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Dichtemessungen an der isolierten 1)luskelfaser*. 
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(Eingegangeu am 22. Januar 1953.) 

Die histologische Untersuchung yon Geschwfilsten macht  es h~ufig 
erforderlich, zwischen Muskel- und Nervcn- oder Bindegewebe zu unter- 
scheiden. Die Differenzierung ist in vielen Fiillen schwer, in manchen 
g~r nicht eindeutig mSglich. Neben den neuerdings viel benutzteu 
histochemischen Methoden lassea sich duzu auch histophysik~lische 
Verf~hren verwenden; sie haben den Vorteil, praktisch iiberhc~upt keine 
Schgdigung des Gewebes eintreten zu ]assen. Als eine derartige physi- 
kalische Eigenschaft, die schon yon vornherein im biologischeu Substrat  
gelegen ist und demnach keiner besonderen Vorbehandlung bedarf, 
habe ich die optische Dichte - -  zun~ichst in der isolierten ~uskelfaser  - -  
untersucht. 

Unter  optischer Dichte versteht  man das Produkt  aus Dicke und 
Refrakr Die optische Diehte eines mikroskol0ischen Priiparatcs 
lgBt, sich sehr exakt  untersuchen mit  der Zylinderlfilsemnethode, wie sie 
yon P~IILPOT und SvE~ss()~ fiir die Elektrophorese angegeben und in 
modifizierter Form yon ME:~ER-AI~E~DT in diesem Archiv 3'21, 390 
beschrieben wurde (vgl. dazu auch WIEDE~IA~). Die Anwendung dieser 
Methode in der Histologie erSffnet ihr ein neues und wichtiges Aufgaben- 
gebiet, l )ber  ihr Prinzip und die praktische Anwendung, wie auch iiber 
die mathematische Auswertung der Ergebnisse k~nn in Z. wiss. Mikr. 
1953 nachgelesen werden. 

Untersucht  man mit  diesem Verfahren ein ungefiirbtes bistologisches 
Pri~parat, beispie]sweise einen Schnitt aus einer Strum~ colloides nodosa, 
dann erh~lt man ein Diagramm, wie es die Abb. 1 zeigt. Aus der Gegen- 
tiberstellung von Mikrophotographie und ]~efraktionsdiagramm des 
gleichen Schnittes ersieht man, daft sich jeder Wechsel im Aufbau der 
Struktur  und d~mit jede ~nderung tier opt ischen Dichte auf einer Achse, 
die man sich in das eingezeichnete P~echteek denken kann, als eine Aus- 
lenkung der Basislinie manifestiert. Diese Auslenkungen unt, erscheide~l 
sich voneinander und sind in ihren Abstiinden zuein~nder genau an die 
6rtliche Lage der Struktureinzelheiten gebunden. Wie man erlernen 

* Dissertation unter Leitung yon Dozent Dr. M~,)-~,~-AI~DT. 
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muBte, aus der Kurvenf igur  des E K G  Sehlfisse auf den zugrunde liegenden 
Vorgang zu ziehen, so wird man sieh jetzt  bei diesem Verfahren dami t  
befassen, die Sehrift dieses Diagramms zu lesen, um auf seine anatomi-  
sehen Grundlagen sehliegen zu k6nnen. U m  zur Deutung  eines kompli- 
zierten Diagramms,  wie es die Abb. 1 zeigt, beizutragen, habe ieh 

Abb .  1. O b e a :  Ungeff i rb tes  Selmit tprf ipa,  r a t  e iner  S t r u r a a  eolloides t todosa.  Das e inge t rage tm 
Area l  l iegt  der  zy l inderop t i sehml  Ana ly se  z n g r u n d e .  U n t e a :  Zugeh6r iges  zylinderopl; isehes 
Dia ,gramm. Die Basis l inie  e n t s p r i e h t  zugleieh e ine r  L e e r a u f n a h m e .  .Mle A u s l e n k n n g e n  
de r  ]3asislinie zeigen 5r t l ieh  trod qua,ntitat ,  iv die -~nde rungen  de r  op t i sehen  Diehte  aus der  

Lf ingsaehse  des  oben  e i n g e t r a g e n e n  t t e eh t ecks  an .  

