Virchows Arch. path. Anat. 335, 271—281 (1962)

Aus dem Pathologischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf
(Direktor: Prof. Dr. med. H. MEESSEN)

Quantitative morphologische Untersuchungen iiber das Verhiiltnis
Mitochondrien:Myofibrillen in den Herzmuskelzellen
bei Hungeratrophie und im Winterschlaf

Von
REiNHARD PocHE und DiETER MONKEMEIER

Mit 1 Textabbildung
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Die mechanischen Eigenschaften von quergestreiften Muskelfasern sind nicht
bei allen Muskeln gleich. Es gibt Muskeln, die sich — ohne wesentliche Ermiidungs-
erscheinungen zu zeigen — itber ldngere Zeit mit hoher Frequenz kontrahieren
konnen, wie die Fligelmuskeln der hoheren Insekten und die Flugmuskeln der
Vogel. Andere Muskeln, wie die Sprungmuskeln der Heuschrecken oder die Bein-
muskeln von Vogeln, kénnen sich einige Male mit sehr groBler Energie kontra-
hieren, ermiiden aber rasch. Bei den Vdgeln unterscheiden sich beide Typen von
Muskeln schon makroskopisch: Die Flugmuskeln bestehen vorwiegend aus sog.
roten. Muskelfasern, wihrend die Beinmuskeln weil3 erscheinen. Untersucht man
diese Muskeln mit dem Elektronenmikroskop, so findet man in den weilen Muskel-
fasern der Sprung- bzw. Beinmuskeln dicht gepackt liegende Myofibrillen und
nur wenige Mitochondrien. Die roten Muskelfasern der Flugmuskeln dagegen
enthalten grolle Mengen von Mitochondrien. Die funktionelle Masse der Mito-
chondrien ist in diesen Muskelfasern fast so groB wie die funktionelle Masse der
kontraktilen Substanz (EDWARDs, Ruska, DE Souza SanTos und VaLLEJO-
Fre1re 1956). Noch hoher als in den roten Skeletmuskelfasern ist der Bestand
an Mitochondrien in den Herzmuskelzellen, die wihrend des ganzen Lebens
pausenlos arbeiten miissen (Bunrarp 1912, LinpNERr 1954, Kiscr 1957). Ver-
gleichende Untersuchungen haben ergeben, daB3 die Masse der Mitochondrien
in den Herzmuskelzellen verschiedener Tierarten nicht immer gleich ist; das
Verhiltnis Mitochondrien: Myofibrillen kann vielmehr entsprechend der Kérper-
gréfle und der Lebensgewohnheiten der einzelnen Tierarten durchaus verschieden
sein (Kiscm 1956). Diese Beispiele zeigen, dafl das Verhéltnis von Mitochondrien
und Myofibrillen in Muskelzellen von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Funk-
tion ist. In der vorliegenden Arbeit soll auf Anregung von Herrn Professor
MzEsSEN untersucht werden, ob auch bei der selben Tierart in den Herzmuskel-
zellen Unterschiede des Gehaltes an Mitochondrien in Abhdngigkeit von der
Funktion des Herzens auftreten.

Im Hungerzustand nimmt die allgemeine Bewegungsaktivitit ab (Davip
und ToNaAk 1959). Wenn man Ratten ldngere Zeit einer qualitativ vollwertigen,
aber quantitativ unzureichenden Erndhrung unterwirft, kommt es zu einer un-
komplizierten allgemeinen Atrophie, von der auch der Herzmuskel mitbetroffen
wird. Untersucht man den Herzmuskel solcher Tiere mit dem Elektronenmikro-
skop und betrachtet die gewonnenen Bilder vergleichend mit entsprechenden
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Bildern von normal ernihrten Kontrolltieren, so lassen sich wesentliche quanti-
tative Unterschiede im Verhéltnis Mitochondrien : Myofibrillen nicht chne weiteres
erkennen (PocEE 1958). Auch der Vergleich von elektronenmikroskopischen
Bildern des Herzmuskels von Siebenschlifern wihrend der Aktivitdtsperiode und
zu verschiedenen Zeiten des Winterschlafes 146t keine wesentliche Verdnderung
des Verhéltnisses Mitochondrien: Myofibrillen deutlich werden (PocrE 1959).
Wenn derartige Verdnderungen aber doch vorkommen sollten, so mufiten sie 'so
fein sein, dal} sie nur mit einer statistisch auswertbaren Untersuchungsmethode
zu erfassen wiren. Wir haben uns deshalb bemiiht, eine quantitative morphologi-
sche Methode zu finden, die es erlaubt, auf elektronenmikroskopischen Platten
von Flachenanschnitten auf die Volumina von Zellbestandteilen zu schliefen.
Dabei muliten wir von den in der Lichtmikroskopie gebrduchlichen Methoden
ausgehen.

