, oft etwas blal~ gefiirbt, stets nachweis- 
bar, wenn auch die Gesamtmenge des Glykogens der des normalen 
Frosehmuskels der Jahreszeit naehstand. Kaum ein Zweifel kann 
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abet dartiber walten, dal~ der gel~hmte Schenkel des tetanisierten 
Frosches einen grol~en Reichtum an stark gefi~rbten Glykogen- 
granula und 5Tetzen aufwies in einer Fiille und Ausdehnung, wie 
sie bei anderen FrOschen selten zu beobachten war. 

Um den Einwurf auszuschalten, die Leber der Strychnin- 
~rSsehe sei bereits vor dem Versuch aus irgendwelchen Ursachen 
glykogenfrei oder -arm gewesen, wurde bei einem Frosch naeh 
Ischiadikusdurchschneidung der Lobus dexter und medius der 
Leber abgebunden und entfernt, darauf dem Tier Stryehnin in- 
jiziert und die vorher exstirpierten Leberlappen mit dem wi~hrend 
des Tetanus zurtiekgelassenen vergliehen. Der mittlere und rechte 
Lappen erwiesen sieh als i~ul~erst glykogenreieh, dagegen hot der 
zurtickgelassene Lobus sinister ein eigenttimliches Bild: die der Ab- 
schniirungsstelle naheliegenden Partien weisen starke Quetschung 
der Zellen aui. In ihnen liegt Glykogen, abet auch extrazellular 
liegen grol~e, wohl ausgeprel~te Glykogensehollen, dagegen sind 
peripher gelegGne Partien, die normale Zellbilder bieten, ganz 
glykogenfrei. ~NaGh R. K ii 1 z' 2s und C r a m e r s 15 chemisehen 
Untersuehungen liegt das Glykogen mindestens in der Si~ugetier- 
leber gleichmi~ig verteilt, und auch in meinen Priiparaten sind hie 
glykogenfreie StGllen in glykogenreichen Lebern aufgetreten. So 
kann der Befund nut  derart gedeutet werden, dal3 im Tetanus die 
funktionsfahigen, mit Zirkulation versorgten Leberzellen in dem 
zurtiGkgelassenen Lobus sinister ihr Glykogen unter dem mi~chtigen 
Reiz des Tetanus abgebaut haben. Bei zwei tetanisierten Tieren, 
deren Leber glykogenfrei bzw. sehr glykogenarm war, wurden 
die auf der HShe dGr Spermatogenese stehenden Testikel unter- 
sucht und glykogenhaltig gefunden. Auch dies Gin Zeichen der 
verschiedenartigen Bindung des Glykogens im Organismus. 

Das Resultat der Versuchsreiche war demnach: Konstantes 
vermindertes Vorhandensein der Granula auch im tetanisierten 
Muskel. Besonders reichliche und sch6ne Glykogenstruktur im 
gelfi~hmten ~uskel des tetanisierten Tieres. Dal~ letztGrer aus den 
der Leber entstammenden gewaltigen Zuckermengen (es kommt 
beim Stryehnin-Tetanus selbst zur Glykosurie) Glykogen aufbaut, 
ohne es wie der tetanisierte Muskel verwerten zu kSnnen, ist sehr 
wahrseheinlich; jedenfalls kann diese Frage nut quantitativ che- 
misGh entschieden werden. Dal~ der Muskel selbstandig Glykogen 



80 

bflden kann, hat E. K il 1 z ~.7 an entleberten FrSsehen, denen er 
Traubenzueker injizierte, bewiesen. Dasselbe hat D e F i 1 i p p i 20 
an Hunden mit E e k seher Fistel gezeigt. 

Es blieb noeh derVersuch, die Muskulatur entleberter FrSsehe 
dureh Stryehnintetanus glykogenfrei zu maehen. Leider sagten 
die Versuche wenig aus: Beim entleberten Froseh tritt das L~h- 
mungsstadium sehon bei kleinen Strychningaben so schnell auf, 
dab man eine vollkommene Zerst6rung des Glyk0gens im kurzen 
Verlauf des Krampfes nicht erwarten darf. Versuche mit anderen 
Krampfmitteln sollen noch angestellt werden. 