Untersuehungen naeh 2 Gesiehtspunkten un te rnommen:  1. zylinder- 
optisehe Untersuehung der isolierten 3{uskelfaser, also eines Gewebe- 
elem.entes, 2. zylinderopt.isehe Untersuehung yon L/ingssehnitten der 
Skeletmuskulat,ur und dami t  ebles aus gleiehen Elementen aufgebauten 
Gewebes. 

Am einfachsten lassen sieh Muskelfasern yore Froseh isolieren. Mit. kleinen, 
aus 6 feinsten, eng mit ihren t)hrseiten nebeneinander in einen Flasehenkork 
gepregten Ni~hnadeln kann man frisehe, lebende Muskula.tur leieht auffasern. Eine 
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einzelne Faser wird aus ihrem Verbande gelSst und in die Objektkammer (Blut- 
kSrperehenz/~hlkammer naeh Thoma-Zeiss) gebraeht. Nun werden einige Tropfen 
der jeweiligen Fliissigkeit unter das Deckglas der Objektkammer gebracht, d. h. 
die Faser wird imbibiert. Um zu vermeiden, dab sieh eine feine Sehieht physio- 
logiseher KoehsalzlSsung, in der pr&pariert wird, zwisehen Faser und Imbibitions- 
fliissigkeit legt, ist es zweekmfigig, die Faser raseh mit  einem Mikrogebl/ise aufzu- 
t.roeknen. Dann sieht man unter dem Pr~tparationsmikroskop, wie sich die ein- 
gebraehte FRissigkeit eng an die Faser sehmiegt. Ganz Mmlieh werden die im Ver- 
band liegenden Muskelfasern vorbereitet. Mensehliehe Muskulatur li~gt sieh leieht 
ohne Fixation auf dem Gefrierlnikrotom sehneiden; der etwa 20t~ dieke Sehnitt 
wirdindie  Objektkammergebraeht  undimbibiert.  ZumVergleiehwurdeMuskulatur 

Abb. 2. Links: Unfixierte und ungeffirbte Muskelfa~er yore Frosch in physiologiseher 
l~ochsalzl6suug. Rechts: Zylinderoptisches'~quivalentbild 4er gleichen Faser in ohysio- 
logischer Kochsa,lzl6sun~ imbibiert. Die optische I)ichte audert sich auf tier Untersuchungs- 
achse zweimal: auf der Basislinie erheben sich in n~hem Abstand un4 charakteristischem 

Winkel zwei Auslenkuugcu. 

auch naeh Formolfixierung und Par~ffineinbettung gesehnitten, die dann in Caedax- 
, ,Imbibition" untersucht wurde. - -  Um einen Vergleich mit  den vorangega~genen 
Modellversuehen, bei denen ein feiner Glasfaden in Fliissigkeiten mit versehiedenen 
Breehungsindiees einget~ueht wurde, ziehen zu k6nnen, wurden auch die 5Iuskel- 
fasern naeheinander in 7 Fliissigkeiten mit verschiedenen Refraktionsindices ira- 
bibiert. - -  AuBerdem wurden Fasergewebe versehiedener Herknrfft miteinander 
vergliehen: glatte Muskelfasern des Uterus. eines Uterusmyoms, Nervenfasern aus 
dem N. ischi~dicus des Frosches, kollagene Faserbfindel aus der Achillessehne und 
~us der Fascia lata des Frosches. 

A b b .  2 ze ig t  n e b e n e i n a n d e r  das  M i k r o p h o t o g r a m m  u n d  das  z y l i n d e r -  

o p t i s e h e  D i a g r a m m  einer  l e b e n d e n  F r o s c h m u s k e l f a s e r .  M a n  s ieht ,  d a b  

de r  i so l i e r t en  ~ u s k e l f a s e r  e in  c h a r a k t e r i s t i s c h e s  D i a g r a m m  zu e igen  ist .  