Untersuchungstechnik

Methoden der Bestimmung des Volumens von Gewebsbestandteilen an Schuiti-
praparaten in der Lichtmikroskopie

Aus Schnittpraparaten lassen sich die Volumenverhéltnisse der einzelnen Gewebshestand-
teile nach dem Prinzip von DErEssE berechnen. Danach gilt unter der Voraussetzung eines
sehr grofien Untersuchungsmaterials, daB sich Flachenanteile von Gewebsbestandteilen zu-
einander wie ihre Volumina verhalten (HeNNIG 1957, 1958). Die Flichenanteile lassen sich
unter Zuhilfenahme eines Abbéschen Zeichenapparates sehr exakt mit einem Planimeter
bestimmen. Nach dieser Methode gingen z. B. Hows u. Mitarb. (1956) vor; sie untersuchten
das Cytoplasma von Zellen mit dem Planimeter und zahlten die Mitochondrien aus. Auch die
Methode der Papiergewichtsbestimmung liefert verwertbare Ergebnisse. Lixzeacm (1947)
benutzte ein MeBquadrat von 155 u Kantenldnge, das er in dem Okular seines Mikroskopes
befestigte; bei der Untersuchung von Querschnitten des Herzmuskels zéhlte er die auf ein
Quadrat entfallenden Herzmuskelfasern und konnte dann bei bekanntem Herzgewicht auf
die Volumina der einzelnen Fasern schlielen. ScHOENMACKERS (1958) modifizierte diese
Methode, indem er nicht am Mikroskop selbst sondern an photographischen Aufnahmen
arbeitete.

Die genannten Methoden gehen von Flichenbestimmungen aus. Da das Prinzip von
DELESSE aber sehr viele Messungen voraussetzt, sind diese Verfahren zeitraubend. Es lassen
sich jedoch in kiirzerer Zeit mehr Messungen ausfithren, wenn man die Dimension der Mef3-
einheit verringert. RostvaL definiert eine Flache als die Summe der in ihr verlaufenden
Scharen von Geraden. Wenn man einige dieser Geraden herausgreift und auf ihnen die Strek-
ken bestimmt, die auf die einzelnen von ihnen geschnittenen Gewebsbestandteile entfallen,
so kann man auch diese Strecken zueinander in Beziehung setzen. Das Ergebnis solcher Strek-
kenmessungen ist im Einzelfall nicht so genau wie das von Flichenmessungen; da es aber
méglich ist, in relativ kurzer Zeit sehr viele Schnitte mit dem Verfahren der Streckenmessung
zu untersuchen, kann das Endergebnis wegen der groBeren Zahl von Messungen genauner werden
als bei Flichenbestimmungen. Auf diesem Prinzip beruben die MeBverfahren, die mit Inte-
grationstischen arbeiten. Aber auch diese Methoden lassen sich noch vereinfachen, wenn man
die Dimension der MeBeinheit weiter verringert. In einem gemischten Kérper sind die Volu-
menwerte der einzelnen Bestandteile des Korpers durch die Zahl der Treffer definiert, die von
einem beliebig angeordneten System von Raumpunkten in diesen einzelnen Bestandteilen
des Xorpers erzielt werden. Bei Schnittpriparaten liegen diese Raumpunkte zwangslaufig
in einer Ebene. Da die Anordnung der Raumpunkte aber beliebig sein kann, ist ein Riickschlu8
auf die Volumenverhéltnisse in der Zusammensetzung des Gesamtkorpers erlaubt. Solche
Uberlegungen, die schon Gauss anstellte, bildeten die Grundlage fir die Entwicklung von
Punktzihlgeraten durch Gracorrrr (1933), CHALKLEY (1943) und Have (1955). Die Ver-
fahren dieser Autoren haben aber den Nachteil, daB sie entweder mit zu vielen oder aber mit
zu wenigen Punkten arbeiten. Das Punktsystem mul} der Art des zu untersuchenden Korpers
und seiner einzelnen Bestandteile angepallt sein. Wenn die Mefipunkte das Verhaltnis der
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einzelnen Gewebsbestandteile richtig wiedergeben sollen, diirfen sie nicht zu weit auseinander-
liegen. Andererseits diirfen die MeBpunkte aber auch nicht zu dicht zusammengedriangt werden,
weil das Punktsystem dann zu uniibersichtlich wird und den Beobachter leicht verwirrt.
HExnta (1957) hat deshalb gefordert, dal der Abstand der einzelnen MeBpunkte den mittleren
Durchmesser der kleinsten der zu bestimmenden Gewebsanteile nicht wesentlich iiber-
oder unterschreiten soll. Er entwickelte ein Integrationsokular, bei dem 25 MeBpunkte
in gleichmaBigen Abstéinden auf eine Kreisfliche verteilt sind.

