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chondr i en  gebundene  Stoffwechselprozesse  in diesen 
be iden  F a s e r t y p e n  versch ieden  ablaufen.  I m  folgenden 
wird un te r such t ,  ob die durch  Magnes ium akt iv ie r te  
ATPase  in Gegenwar t  yon  E G T A  - welches Kalz ium 
chel ier t  - bei  ro ten  und  weissen Fasern  durch  Azid ver- 
schieden g e h e m m t  wird.  

N a c h  y o n  BROCKE u n d  RUEGG 2 wird e inem H o m o g e n a t  
von  Insek tenmyof ib r i l l en  e twa  die H/ilfte der  to ta len  
Akt ivi tAt  der  Magnes ium-ak t iv ie r t en  ATPase  durch  eine 
in d e n  Mi tochondr ien  lokal is ier ten ATPase  be s t immt ,  
wenn  das  Sys tem in kalz iumfreier  F o r m  vorliegt.  

Material und Methode. Bei 4-6  Monate  a l ten Wis ta r -  
R a t t e n  wurden  verschiedene  Teile yon weissen und  ro ten  
Mnskeln  aus der  Becken-  und  Oberschenkelregion pr~- 
par ier t .  Zum Vergleich wurden  der  rote  M. soleus und  
der  weisse M. gas t rocnemius  aus der  Unte r schenke l -  
m u s k n l a t u r  ve rwende t .  Alle PrApara t ionen  wurden  in der  
Kf ih lkammer  bei  -4- 2 ~ vo rgenommen .  

Die Muskelst t icke yon  0.5-1.0 g wurden  in der  zehn-  
Iachen Menge Bora t -Puf fe r  (39 m M  H3BO a + 25 m M  
KC1) m i t  dem Vi r t i s -Homogen i sa to r  wAhrend 2 min  
homogenis ier t .  Diese Suspension,  welche die Pro te ine  der  
Myofibri l len enth~tlt, wurde  innerha lb  der  n~tchsten 
2 S tunden  auf die Aktivit~kt der  Mg-ATPase  un te r such t .  
t l i e rzu  wurde  nochmals  zehnmal  verdt innt ,  u n d e s  wurden  

Hemmung der Mg-ATPase in Muskelhomogenaten durch Azid 

Muskelfasern ATPase ATPase Hemmung Fasertyp 
ungehemmt gehemmt % 
(kein (10 mM 
Azid) Azid) 

M. rectus femoris; 37.0 19.2 48 rot 
zentraler Teil 
M. vastus lateralis 40.1 18.9 53 rot 
M. vastusintermedius 36.3 15.3 58 rot 
M. glutaeus max.; 35.8 16.4 54 rot 
zentraler Teil 
M. piriformis 32.6 13.0 60 rot 
~.  soleus 31.4 14.8 53 rot 

M. rectus femoris; 36.4 31.0 12 weiss 
peripherer Tell 
M. vastus medialis 48.0 43.6 9 weiss 
M. glutaeus max. ; 44.8 40.7 9 weiss 
peripherer Teil 
M. glutaeus medius 39.3 34.9 11 weiss 
M. gastrocnemius 41.5 36.5 12 weiss 

Die Aktivitfit ist ausgedr/ickt in [xg anorganischem Phosphor, frei- 
gesetzt pro ml Homogenat in 5 rain Inkubation bei 25 ~ (~xg Pi/ml 
Homogenat/5 min 25 ~ 

0,2 bis 0,5 ml fiir die Messungen der  ATPase  genommen .  
Das en t sp r i ch t  0,2-0,8 mg Prote in .  

Die H o m o g e n a t s p r o b e n  wurden  in eine L6sung p ipe t -  
t ier t ,  welche 2,5 m M  MgCI,, 0,5 m M  E G T A  und  25 m M  
HC1 Tris-Puffer enthiel t .  Vor der  I nkuba t ion  wurde  mi t  
Wasse r  auf 2,0 ml  aufgeftil l t  3. Von j edem H o m o g e n a t  
w u rd en  2 P ro b en  mi t  Zusatz  yon  je 0,1 ml  100 m M  Azid 
und  2 P roben  ohne  Azid inkubier t .  Nach 5 min I n k u b a t i o n  
bei  25~ wurde  die Reak t ion  durch  Hinzuse tzen  yon 
0,1 ml  50 m M  A T P  ges ta r t e t  und  nach  genau 5 rain mi t  
1 ml  25% Triehloressigs~ure abges toppt .  Der  Zusatz  
yon  A T P  ft ihrt  zur Spa l tung  des ATP,  wobei  anorgani-  
scher  P h o s p h o r  (Pl) frei wird.  Die H e m m u n g  der  ATPase -  
Akt iv i t / i t  d u t c h  Azid wurde  mi t  der  ATPase-Akt iv i t / i t  
der  P robe  ohne Azid desselben Homogena te s  verglichen.  
Es wurde  die re la t ive Akt iv i t~ t  der  ATPase  b e s t i m m t  
(izg P l /ml  H o m o g e n a t  in 5 min  bei  25 ~ Die B e s t i m m u n g  
des bei  der  Reak t ion  f re igesetz ten Phosphors  wurde  nach  
der  Methode  yon  FISKE und  SUBBAt:{OW 4 ausgefi ihrt .  