U n t e r s u c h t  m a n  n u n  s t a t t  de r  e inze lnen  ~[uske l faser  e inen  h i s to log i sehen  

S c h n i t t  des  S k e l e t m u s k e l g e w e b e s ,  d a n n  b le ib t  die  eharakter is t ,  isehe F o r m  

dieses  D i a g r a m m s  pr inz ip ie l l  e r h a l t e n :  Abb .  3 zeigt ,  d a g  sich das  Dia -  

g r u m m  v o m  u n f i x i e r t e n ,  l ebens f r i s chen  M u s k e l g e w e b e  aus  zah l re ichen ,  
de r  A b b .  2 /~hn l i ehen  D i a g r a m m e n  z u s a m m e n s e t z t .  J e d e  der  en ts teher t -  
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den Auslenkungmt in Abb. 3 entspricht, einer "~nderung der opt ischert 
Diehte auf der L~ngsachse des eingezeichnet, en Reehteeks. Ihr  Abstand 

2~bb. 3, Vergleiehsbild eines iibliehen hi~tologisehen Prfipat'akes mensehl ieher  8kele~- 
muskt t la tur .  Das senkreeht  zur  Fa~em~iclltung e inget ragene  Reehteek  bezeichnet  den tmter-  
suchten  Teil; seine Lgrtgsa,chse utid (tie _'(Itderullgen d.er optischmt Dichte auf ihl-l iegea der  
zyl inderopt isehen AnMyse z~z~rlmde. 5fit.re: D i ~ g r a m m  eines unf ix ier ten  uncl tmgef~trbte~ 
Gefr iersehnit tes  mmlsehlicher  Skeletmnskula~llr .  Un ten :  D i a g r a m m  eines ebe~tso hergestelI- 
ten  Sehnit, t e s d e r  Frosehmuskula, tnr .  Die \Vinkelbildung wu~.de dureh  Foenssiel.ung des 

Ge~fites au~'gesehMtet. 

vonein~nder entsprieht dem Abstand der Muskelfasm'n voneinander. Die 
Neigung der eh~zelnen Anslenkung zur Basislinie is~ abh.angig yon der 
Foeussierung des Ger~ttes, vom Breehungsindex der Imbibit, ionsflfissigkeig 
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und  yon  einer Kons t an t en ,  die offenbar  ftir die imbib ie r te  organische 
Subs tanz  t.ypiseh ist. 

Eh l  Vergleich mit, den  Model lversuehen (I953) ergibt ,  dab  sieh die 
biologisehe } 'aser be i  der  zy l inderop t i sehen  Un te r suehung  al lerdings 
anders  darstellt ,  als ein Glasfaden gleieher Abmessung.  So lassen sieh aueh 
die MeBwerte der  Neigungswinkel  yon biologisehen Fase rn  (zwisehen 
Aus lenkung  und  Basis l inie  am Diag ramm)  n ieh t  als H y p e r b e l  graphiseh  
dars te l len ,  sondern  ergeben eine ein wenig gegen die Abszisse ans te igende  
Linie.  - -  Das  di i r f te  seinen Grund  da r in  haben,  dag  ein opt i sch  hoeh 
kompl iz ie r te r  K 6 r p e r  wie eine Muskelfaser  nieht, nur  dureh  einen 
l~ef rak t ions index  gekennze iehnet  werden kann.  D e m n a c h  ist  die opt i -  
sehe Dieh te  eines solehen biologisehen Objek t s  offenbar  n ieh t  e infaeh 
das  Produkt ,  aus Fase rd ieke  und  Brechungs index ,  sondern  ve rmut l i ch  
das  P r o d u k t  aus Fase rd ieke  und  einer  Re su l t a n t e  x-ieler Breehungs-  
indices n n d  ihrer  t ]bersehne idungen .  