Modifikation des Punktzihlverfahrens nach HENNIG fiir die Elektronenmikroskopie

Fir die Anwendung in der Elektronenmikroskopie erschien uns ein Punkt-
zahlverfahren dhnlich der Methode von HENNIG (1957) am geeignetsten. Dem
histologischen Schnitt in der Lichtmikroskopie entspricht in der Elektronen-
mikroskopie die photographische Platte. Wir haben das System von Me§-
punkten auf eine durchsichtige Glasschablone aufgetragen und diese Glasschablone
dann auf Negativplatten von elektronenmikroskopischen Aufnahmen gelegt.
Wenn man nun beide im durchfallenden Licht mit bloBem Auge oder mit Hilfe
einer Lupe betrachtet, kann man auszihlen, wieviele Mefpunkte auf die einzeinen
Gewebsbestandteile oder Zellorganellen der zu untersuchenden Objekte entfallen.
Es ist dabei natiirlich notwendig, daf} die elektronenoptische Vergréflerung und
damit die GréBe der zu untersuchenden Zellorganellen und der Abstand der Mef3-
punkte der Glasschablone entsprechend den Forderungen von HENN1G richtig auf-
einander abgestimmt sind. Die elektronenoptische Vergréferung mufl so sein,
dal} die Zellorganellen einwandfrei zu erkennen und voneinander abzugrenzen
sind; sie darf aber nicht zu hoch sein, weil sonst die {iberschaubaren Zellareale
zu klein werden wiirden. Wie HENNIG haben wir die Zahl von 25 MeBpunkten
gewdhlt und diese als Mittelpunkte von gleichgrofen Kreisen in stets gleich-
groflem Abstand tiber eine Kreisfliche verteilt (Abb.1). Eine derartige An-
ordnung der Punkte ist tibersichtlich und hat aulerdem den Vorteil, unsymmetrisch
zu gein, so dafl man denselben Schnitt in beliebigen Stellungen der Schablone
mehrfach ausmessen kann, ohne dabei eine Einstellung zu wiederholen. Da bei
dem von uns benutzten RCA-Elektronenmikroskop die Negative quadratisch
sind und eine Kantenlinge von etwa 5 cm besitzen, haben wir einen MeBkreis
von etwa 3,7 cm Durchmesser und einen Abstand der einzelnen MeBpunkte von
etwa 0,7 cm gewdhlt.

Fiir unsere Fragestellung erwies sich nach orientierenden Vorversuchen eine
elektronenoptische Vergrolerung von 5700:1 als gut geeignet. Bei dieser Ver-
groflerung bewegen sich die mittleren Durchmesser der Mitochondrien in Herz.-
muskelzellen etwa zwischen 0,5 und 1,0 em. Die Zahl der Meflpunkte, die ein
Mitochondrion oder eine Myofibrille getroffen hatten, wurde getrennt addiert.
Die Punkte, die auf andere Zellorganellen, Blutcapillaren oder sehr kleine Inter-
cellularrdume entfielen, haben wir unter dem Sammelbegriff ,, Andere Gewebs-
bestandteile” zusammengefafit. Fir die Auswertung der MeBergebnisse wurden
nur Aufnahmen herangezogen, die Léngsschnitte von Herzmuskelzellen zeig-
ten, weil nur den interfibrilliren Mitochondrien eine wesentliche funktionelle
Bedeutung fiir die Muskelkontraktion zugeschrieben wird (HarMAN und FEI¢EL-
soN 1952); die perinucledr gelegenen Anhdufungen von Mitochondrien haben wir
also nicht mitberiicksichtigt. Schlieflich haben wir auch alle Platten ausgeschie-
den, die grofiere Kernareale oder aber groBere Anteile des Interstitiums enthielten.
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Abb. 1. Ausschnitt aus einer Herzmuskelzelle einer normal ernéhrten Ratte. Elektronenoptische

VergroBerung 5700:1. Die Glasschablone mit den 25 in einem Kreis eingeschlossenen MeBpunkten

ist auf die Negativplatte aufgelegt. Platte und Schablone sind etwa auf das Doppelte vergroBert.
Vergroferung der Abbildung 12400:1, (Ratte 80, Arch.-Nr. 1758 A/60.)

Untersuchungsmaterial

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir in Methacrylat eingebettete Gewebsblocke
des Herzmuskels von fiinf Ratten und von sechs Siebenschlifern aus fritheren Untersuchungen
(Poorx 1958, 1959).

Bei den fiinf Ratten handelte es sich um drei normal ernéhrte Tiere (Ratte 80, 272 und 419)
und um zwei untererndhrte Tiere, die itber lingere Zeit eine qualitativ vollwertige Kost in
unzureichender Menge erhalten und dabei innerhalb von 27 Tagen (Ratte 27) oder von 52
Tagen (Ratte 3) etwa 50% ihres Gewichtes verloren hatten. Diese Tiere zeigten eine allge-
meine Atrophie der Muskulatur, der parenchymatésen Organe und auch des Herzens, aber
keine Hungerodeme.