Die Pharmakologen erklhren die rasch lhhmende Wirkung des 
Stryehnins in befriedigender Weise dutch den Fortfall der ent- 
giftenden Lebertgtigkeit, wie aus Ro t h b e r g e r und W i n  t e r - 
b e r g s 44 Arbeit hervorgeht. An eine Lghmung infolge des Man- 
gels an Kohlehydratzufuhr aus der Leber braueht man infolge- 
dessen nicht zu denken. 

Auffallend war bei den Stryehninversuehen, dag auch dann, 
wenn keine Spur yon Leberglykogen mehr vorhanden war, die 
Muskulatur doch niemals glykogenfrei befunden wurde, oder besser 
ausgedrfiekt, es hie an nach B e s t f~rbbaren Granula fehlte. 
Zweifellos befindet sich das Glykogen des Muskels, mindestens 
aber das der Sarkosomen in h6ehst eigenartig gebundener Form. 
Wie ist es zu erklgren, dab nach Kiil z die Muskulatur des hungern- 
den Hundes Meht glykogenarm wird, wghrend es nicht gelingt, 
sie durch Arbeit frei zu maehen ? Wie kommt es, dal~ ganz ent- 
spreehend man gelegenflieh sehlecht genghrte Fr6sehe fast ohne 
jedes Muskelglykogen finder, wghrend der Tetanus, der genilgt, 
um alles Leberglykogen zum Schwinden zu bringen, scharf betonte, 
mit B e s t karmin f~rbbare Granula ilbrig l~6t ? Die Erkl~rung 
der letzten Tatsaehe kann darin gesueht werden, da6 hier die 
B e s t sehe F~rbung einen gesteigerten Funktionszustand zur An- 
sehauung bringt, indem der der Leber entstammende Blutzueker 
in den Sarkosomen unter vortibergehender Glykogenbildung dem 
Stoffweehsel des arbeitenden Muskels dienstbar gemaeht wird. 
Es sind die Sarkosomen nieht nut D e p o t s,  sondern mehr noeh 
St~tten des regsten Stoffumsatzes. 

Die Anhaufung yon Glykogen in den Sarkosomen der ge,  
l~hmten Extremitat des Stryehninfrosehes kann im Sinne einer 
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Glykogenstauung erkl~rt werden, die bei abnorm reiehlicher Zucker- 
zufuhr und vollkommener Muskelruhe eintritt. 

Wie schon oben erw~hnt, wurde bei allen Versuehen die AI- 
koholfixation angewandt, und alle yon A r n o 1 d beschriebenen 
Formen der Glykogengranula konnten im Verlauf der an etwa 
40 FrSschen angestellten Versuehe beobachtet werden. An vielen 
Stellen waren in iedem Pr~parat sehr Ieine zierliehe Bilder zu 
beobachten, wie sie A r n o 1 d auch abgebildet hat, und doeh 
wollte es nieht gelingen, das gesamte Glykogen ohne die yon 
F i c h e r a und G i e r k e nhher studierte Ausschwemmung und 
teflweise Verlagerung im ganzen Pr~parat zur Ansehauung zu 
bringen. Es galt daher eine bessere, mindestens eine meinen 
Zwecken entsprechendere Fixationsmethode zu finden. Zunaehst 
wurde versucht, das Eiweil~ des Muskels zur Gerinnung zu bringen, 
ehe die Verlagerung des Glykogens eingetreten sein konnte. Ich 
fixierte daher Muskeln in 96prozentigem Alkohol, der auf 700 zuvor 
erw~rmt worden war. Der Erfolg war gering: Die Verlagerung 
trat doch auf, gro6e Strecken des ~Iuskels zeigten diffuse Fhrbung, 
der morphologische Befund war weniger gut als an den kalt fixierten 
Praparaten. Ferner wurde versueht, einem Frosch yore Herzen 
aus Alkohol absolutus zu iniizieren, in der Annahme, es werde 
infolge des allseitig eindringenden A]kohols keine einseitige Ver- 
l~erung des Glykogens in der Zelle hervorgebraeht. Der Versueh 
stiel~ infolge der Zerreil~liehkeit der Gefhl~e auf Sehwierigkeiten. 
Die Fixation gelang nut bei der Leber. Im Schnitt zeigte sich, 
dal~ das Glykogen nieht wie sonst nach einer Seite, sondern naeh 
mehreren an Kapillaren grenzenden Seiten verlagert wurde. 