E in  Vergleieh zwisehen den  in Abb.  1 und  3 wiedergegebenen Dia-  
g r a m m e n  yon  S c h n i t t p r ~ p a r a t e n  einer  Sehi lddri ise  und  yon ~'Iuskel- 
gewebe ergibt ,  dab  ein Gewebe, das  einen Verband  gle iehar t iger  Ele- 
men te  dars te l l t ,  aueh  ein einhei t l iehes D i a g r a m m  liefert ,  w~hrend ein 
kompl i z i e r t  zusammengese tz tes  Gewebe ein sehr mannigfa l t iges  Dia-  
g r a m m  aMweis t .  

Es in teress ier t  nun  die Frage ,  ob fiir das  Z u s t a n d e k o m m e n  eines 
de ra r t igen  zy l inderop t i sehen  D i a g r a m m s  mehr  die ehemisehen Eigen- 
sehaf ten  des Subs t r a t e s  oder  mehr  die phys ika l i sehen  - -  also s ta t i seh-  
mechanisehen  - -  Fe inhe i t en  seiner S t r u k t u r  yon  Bedeu tung  sind. Zur  
Kl~rung  dieser F r a g e  habe  ieh an  reinem, exper imente l l  aus  Frosch-  
m u s k u l a t u r  he rges te l l t em Ae tomyos in  zy l inderop t i sehe  Dieh temessungen  
durehgeff ihr t .  Es erg ib t  sieh aus diesen Versuehen mi t  Wahrsehe in l ieh-  
kei t ,  dab  der  chemisehe Aufbau  eine grSl3ere Bedeu tung  ftir das  D i a g r a m m  
hat ,  als der  s t ruk ture l le .  

Aetomyosin wurde in Anlehnung an eine Vorsehrfft yon H. H. WEB~,R gewonnen 
und zu F&den verarbeitet~: 50 g sorgfgltig in der K~lte abpr/~parierte Frosch- 
muskulatur werden naeh Zusatz yon 150 ml Extraktionslgsung im Starmix zu 
Creme verarbeitet. Die Extr~ktionslSsung setzt sieh zusammen aus 44,5 g KC1 
p. a. ; 3,4 g NaI-IC03; 2,9 g Na~CO.~ - 10 I-I20 ; Aqua dest. ad 1000 und 0,5 g Trilon B 
als Sehwermetallfitnger. Naeh einstiindigem Stehen im Eisbad wird 1 Std zentri- 
fugiert., wobei die unlSsliehen Anteile, wie das Sarkolemm, sedimentieren. Das Obere 
enth~lt d~nn Myosin in SalzlSsung, aus der es mit 8faehem Volumen Aqua dest. 
bei 0o--30 ausgef~llt wird. Naeh 12stfindigem Abstehen bei 0 ~ wird 20 min zentri- 
fugiert. ])as Obere wird verworfen, das Sediment in 1/a Volnmen 12%iger KC1-LS- 
sung gelSst.; der unlSsliehe Rest wird a.bzentrffugiert. I)as Obere, eine leieht vise6se, 
sehwaeh trtibe Fliissigkeit, wird zur weiteren Ileinigung noeh einmal wie vorher 
umgef~llt und naeh 12stiindigem Stehen|assen bei 0 ~ zentrifugiert. Das entstehende 

Ftir freundliehen Rat  danke ieh Herrn Doz. Dr. Bgre~E~ und Herrn Dr. 
BErSE~tERZ vom Phys.-Chem. Inst. der Universig~t Hamburg. 
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Sediment ist ann'ahernd reines Aetomyosin; es wird in 1/a Vol. 12 % iger KC1-L6sung 
gel6s~ und kann nun mit einer feinen Ka.niile in W,~sser gespritzt werden. Die ent- 
stehenden, 100--200,u starken F~iden werden wie 1Kuskelfasern in versehiedene 
Flfissigkeiten eingebettet und mit dent Zylinderlinsenmikroskop untersueht. 