Von den sechs Siebenschlifern befanden sich zwei im Wachzustand (Siebenschlafer I1I
und 1V). Die ibrigen Tiere waren nach verschieden langer Dauer des Winterschlafes getotet
worden, und zwar:

Siebenschlafer I nach 1Y/, Monaten, Siebenschlafer V nach 3/, Monaten, Siebenschlafer VII
nach 8 Monaten.

Siebenschlafer VI war nach einem Winterschlaf von 5 Wochen geweckt und anschliefend
4 Tage lang ohne Futbter und ohne Wasser gehalten worden.

Untersuchungsergebnisse
Die Ergebnisse der Messungen sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt.
Den darin wiedergegebenen Prozentzahlen liegt die Auszdhlung von 1500 Mef3-



Das Verhiltnis Mitochondrien: Myofibrillen in den Herzmuskelzellen 275

punkten bei den Siebenschlafern und von 750 MeBpunkten bei den Ratten zu-
grunde. Die MeBpunkte, die nicht auf interfibrillire Mitochondrien oder Myo-
fibrillen entfielen, sind unter der Rubrik ,,Andere Gewebsbestandteile’ zusammen-
gefallt. Das quantitative Verhédltnis der funktionellen Masse von Mitochondrien
und Myofibrillen ist in den Tabellen 1 und 2 durch den Quotienten Mitochon-

Tabelle 1. Die relative Hdaufigkeit von Mitochondrien und Myofibrillen in den Herzmuskelzellen
von Stebenschlifern

Im Wachzustand,
nach vorzeitig
Nach einer Lethargie von | unterbrochenem
Im Wachzustand ‘Winterschlaf und
anschlieBendem
Hunger
1Y/, Mon. | 3'/; Mon. | 8 Mon. und Durst
S III SIAY SI 8V S VIII SVI
Mitochondrien . . . . . . . 44.4% | 46,5% | 38,6% | 45,9% | 38,3% 50,6 %
Myofibrillen . . . . . . . . 45,0% | 44,9% | 52,5% | 49,0% | 52,8% 37,6 %
Mi/My-Quotient . . . . . . 098 | 1,03 [ 0,73 | 0,92 | 0,72 1,43
Andere Gewebsbestandteile . 9,6% 8,6% 9,0% 4,2% 8,9% 11,8%

drien : Myofibrillen ausgedriickt. Wenn man einen solchen Quotienten von Prozent-
zahlen bildet, muB man jedoch bedenken, daf} sich dabei die statistischen Fehler
dieser Prozentsitze addieren konnen. Zur Sicherung der Ergebnisse sind deshalb
statistische Berechnungen notwendig.

Tabelle 2. Die relative Hiufigkeit von Mitochondrien und Myofibrillen
in den Herzmuskelzellen von Ratten

Im Hunger-
zustand mit einem
Gewichtsverlust

Bei normaler Erndhrung von 50 %
innerhalb von

27 Tagen 52 Tagen

R 80 R 272 R 419 R 27 R3

Mitochondrien 35,3 % 40,6 % 40,2% 29,9% 27,9%
Myofibrillen 47.5% 43,4% 47,8% 45,7 % 54,4 %

Mi/My-
Quotient 0,74 0,93 0,84 0,65 0,51
Andere Ge-
websbestand-
teile 17,2% 16,0% 12,0% 24.4% 17,7%

Fiir unsere Zwecke eignete sich am besten die y*Methode von K. PEARSON
in ibrer Abwandlung nach Braxp und S§xEDECOR!. Bei der Berechnung der
Werte von y2 mullten wir von den absoluten Zahlen unserer Messungen ausgehen.
Wir mufiten deshalb auch die Rubrik ,,Andere Gewebsbestandteile** mitberiick-
sichtigen, die zwar den Quotienten Mitochondrien: Myofibrillen nicht verandern

1 Fiar die freundliche Beratung in mathematischen Dingen und fiir die liebenswiirdige
Berechnung der y*-Werte sind wir Herrn Dipl.-Math. R. K, BAUER vom Verein Deutscher
Eisenhiittenleute, Diisseldorf, zu groflem Dank verpflichtet.
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kann, die aber doch die absolute Zahl der auf Mitochondrien oder Myofibrillen
entfallenden Mefpunkte beeinfluBt. Wir hatten also jeweils zwel Haufigkeits-
reihen mit drei Merkmalsklassen miteinander zu vergleichen, so dafl fir die Be-
urteilung des errechneten Wertes von y? zwei Freiheitsgrade zur Verfiigung
standen. Die Wahrscheinlichkeit P, daf} zwischen zwei Beobachtungsreihen ein
statistisch wesentlicher Unterschied besteht, 148t sich danach folgendermafien
darstellen:
2 | 461 | 59 | 921 | 1382

Pl 9% | 95% | 99% | 99,9%

‘Wenn man eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% zuldfit, ist unter den vor-
liegenden Bedingungen ein Unterschied zwischen zwei Mefireihen statistisch ge-
sichert, wenn der Wert von y2 9,21 oder mehr betrégt.