Nun wurde versueht, den Alkohol aus der Methode nach ~Sg- 
tichkeit ganz auszuschalten; die Anregung zu einem neuen Weg 
gab mir die Lektfire der K fi 1 z schen Arbeit fiber die selbst~ndige 
Bildung yon Glykogen im Muskel des entleberten Frosehes bei 
In]ektion yon TraubenzuckerlSsung. Es kam mir die Vorstellung, 
es mSge ein genfigender Zusatz yon Dextrose ' als einem Spaltungs- 
produkt des Glykogens, zu einem der ~blichen w~sserigen Fixations- 
mittel die Spaltung des Glykogens in Traubenzueker verhindern, 
ahntich wie die Gegenwart yon viel Peptonen die Spaltung des Ei- 
weil~es dutch Salzs~urepepsin verhindert, Ierner konnte eine ge- 

~'[rehows Archly f, pathol, Anat. Bd. 200. Hft. 1. 6 
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ringere LSslichkeit des Glykogens als solchen in dem syrupi~hn- 
lichen Medium erwarte t  werden, wie es mi t  allerdings schon fixier- 
tern Glykogen bei der E h r 1 i c h schen Jodgummimethode  tier 
Fal l  ist. Es wurden Versuche angestellt,  und die bereits im , ,Zentral- 
b la t t  fiir allgem. Pathologie und pathologische Ana tomie"  3G ange- 

gebene Methode erwies sich als brauehbar .  Sie soll kurz noehmals 
angegeben werden. 

I. M e t h o d e  z u r  F i x a t i o n  d e s  M u s k e l g l y k o g e n s .  
1. Kleine ~uskelbiindel werden in nattirlichem Spannungszustand auf HSIz- 

chea gebunden und 6 bis 12 Stunden in mit Dextrose g~es~ttigtem konzen- 
triertem wiissrigem Sublimat fixiert; 

2. darauf his zu 6 Stunden in mit Dextrose ges~ttigten 30 % Alkohol verbraeht, 
dem Jodtinktur zugesetzt werden kaan; 

3. 24 Stunden oder l~inger in zu weehselndem 96 proz. Alkohol eingelegt Darauf 
4. Zelloidineinbettung, Herstellung 6 bis 8 ~ dicker Sehnitte, F~irbung mit 

B e s t s 11 Kalikarmin mindestens 1 bis 3 Stunden. 

I Ia .  M e t h o d e ,  z u r  m o r p h o l o g i s c h e n  D a r s t e l l u n g  d e s  
L e b e r g l y k o g e n s  g e e i g n e t .  

1. Fixation etwa 6 bis 16 Stunden in mit Dextrose ges~ittigtem 40 proz. Formal- 
dehyd; 

2. 13bertragang in 80 proz. Dextrose gesgttigten Alkohol, weiter naeh L 

I Ib .  G e f r i e r m e t h o d e  z u r  O r i e n t i e r u n g  g e e i g n e t .  
Aus der DextroseformaldehydlSsung kSrmen Stficke kurz in ges~ttigte 

w~issrige DextroselSsung gebraeht werden. Sie werden auf dem Gefriermikrotom 
geschnitten and ohne Vorf~rbung nach B e s t gefiirbt. Kurze Voff~irbmlg ist 
mSglich in mit Dextrose versetztem Hamatoxylin-Delafield. 

E a c h d e m  eine morphologisch brauchbare  Methode gefunden 
war,  galt  es nachzuprtifen, ob die Ausgangshypothese der Wahrhei t  
nahekomme,  oder ob die Wirkung der Dextrose anders zu erkl~iren 
sei. Zunachst  schien sicher, dal] der postmortale  Glykogensehwund 
durch zweiertei bedingt  sein kann,  dutch LSsung des Glykogens 
cder  dutch Abb~a  za Zucker. 