Resultate. In  der  Tabelle s ind die un t e r such t en  Muskeln 
zusammenges te l l t  und ihr Verha l t en  aufgrund  des Azid- 
Testes  angegeben.  Dabei  zeigt sich, dass  die Mg-ATPase  
der  ro ten  Muskeln s ta rk  nnd  diejenige der  weissen Muskeln 
nur  schwach  g e h e m m t  wird.  Der  Vergleich mi t  dem typ i sch  
weissen M. gas t rocnemius  und  ro ten  M. soleus beweis t  dies. 

Es  ist  d e m n a c h  m6glich, mi t  d iesem Test  weisse und 
ro te  Muskelfasern  deut l ich  vone inander  zu unterscheiden,  
auch wenn  die pr~tparativ festgestel l te  Fa rbe  der  Muskel- 
fasern unsicher  ist  5. 

Summary. W i t h  a s imple  t e s t  - inhib i t ion  of t he  Mg- 
ac t iva t ed  ATPase  in a to ta l  h o m o g e n a t e  of muscle  by  
azide - it  is possible to dis t inguish clearly be tween  red and 
whi te  muscle fibres. A n u m b e r  of muscles of the  pelvic 
and  th igh  region of the  ra t  are inves t iga ted  by th is  me thod .  
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M o r p h o m e t r i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n  an der 
schiedener  Fixat ionspuffer  

Die Einf t ih rung  morphome t r i s che r  Me thoden  in die 
E lek t ronenmikroskop ie  ge s t a t t e t  es, auf re la t iv  e infache 
und  zeit l ich wenig aufwendige  Art  und  V~reise zu quan t i t a -  
t i ven  Aussagen tiber die Volumen-  beziehungsweise  
Menlbranoberfl~ichenantei le  der  verschiedenen  Zellor- 
ganel len zu gelangen. Besonders  bei der  Er fassung  yon  
u l t ras t ruk ture l l en  Ver~inderungen un te r  mann ig fachen  ex- 
per imente l len  Versuchsbed ingungen  gewinn t  die Morpho-  
met r ie  z u n e h m e n d  ~n Bedeutung .  

Rattenleber - Parenchymze l l e  nach A n w e n d u n g  ver-  

Bisher  liegt eine Vielzahl von  exper imente l len  Arbe i ten  
fiber das gla t te  endop lasmat i sche  Re t iku lum der  Leber  
un te r  versch iedenen  physiologischen,  als auch  pathologi-  
schen Bed ingungen  vor  1. Dabei  l~isst dieses Zel lkompart i -  
m e n t  eine enge topograph i sche  Beziehung sowohl zu den 

1 H. DAVID, Elektronenmikroskopische Organpalhologie (VEB Verlag 
Volk und Gesundheit, Berlin 1967). 
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,microbodies ,b  als auch  zum Glykogen  e rkennen .  I m  
IRahmen yon  V o r v e r s u c h e n  i iber  u l t r a s t r u k t u r e l l e  Ver-  
/ inde rungen  der  Leberzel le  u n t e r  geziel ten Stoffwechsel-  
h e n ] m u n g e n  bez iehungsweise  S tof fwechse l s te igerungen  
sehien uns  als Grund lage  eine verg le ichende  Analyse  der  
L e b e r p a r e n c h y m z e l l e  u n t e r  der  E i n w i r k u n g  yon  Ka l ium-  
p h o s p h a t -  bez iehungsweise  s-Collidin gepuf fe r t em OsO 4 
yon  besondere r  B e d e u t u n g  zu sein. Die A n w e n d u n g  dieser  
Puffer  bei  der  OsO~-Fixat ion 1/isst zwei s ich in t yp i s che r  
Weise  u n t e r s c h e i d e n d e  Bi lder  der  U l t r a s t r u k t u r  der  
Leberzel le  e rkennen .  