Um die Genauigkeit unserer MeBmethode zu

Tabelle 3. Werte von y* beim  priifen, haben wir die elektronenmikroskopischen
iz)eggzzhaggzugozﬁi;?;;?gs: Platten von drei Siebenschlifern zweimal aus-
gezahlt. Wie die y2-Werte in Tabelle 3 zeigen, be-

Mitochondrien und M yofibrillen )
in den Herzmuskelzellen von  steht zwischen diesen Doppelmessungen eine gute

Siebenschldfern Ubereinstimmung. Bei Siebenschlifer III haben
MeBreihe MeBreihe 1 wir die Messungen sogar dreimal durchgefiihrt
2 ST | s1Iv | sv und die drei MeBreihen miteinander verglichen.
In diesem Falle muBite die Originalformel von K.

SI 0,36 PrarsoN angewendet werden. Ein Unterschied
g%v 1,58 144 zwischen den drei MeBreihen wére hier als

statistisch gesichert anzusehen, wenn der Wert
von y? 13,3 oder mehr betriige; der errechnete Wert belief sich aber nur
auf 3,63, so daB auch hier eine gute Ubereinstimmung gegeben ist.

Bei den Sieben-
schldfern haben wir die
wachen Tiere mitein-

Tabelle 4. Werte von y2 beim Vergleich der absoluten Héiufigkeit
von Mitochondrien und Myofibrillen tn Herzmuskelzellen von

Siebenschlifern ;

EE—— ander und die wachen
. . m chzustand, . -
Nach einer Lethargie | “pgoh vorzeitig Tiere mit den schlafen-
Im von unterbrochenem . .
Wachzustand |—— Py 5| Winterschiat und den verglichen. Die ent-
Mo, | Mon. | Mon. | oo, sprechenden  y2-Werte
sur | siv ] s1 | sv |svi 8 VI sind in Tabelle 4 Zu-
sammengestellt, ~ Wie
STII 3,32115,1 | 584 | 11,9 9,81 aus Tabelle 4 hervor-
STV | 3,32 13,6 | 25,6 | 11,2 9,41 goht, lassen sich loei
ST 15,1 | 13,6 34,8 | 0,01 3L5 den wachen Sieben-
SV 58,4 | 25,6 | 34,8 27,6 57,2 e

svirling (102 | oot | 272 275 f:}}lafe%l tIH hl'm; v
SVI | 981 | 94 |31L5 | 57,2 | 27,5 cine Lmterschiede 1m

Verhiltnis  Mitochon-
drien: Myofibrillen nachweisen. Das gleiche gilt fiir die lethargischen Sieben-
schlifer T und VII, die 6 Wochen und 8 Monate geschlafen hatten. Der Abfall
des Quotienten Mitochondrien:Myofibrillen von 1 bei den wachen Tieren auf
0,7 bei den schlafenden Siebenschldfern I und VII ist dagegen statistisch gesichert;
die entsprechenden y2-Werte liegen zwischen 11,2 und 15,1. Bei Siebenschlifer V,
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der 3Y/, Monate geschlafen hatte, betrug der Quotient Mitochondrien : Myofibrillen
0,92 (Tabelle 1). Wie Tabelle 4 zeigt, lieB} sich der Unterschied zwischen Sieben-
schlafer V und den wachen Siebenschlifern sowie auch zwischen Siebenschlifer V
und den beiden anderen schlafenden Siebenschléfern T und VII statistisch sichern.
Bei Siebenschlifer VI, der nach einem fiinfwochigen Winterschlaf geweckt wurde
und anschlieBend 4 Tage gehungert und gedurstet hatte, war das Verhiltnis
Mitochondrien : Myofibrillen mit 1,43 auffallend hoch. Wie aus Tabelle 4 hervor-
geht, ist der Unterschied zwischen diesem Tier und jedem anderen Siebenschlifer
statistisch signifikant, erscheint aber beim Ver- Tabelle 5. Werte vom +* boim
gleich 'mlt o:len wachen Tieren geringer als beim Vergleich ‘ler absoluten JIIiom fig-
Vergleich mit den schlafenden Tieren. keit wvon Mitochondrien und