Was die MOglichkeit der LSsung betrifft,  so ist naeh Z. G a t i n - 
G r u ~ e  w s k a 22 das Glykogen in physikalischem Sinne nahezu 
odor ganz unlSslich. Es diffundiert nicht  dutch tierische Mem- 
branen und wird nach G a t i n - G r u ~ e w s k a yore galvani-  
schen Strom an die Anode transport ier t ,  ist also ein richtiges 
Kolloid. 
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Da bei dieser Annahme das Glykogen dutch Zellw~nde und 
namentlich Sarkolemm nicht difiundieren kann, so muB es, falls 
es sich noch in LSsung befindet, sich auch mit Jod oder B es  t - 
karmin innerhalb der Zelle resp. des Sarkolemmsehlauches naeh- 
weisen lassen (cf. B e s t ) 12. Wird das Glykogen zu Dextrose 
gespalte~, so entzieht es sich dem histologisehen Nachweisl). 
Diese Spaltung geht vor sieh dureh das in der Leberzelle ent- 
ha~tene diastatische Ferment. Uber dies Ferment findet sieh 
nicht allzuviel in der Literatur: 

v. W i t  t i c h 4s wies nach, da6 es nieht aus dem Blut stamme, 
sondern der Leberzelle angeh6re. P a v y a9 fixierte Leber in Alko- 
hol; wurde derartiges ~aterial dann wieder mit Wasser digeriert, 
so t r a t  stets die Diastasenwirkung wieder auf. Der Versueh zeigt, 
dal~ die Alkoholfixation das diastatische Ferment nieht zerst5rt, 
sondern nur unwh'ksam macht. P a v y s 39 4o Gegner, F o s t e r ~1 
und P a t o n 37 as nahmen an, die Glykogenspaltung sei eine Lebens= 
funktion der Zelle, die diastatische Wirkung des in Alkohol fixierten 
Organs sei dureh Bakterienwirkung vorgetiiuscht. S a 1 k o w s k y 4~ 
zeigte, dal~ gekoehte Leber keine diastatisehe Wirkung mehr habe, 
dagegen das mit Chloroform behandelte Organ wohl. Bakterien- 
wachstum wird aber dutch Chloroform aufgehoben. 

Da demnach das Vorhandensein eines yore Leben der Zelle 
unabhi~ngigen diastatisehen Ferments gesiehert scheint, so mul~ 
man sich zunaehst die Frage stellen: Wie verhalten sich die tiblichen 
Fixationsmittel zu diesem Ferment ? 

Aus P a v y s Versuch geht hervor, dal~ das Ferment in Alkohol 
unwirksam, aber nicht zerstSrt wird. Da~ der Alkohol den Abbau 
ties Glykogens verhindert, ist sicher. Sein Verhalten zum LSsungs- 
zustand dagegen ist besonders vow E h r 1 i c h 1~ dargestellt wor- 
.den. Er sehreibt yon der Fixation des Glykogens: ,,Es entstehen 
nun die Kugeln, die am Hiirtungspri~parat so scharf hervortreten, 
uweifellos in der Art, dal~ w~hrend der vorbereitenden Prozesse im 
Zellplasma, das wohl einen biologisch, nicht aber chemisch ein- 
heitlichen KOrper darstellt, ein Teil seiner Bestandteile vor anderen 

~) Folgende weitere lgSglichkei~ kommt bier kaum in Betracht: Nach K a t o ~ 
kommt im Froschovarium chemisch nachweisbares Glykogen histologisch 
(Jodmethode) nicht ohne weiteres zur Anschauung, weil es sich in einer 
unfiirbbaren hSheren Verbindung befindet. 

6* 
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einer Art. Gerinnung oder Koagulation anheimf~llt. Durch die 
hierbei stattfindende Kontraktion werden nun zun~chst die fltissig 
resp. zahfltissig bleibenden Substanzen in Form yon Kugeln inner- 
halb des Zelleibes ausgepre~t und als solche sp~ter durch die Ein- 
wirkung des absoluten Alkohols in ibm fixiert." 

Da6 hierbei Verlagerungen auftreten oder ausbleiben k/~nnen, 
dal~ morphologisch erhaltenes und Kunstprodukte sich dieht zu- 
sammenvorfinden, ist erkl~r]ich. 