Das Diagramm der Untersuehung am Actomyosinfaden gibt die 
Abb. 4 wieder. Auslenkung nnd Neigungswinkel entsprechen den 
Verhgltnissen am Diagramm der isolierten Muskelfaser. Obwohl also ein 
anderer struktureller Aufbau vorliegt, entsteht, bei ann'ahernd gleieher 
chemiseher Zusammensetzung ein fast gleiches zylinderoptisehes Dia- 
gramm. 

Die Verbindung einer einfachen Teehnik, die eine gr6Bt.m6gliehe 
Sehonung des zu untersuchenden Gewebes zuliiBt, mit  der M6gliehkeit. 

Abb .  4. D e r  A b b .  2 e n t s l l r e e h e n d e s  D i a g r a , n l m  oiltes o x p e r i n m n t e l l  gospoIlI lel lel l  Aetolnyc~- 
sinfr ~us  F r o s e h m l l s k n l & t u r .  D i e  U n s e h g r f e  t i e r  A u s l e n k n n g  w i r d  d u r e h  d ie  t r o p f i g e  
K a n M ~ t e n z  des  Faden.~ b e d i n g t .  D e e  N e i g u n g s w i n k e l  z n r  B a s i s l i n i e  h a t  d e n  gleic..hen \ V o r t  

w ie  das .~ [ t t ,qke l faserd i&gramm in  Abl) .  ~. 

einer subtilen Untersuehung machen diese Methode zu einer brauchbaren 
Ergi~nzung der iibliehen histologisehen Verfahren. Aueh das normale 
histologisehe Prgparat  ist nur ein -5.quivalentbild, wmm aueh ein leiehter 
deutbares, als das Diagramm/iquivalentbild der zylinderoptisehen 
Methode. Da die Entstehung beider Bilder auf :2 grundsiitzlieh versehie- 
denen Methoden beruht - -  eimnal Eingriff am Oewebe selbst, beim 
zweiten Beeinflussung eines vom Gewebe entworfenen Bildes dutch 
optische Einrichtung - -  werden sie sieh nicht verdr/ingen, sondern 
wertvoll erggnzen. 

Das gilt. vor allem, wenn es m6glieh wird, dieses Verfahren aueh 
auf kleinere mikroskopisehe Dimensionen anzuwenden, so dab unbe- 
kannte histophysikalisehe Qualit/iten des mikroskopisehen Prgparates 
zur Ausdeutung und Kenntnis des Feinbaues der gewebe beitragen 
werden. 

Zuaam men/a,~.s u~.r 

Mit Hilfe der zylinderoptisehen Methode naeh PUmPoT-SvE?CSSOX 
1/~13t sieh die optisehe Diehte, eine optisehe Eigensehaft, die jedem 
biologisehen Substrat. auch ohne Fixierung und Fgrbung innewohnt, 
als direktes Diagramm aufzeiehnen. Modellversuehe an Imbibitionml 

Virchows Archly. t~d. 321. 8:l, 
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eines Glasfadens und das Diagramm eines zusammengesetzten Gewebes 
(Struma coll. nod.) lagen bereits vor. 

In  dieser Arbeit werden die Modellversuehe und ihre Ergebnisse auf 
die Abmessung der quergestreiften Muskelfaser fibertragen. Zu diesem 
Zweek werden isolierte Fasern lebender Froschmuskulatur untersueht. 
Die graphische Darstellung der erhaltenen Werte zeigt, dag sieh die 
reehnerisehe Auswertung der Modellversuche nicht ohne weiteres auI die 
Ergebnisse der organischen Faseruntersuchungen fibertragen l~l~t. 
Vergleiehsdiagramme yon glatten Muskelfasern, kollagenen Biindeln 
und Aetomyosinf~den machen den Schluf~ wahrscheinlich, da6 der 
chemische Aufbau und nicht so sehr die statisehe Struktur  dieser 
organischen Fasern das Bild der Auslenkungslinie im Diagramm be- 
st immt. 

Das Diagramm der Muskulatur, ei~aes Gewebes aus vorwiegend 
gleichen Elementen, gibt Aufschlug fiber den W e t  einer Ausdeutung 
yon zylinderoptisehen Gewebsdiagrammen im allgemeinen. 
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