Bei den drei normal ernahrten Ratten betrugen  Myofibrillen in den Herzmuskel-
die Quotienten Mitochondrien: Myofibrillen 0,74, zellen normal erndhrier Raiten

0,84 und 0,93. Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, 80 | R272 | 419
wird der y2-Wert von 9,21 lediglich beim Vergleich

zwischen Ratte 80 und Ratte 419, bei denen die R 80 4,36 | 9,73
Quotienten 0,74 und 0,84 betragen, geringfiigig gizg g’gg 5.70 5,70

iberschritten. Dagegen ergeben sich keine sicheren
Unterschiede, wenn man diese beiden Tiere mit dem dritten Tier (Ratte 272)
vergleicht. Dieses ist deshalb bemerkenswert, weil sich damit fir die am
weitesten auseinanderliegenden Quotienten von 0,74 bei Ratte 80 und 0,93 bei
Ratte 272 kein statistisch signifikanter Unterschied nachweisen lait. Die geringe
Uberschreitung der Grenze des y2-
Wertes von 9,21 beim Vergleich der
Ratten 80 und 419 146t sich mathe-

Tabelle 6. Werte von y? beim Vergleich der absoluten
Héufigkeit von Mitochondrien und Myofibrillen
in den Herzmuskelzellen von normal erndhrien

matisch mit den dort besonders und hungernden Ratten
groBen Schwankungen in der Rubrik T Hongorzustand
,Andere Gewebsbestandteile” er- o2t oiner
e . - : ewlcntsabnanme
klaren. AuBerdem sei erwihnt, Bei normaler von 50 %
. . w g innerhalh von
dall wir bei den normal erndhrten = —
. . . . 27 Tagen | 52 Tagen
Ratten absichtlich Tiere verschie-
R80 [R272 | R419| R27 R3

dener Stidmme und verschiedenen
Alt?rs g-ewa',hlt haben. .VVenn man oo |y 13 | 20,9 | 37.2 13.3
beriicksichtigt, dafl die Prozent- g3 | 124 | 308 | 32.1 | 133
zahlen der relativen Héaufigkeit von

Mitochondrien und Myofibrillen durch Addition des jeweiligen statistischen
Fehlers stdrker schwanken koénnen, dafl aber andererseits bei allen drei normal
ernihrten Ratten etwa die gleiche Zahl von Messungen durchgefithrt wurde,
so kann man mit groBler Wahrscheinlichkeit den Quotienten Mitochondrien:
Myofibrillen in der Herzmuskelzelle einer normal ernihrten Ratte mit rund
0,85 annehmen.

Vergleicht man das Verhiltnis Mitochondrien: Myofibrillen der Herzmuskel-
zellen der normal erndhrten Ratten mit dem der hungernden Ratten, so ergeben
sich in allen Fillen deutliche Unterschiede, wie die in Tabelle 6 zusammenge-
stellten y2-Werte erkennen lassen. Bei Ratte 27, die innerhalb von 27 Tagen etwa
die Halfte eines Korpergewichtes verloren hatte, betrigt der Quotient Mitochon-
drien : Myofibrillen 0,65. Ratte 3, die den gleichen Gewichtsverlust erst innerhalb

19*
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von 52 Tagen erreichte, weist dagegen einen Quotienten von 0,51 auf. Der Ver-
gleich der MefBreihen bei beiden Tieren fithrt zu einem y2-Wert von 13,31 (Ta-
belle 6); es besteht also auch hier ein gesicherter Unterschied.

Nach den vorstehend beschriebenen Messungen und Berechnungen ergeben
sich fiir das Verhaltnis Mitochondrien: Myofibrillen in den Herzmuskelzellen von
Siebenschléfern und Ratten unter verschiedenen Bedingungen die nachstehenden
Anhaltswerte:

Siebengchlifer im Wachzustand . . . . . . . . . . . . . . . ... 1,0
Siebenschléfer nach einem Winterschlaf von:
yMonaten . . . . . . . . ..o oo 0,7
3Y,Monaten . . . . . . . . . .00 0,9
8Monaten . . . . . . . . . L Lo e e 0,7
Siebenschléafer nach vorzeitig unterbrochenem Winterschlaf und 4 Tagen
Hungerund Durst . . . . . . . . . . . . . 0. ... 14
Normal erndhrte Ratte . . . . . . . . . . . . ... ..., 0,85
Ratte im Hungerzustand:
bei schneller Abmagerung . . . . . . . . . ... L0 oL L. 0,65
bei langsamer Abmagerung . . . . . . . . . oL L L L L L. 0,50