Fixiert man mit Sublimat oder Formol, so verl~l~t insbe- 
son@re das labile NIuskelglykogen seinen 0rt  und wird innerhalb 
des Sarkolemmsehlauehes je nach der Riehtung der DiffusionsstrSme 
transportiert. Es erseheint als ganz diffuse Wolke im gefarbten 
Pr~parat, meistens auf einer Seite tier Faser. Der Abbau wird 
demnach dutch Sublimat wenigstens einigermal~en gehindert, die 
,,L6sung" dagegen geht unbesehr~nkt vor sich. Setzt man zu den 
beiden erw~hnten Fixationsmitteln Dextrose his zur S~ttigung, so 
findet kein Transport des Glykogens mehr statt. Verd~innt man 
die N[isehung wieder etwa mit dem gleichen' Volumen des reinen 
Fixationsmittels, so maeht sieh wieder ein mehr oder weniger 
grol~er Glykogentransport bemerkbar. Sicher liegt demnach ein 
Einflul3 der Dextrose auf die ,LSsung" des Glykogens vor. 

Ein einfaeher Versuch best~tigt das: Gibt man zu ges~ttigter 
Dextrosel6sung und zu Aqua destillata im Reagenzglas die gleiche 
Menge chemiseh reinen Glykogens, so tritt die kolloidale LSsung 
in der Dextrose um ein vielfaches langsamer auf als im Wasser. 
Allerdings zeigen konzentrierte L~vu]ose und arabischer Gummi 
etwa dieselbe VerzSgerung der GlykogenauflSsung. Sicher liegt 
demnach ein Einflul~ der Dextrose auf die ,,LSslichkeit" des Gly- 
kogens vor. 

Wie aber verh~lt sieh die Dextrose zum A b b a u des Gly- 
kogens dutch das Ferment ? Die Frage ist sehwer zu beantworten. 
Zun~ehst wurde ein Frosch durch Strychnin glykogenarm gemacht 
und gleichzeitig hierdurch die Glykogen abbauende Funktion seiner 
Leberzelle gesteigert, wie aus L a n g e n d o r I s 29 Strychnindiabetes- 
versuchen am Winterfroseh hervorgeht. Ein StrUck A wurde in 
Dextrose + Formol fixiert, ein zweites B in Alkoho], das dritte C 
wurde auf 6 Stunden in eine 10prozentige DextroselSsung gebraeht, 
dann wie A fixiert. A und B enthielten mittelviel Glykogen im 
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Parenchym und den K u p f e r schen Zellen. Dagegen war C fast 
glykogenfrei, nut wenige Leberzellen und viele K u p f e r sche 
Sternzelten enthielten noch Glykogen. Demnaeh li~ilt sieh auf 
diese Weise ein Einflul~ der Dextrose ftir sich auf den Abbau des 
Glykogens nicht nachweisen, das Wahrscheinliehste ist allerdings, 
dal~ die Dextrose tiberhaupt nicht in die noch lebenden Zellen ein- 
dringen konnte, und so die Glykolyse ungehindert vor sich ging. 