Erorterung der Ergebnisse

Die Untersuchungen an den Siebenschlifern haben ergeben, dafl das Verhéaltnis
Mitochondrien : Myofibrillen bei wachen Tieren etwa 1 betragt. Dieses Verhéltnis
sinkt wabrend des Winterschlafes auf etwa 0,7 ab. Aus fritheren Untersuchungen
an den gleichen Versuchstieren wissen wir, dafl wiahrend des Winterschlafes auch
die GroBe des einzelnen Mitochondrions abnimmt; so betrug bei den wachen
Siebenschlifern ITT und IV die mittlere Grofle eines Mitochondrions 0,95:0,45 u,
bei den schlafenden Tieren dagegen nur 0,8:0,4 4. Wenn man hieraus die Flichen-
werte berechnet und diese zueinander in Beziehung setzt, so ergibt sich eine Ver-
kleinerung der MitochondriengroBe bei den schlafenden Tieren um 25% oder,
anders ausgedriickt, von 1 auf 0,75. Dies bedeutet, daB die Verringerung des
Quotienten Mitochondrien: Myofibrillen wéhrend des Winterschlafes im wesent-
lichen auf der Verkleinerung des einzelnen Mitochondrions beruht, da8 aber keine
wesentliche Verringerung der Zahl der Mitochondrien wahrend des Winterschlafes
eintritt. Unsere nach den fritheren Untersuchungen an Siebenschlifern aufge-
stellte Theorie, dafl in der Herzmuskelzelle die Zahl der Mitochondrien nur ein
MaB fir die Kapazitdt und nicht fiir die jeweilige Intensitat des Stoffwechsels
darstelle (PocHE 1959), kann somit auch als quantitativ-morphologisch gesichert
gelten.

Einer besonderen Erdrterung bedirfen noch die etwas aus dem Rahmen fallen-
den Mitochondrien : Myofibrillen- Quotienten von 1,43 bei Siebenschlifer VI und
von 0,92 bei Siebenschlifer V. Siebenschlifer V1 war nach fiinfwéchigem Winter-
schlaf geweckt worden und bekam anschlieBend 4 Tage lang weder etwas zu
fressen noch etwas zu trinken. Er befand sich wihrend dieser 4 Tage bei voller
motorischer Aktivitit in einem Stoffwechselzustand, der sich von dem des Winter-
schlafes nur quantitativ unterschied, ihm qualitativ aber weitgehend entsprach.
Als Betriebsstoff standen ihm lediglich seine eigenen Fettreserven zur Verfiigung.
Die friiheren elektronenmikroskopischen Untersuchungen am Herzmuskel dieses
Tieres hatten zwar ergeben, dafl die Mitochondrien etwas groBer sind als die der
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lethargischen Tiere; ihre Grofe lag jedoch immer noch um 5% unter der der Mito-
chondrien bei den anderen wachen Tieren. Der Anstieg des Quotienten Mitochon-
drien: Myofibrillen auf 1,43 146t sich also in diesem Falle nicht durch eine Verdnde-
rung der GroBe der Mitochondrien erkliren; dagegen ist es nicht ausgeschlossen,
dal} ihre Zahl zugenommen hat. Daf kurzfristiger Hunger sich auf die Zahl der
Mitochondrien auswirken kann, zeigen Untersuchungen an Nichtwinterschlifern.
So fanden ALLARD, MATHTIEU, LAMIRANDE und DE CANTERO (1952) bei der Ratte
nach 6 Tagen Hunger eine Vermehrung der Zahl der Mitochondrien in den Leber-
zellen, wihrend Davip und Towax (1950) nach 3—4 Tagen Hunger im Skeletmus-
kel der Maus eine leichte Verminderung der Mitochondrien sahen. Uber den Herz-
muskel sind uns entsprechende Untersuchungen nicht bekannt. Wir méchten an-
nehmen, daf im Falle von Siebenschlifer VI der Anstieg des Quotienten Mitochon-
drien : Myofibrillen auf einer Vermehrung der Anzahl der Mitochondrien beruht, und
daB diese wiederum mit der abnormen Stoffwechselsituation des Tieres zusammen-
héngt. Fine dhnliche Erklirung 148t sich auch fiir den hohen Quotienten Mitochon-
drien: Myofibrillen bei Siebenschlifer V geben. Das Tier war nach einem Winter-
schlaf von 3Y/, Monaten Dauer getétet worden. Diese Zeit entspricht etwa der
Dauer einer durchgehenden Schlafperiode, die fiir den Siebenschlifer von Lymawn
und CHATFIELD (1955) mit maximal 114 Tagen angegeben wird. Aus den fritheren
Untersuchungen von Siebenschlifer V wissen wir, dall die Mitochondrien bei
ihm genau so grof} waren wie bei den anderen beiden lethargischen Tieren. Der
Wert des Quotienten Mitochondrien: Myofibrillen von 0,92 bei Siebenschlifer V
hingt also nicht mit der GroBle der einzelnen Mitochondrien zusammen. Wir
mochten diesen Anstieg des Quotienten von 0,7 nach einem Winterschlaf von
1/, Monaten auf 0,92 nach einem Winterschlaf von 3!/, Monaten deshalb lediglich
auf eine Storung des Zustandes der Lethargie zuriickfithren. Diese Stérung hat
wahrscheinlich darin bestanden, daf} das Tier einige Tage vor seiner Tétung
gerade eine Schlafperiode beendet hatte und voriibergehend wach gewesen war.