Da Li~vulose sieh im Reagenzglas zur L6sung des Glykogens 
iihnlich verhi~lt wie Dextrose, so wurden'Versuche auch mit diesem 
Zucker unternommen. Bot er doch den Vorteil, sich bei 960 in 
einen nicht mehr auskrystallisierenden Syrup zu verwandeln und 
dazu sich in Alkohol leichter zu 15sen als Dextrose. Es wurden 
Experimente mit versehieden konzentrierten Mischungen in Ver- 
bindung mit Formol und Sublimat angestellt. Fast alle Resultate 
zweier paralleler Versuchsreihen fielen ungtinstig aus. Gut wurde nut 
die Fixation des ~uskels in einer Mischung yon einem Teil Sublimat 
und einem Teil Li~vulosesyrup. Im iibrigen schien, entweder infolge 
des zu langsamen Eindringens der Li~vulose-~isehungen oder aus 
Grfinden, die in den noch unbekannten Beziehungen der Monosaccha- 
ride zum Glykogen liegen, ein erheblicher Glykogenschwund statt- 
gefundenzu haben. Obwohl Zuf~lligkeiten bei dem nur einmal wieder- 
holtenVersuch mitspielen konnten, mul3te man doch an eine spezifische 
Wirkung der Dextrose auf das diastatische Ferment denken, die 
der Li~vulose ~ehlt. Trotzdem es sicher ist, da6 in Gegenwart von 
Formol oder Sublimat und Dextrose ein nachweislicher Glykogen- 
abbau nicht stattfindet, wurde nach einem weiteren stark wirken- 
den Antifermentativum gesucht. Auf Anraten des Herrn Dr. 
P l e n g e wurden einige Fixationen unter Zusatz von Zyankalium 
zum Fixationsmittel vorgenommen. Sie ergaben keinen Unter- 
schied gegentiber den ohne Zusatz fixierten 1)r~paraten. In einem 
weiteren Versueh wurde bei einem Frosch der linke Sehenkel lest 
abgeschntirt, das Tier dann dutch eine In]ektion yon Zyankali 
getStet und dann Leber und Muskelstiickchen in Gemisehen yon 
1. Sublimat § Dextrose, 2. dextrosegesiittigtem Sublimat + dem 
gleichen Volumen konzentriertem Sublimat, 3. Formol § Dex- 
trose und 4. Alkohol fixiert. Shmtliche ~r lieierten brauch- 
bare morphologische Resultate, nur bei 2 und 4 war eine Gly- 
kogenverlagerung vorhanden. Abet es lieferte die abgebundene 
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zyankalifreie Extremitat  ebenso gute Bilder, wie die tibrige Y[us- 
kulatur. Trotzdem somit die Zyankaliversuehe kein gTeifbares 
Resultat ergaben, wird es noch notwendig sein, die verschiedenen 
Zellgifte, vor allem wohl Formol, Sublimat und Zyankali, auf ihre 
Einwirkung auf das diastatische Ferment der Leber zu untersuchen. 
Es wird sich ihre antifermentative Wirkung mittels Durchsptilung 
des tiber]ebenden Organs mit dtinnen LSsungen und ansehliel~ender 
Prfifung der Glykolyse ~Selleicht aufklaren lassen. Auf ahnliche 
Weise, wenn aueh sieher sehwieriger, wird sieh der mSglieherweise 
vorhandene Unterschied zwischen Dextrose und Li~vulose in ihrer 
Beziehung zum Glykogen erklhren lassen. 

Zur T e c h n i k der Methode glaube ich folgende Punkte hervorheben 
zu dfirfen: 
1. Die Fixation daure nicht ]~nger als 12 Stunden. 
2. Es sind nut kleinere Stficke zu verwenden 1). 
3. Die Einbettung in Zelloidin gesehehe mSglichst sorgf~ltig. Die Dextrose- 

pr~parate sind dann von vol"zfiglicher Sehnittf~higkeit. 
4. Die Schnitte sollten nicht fiber 8 ~ dick sehl. 
5. Rauhe 0berfi~che der Schnitte infolge eines nicht tadellosen Messers ~iihrt 

leicht zu mangelhafter F~rbung. 
6. Es kann unreine (technische) Dextrose verwendet werden (zehnmal billiger 

als chemisch reine). 
7. Die angegebenen Misehtmgen kSnnen besonders tiir etwas grSl~ere Objekte 

mit bis zu hSchstens dem halben Volumen des reinen Fixationsmittels 
versetzt werden. Doch tritt dann leicht Verlagerung auf. 

Einige Bemerkungen z u r M o r p h o 1 o g i e ,  wie sie sieh 
mit der Dextrose-Sublimat-Methode darstellt, seien gestattet: 

Die yon A r n o  1 d beschriebenen Versehiedenheiten im Aul- 
bau des Glykogens sind wohl zum Teil bewirkt dutch den quan- 
t i tat iv verschiedenen Glykogengeha]t; eine au6erst wiehtige Rolle 
spielt aber auch der Kontraktionszustand. Am regelma~igsten er- 
halt man die Granula in gedehntem Zustand des Muskels. Sie 
liegen dann in zwei Reihen entspreehend J und lassen die Z ent- 
sprechenden Stellen frei. Ist der Muskel mal~ig kontrahiert, so 
flie~en beide Reihen zusammen und der ungefarbte Raum ffir Z 
verschwindet. Bei manehen Zustiinden des Tonus scheinen die 
Querreihen zu versehwinden, indem die Granula in der Langs- 
riehtung sich nahern und in versehiedene Querebenen rticken; 