Nach den vorstehenden Untersuchungen liegt der Quotient Mitochondrien:
Myofibrillen, der bei wachen Siebenschlafern etwa 1,0 betrdgt, bei normal er-
nihrten Ratten um 0,85. Unter den Bedingungen der Hungeratrophie sinkt dieser
Quotient deutlich ab, und zwar bei langsamer Abmagerung (Ratte 3) stirker als
bei schneller Abmagerung (Ratte 27). Die Quotienten Mitochondrien : Myofibrillen
betrugen bei Ratte 27, die innerhalb von 27 Tagen die Halfte ihres Gewichtes
verloren hatte, 0,65 und bei Ratte 3, die innerhalb von 52 Tagen die Hélfte ihres
Korpergewichtes verloren hatte, 0,51. Zwischen beiden Tieren besteht ein stati-
stisch signifikanter Unterschied. Bei der vergleichenden elektronenmikroskopi-
schen Untersuchung von Praparaten des Herzmuskels von beiden Tieren hatten
wir immer wieder den Eindruck, daf die atrophischen Prozesse an den Mitochon-
drien und auch an den Myofibrillen bei der Ratte 3 ausgeprigter waren als bei
der Ratte 27. Dies bedeutet, dal die Atrophie des Herzens bei langsamer Ab-
magerung stirker ist als bei schneller Abmagerung, und daff der Quotient Mito-
chondrien : Myofibrillen um so kleiner wird, je hoher der Grad der Atrophie ist.
Ein dhnliches Verhalten der Mitochondrien konnten Davip und Toxar (1959)
im Skeletmuskel der Maus nachweisen: Nach kurzfristigem Hunger, der nur zu
einer ganz geringen Atrophie fithren konnte, fanden sie auch nur eine ganz geringe
Verminderung der Mitochondrien; demgegeniiber fithrte eine durch Denervierung
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bedingte stirkere Atrophie der Skeletmuskelfasern auch zu einer starken Ver-
minderung der absoluten Zahl der Mitochondrien.

Zusammenfassung

In Anlehnung an das in der Lichtmikroskopie gebriuchliche Punktzihl-
verfahren von HeNNIG wurde eine Methode entwickelt, die es erlaubt, an Negativ-
platten von elektronenmikroskopischen Aufnahmen das quantitative Verhiltnis
der Volumina verschiedener Gewebs- oder Zellbestandteile zueinander zu be-
stimmen. Bei Ratten betrigt das Verhéltnis Mitochondrien :Myofibrillen in den
Herzmuskelzellen normalerweise rund 0,85; bei Hungeratrophie sinkt es infolge
Abnahme der Mitochondrien nach schneller Abmagerung auf etwa 0,65, nach
langsamer Abmagerung auf 0,50. Bei Siebenschlifern betragt der Quotient
Mitochondrien : Myofibrillen wihrend des Wachzustandes 1,0, wihrend des Winter-
schlafes aber nur etwa 0,7, im wesentlichen infolge Abnahme der GroBle der
Mitochondrien um etwa 25% . Die Zahl der Mitochondrien ist wihrend des Winter-
schlafes nicht wesentlich vermindert. Nach vorithergehender Unterbrechung oder
nach Abbruch des Winterschlafes steigt das Verhiltnis Mitochondrien : Myofibrillen
wieder an und kann unter extremen Bedingungen Werte bis zu 1,43 erreichen,
wahrscheinlich. infolge einer voriibergehenden Vermehrung der Zahl der Mito-
chondrien.

Summary

Using the principle of the Hennig point-counting method in light microscopy a
new technic was developed for electron-microscopy. With this new method the
quantitative relationships between the volumes of different parts of tissues or
cells could be determined from the negative plates of micrographs. In well nou-
rished rats the ratio of mitochondria: cardiac myofibrils was 0,85. In acute
starvation the ratio was 0,65 due to a decrease in the number of mitochondria
caused by the rapid atrophy. With prolonged starvation the ratio was 0.50. In
the dormouse during active state the ratio of mitochondria to myofibrils was 1.0,
whereas during hibernation it was only 0.7. The difference was due to a decrease
in the size of the mitochondria of about 25%. Their number during hibernation,
however, was not reduced. After a transitory interruption of hibernation or
after its termination the ratio of mitochondria to myofibrils increased. Under
extreme conditions values of 1.43 were obtained, no doubt the consequence of a
temporary increase in the number of mitochondria.
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