1) Kleine Stiicke sind auch bei der Alkoholfixation vorzuziehen. 
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infolgedessen wird nunmehr  die Li~ngsanordnung in den inter-  

kolumn~ren R~umen deutlieh, wahrend die J entsprechenden 

Querreihen unkenntlieh werden. Netze entstehen dutch Anein-  

anderreihen der Granula in L~ngs- und Querriehtung. Die Quer-  
schnitte entsprechen den yon A r n o 1 d beschriebenen Bildern. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

I, Bei allen Eingriffen, die zu regressiven Prozessen im Muskel 

des Winterfrosehes ffihren, ist das Glykogen ebenso lange und 

nut  so lange nachweisbar, als die normale Querstreifung erkennt-  

lieh ist;  ohne diese gibt es in der Muskelfaser kein Glykogen. 
I I .  Dutch  Strychnintetanus ist die Fiirbbarkeit  der Sarko- 

somen nach B e s t nicht  zum Schwinden zu bringen. In  der ge- 

l~hmten Extremi th t  eines tetanisierten Tieres sind die Glykogen- 
granula deutlicher als normal. 

I I I .  Ans ta t t  mit  Mkohol  kann  man das Muskelglykogen 

mittelst  stark mit  Dextrose versetzter wasseriger 1;ixationsmittel 
morphologisch darstellen. Mit Formol-Dextrosegemisch erzielt 

man auch gute morphologische Fixat ion des Leberglykogens s. 

Die Verlagerung des Glykogens ist auf ein Minimum beschriinkt. 

Anhang. 
Um die neuen Fixationsmethoden zu erproben, wurden sie auch auf v o n 

W a r m b l i i t e r n !  s t a m m e n d e s  M a t e r i a l  angewandt: 
So wurden Stlicke des Septum interventficulare eines Kalbsherzens zum 

Teil mit Alkohol, teils mit Formol-Dextrose (Methode II a), tells mit Subiimat- 
Dextrose (Methode I) fixiert. Wi~hrend in Alkoholpri~paraten nun der reiehe 
Glykogengehalt der 1 ) u r k i n j e schen F a s e r n vollkommen verlagert liegt, 
ist die Verteilung des Glykogens dieser sarkoplasmareiehen Gebilde in den 
Dextrosepr@araten vollkommen gleiehm~tiig. Wie in den Herzmuskelfasem, 
so liegt auch in den P u r k i n j e sehen Fasem das Glykogen in einer Anord- 
hung granuli~rer Liings- und Querreihen, ganz i~hnlich wie im quergestreiften 
Skelettmuskel. Die kontraktilen Fibrillen sind glykogenfrei. - -  Das beste 
Resultat ergab die Behandlung naeh II a. 

Es wurde ferner eine m e n s e h 1 i e h e L e b e r untersueht. Wenige 
Stunden naeh der Sektion war der Glykogengehalt naeh der Gefriermethode I I b  
festgestellt. Naeh I and II a kam das Glykogen in feingranul~rer Form ohne 
wesentliehe Verlagerung zur Darstellung. Besonders distinkte Granula ent- 
hielten die naeh I behandelten Pr~parate. - -  Ms pathologisches Material wurde 
ein Stiiek einer D i a b e t i k e r n i e r e fixiert. Morphologische Untersehiede 
gegeniiber Alkoholpr~paraten ergaben die Dextroseschnitte bier nicht, dagegen 
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t r a t en  in der F ixa t ion  des Protoplasmas  alle Vorziige der Subl imat-  und  Formol-  
fixation vor der Alkoholbehandlung zutage. 

M s  angemessene Methode zur F ixa t ion  etwas gr56erer Stficke sei Methode 

I I  a empfohlen,  dagegen liefert die etwas schwierigere Methode I bei g u t e m  
Gelingen besonders dist inkte Bilder. 
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