Ziel der  vor l i egenden  Arbe i t  is t  es, die d u t c h  die ver-  
sch iedenen  F ixa t ionspuf fe r  e n t s t e h e n d e n  Un te r s ch i ed e  in  
der  v o l u m e t r i s c h e n  Z u s a m m e n s e t z u n g  der  Zel lorganel len  
u n t e r  besonde re r  Ber f icks ich t igung  des g l a t t en  endoplas -  
m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  n n d  des Glykogen  zu fassen. 

Material und Methode. Zur A n w e n d u n g  k a m e n  3 nfi inn- 
l iche "Wis tar ra t ten  m i t  e inem Gewich t  zwischen 230 u n d  
240 g. Diese R a t t e n  w u r d e n  aus  e inenl  W u r f  v o n  insge- 
s a in t  6 n] / innl ichen R a t t e n  n a c h  s t r engen  Zufa l l skr i t e r ien  
fiir die morphon]e t r i s che  U n t e r s u c h u n g  ausgew/ihl t .  
T 6 t u n g  der  3 V e r s u c h s r a t t e n  zur  se lben Tagesze i t  (9.00 
Uhr) .  

Je  50-60 GewebeblScke  des l inken  L e b e r l a p p e n s  yon  
e iner  Kan ten l i inge  yon  1 m m  w u r d e n  1) in  l % i g e r  L6sung  
yon  OsO 4 in 0,16 mo la r em P h o s p h a t p u f f e r  (pH 7,4) u n d  
2) in l % i g e r  L6sung  yon  OsO, in 0,067 m o l a r e m  s-Collidin- 
puffer  (pH 7,4) bei  4 ~ w g h r e n d  120 Mix f ix ie r t  u n d  so- 
d a n n  n a c h  kurze r  Zwischenw/isserung (30 Min) in den  
e n t s p r e c h e n d e n  W a s c h p u f f e r n  fiber die aufs te igende  
Alkohol re ihe  u n d  P r o p h y l e n o x y d  in E p o n  812 e i n g e b e t t e t  
(pro Versuchsser ie  25 B16cke). 

Zur  Loka l i sa t ion  yon  m i t t l e r e n  Lebe r l / i ppchenabschn i t -  
t en  w u r d e n  alle B16cke se ln idick  au fgeschn i t t en .  Auf  eine 
U n t e r s u c h u n g  ve r seh iedener  L / i p p c h e n a b s c h n i t t e  wurde  
bewuss t  verz ich te t ,  da  Lo~TD ~ nachweisen  konn te ,  dass  
die I~eberparenchyn]zel len  sich in bezug  auf  die re la t ive  
volunlenn]gss ige  Ver te i lung  ih re r  Zc, l lorganel len  zu n]in- 

des tens  80% h o m o g e n  ve rha l t en .  Die e r s ten  15 B16cke 
m i t  geeigneter  Loka l i s a t i on  w u r d e n  fiir das  e l ek t ronen-  
mikroskop i sche  * r a n d o m  samplings> ausgew~ihlt, wobe i  
pro  Block n a c h  s t r engen  Zufa l l skr i t e r ien  je 2 A u f n a h n ] e n  
bei  e iner  P r imi t rve rg r6sse rung  y o n  5 000 herges te l l t  wur-  
den, welche z u s a m m e n  n] i t  d e m  s o g e n a n n t e n  Vielzweck-  
r a s t e r  n a c h  WE1BEL et  al. ~ n ach v e rg r6 s s e r t  u n d  s o d a n n  
ausgewer t e t  wurden .  P ro  Versuchsser ie  w u r d e n  son]i t  ins- 
gesamt  90 A b b i l d u n g e n  m o r p h o n ] e t r i s c h  ausgez/ihlt .  Be i  
der  n ] o r p h o m e t r i s c h e n  Ana lyse  be r i i cks ich t ig ten  wir  die 
fo lgenden  Z e l l k o r n p a r t i m e n t e :  1) Mi tochondr i en  (Mit);  
2) R a u h e s  e n d o p l a s m a t i s c h e s  R e t i k u l u m  ( rER)  ; 3) G la t t e s  
endop la sma t i s ches  R e t i k u l u m  (g lER) ;  4) Glykogenarea le  
(Glyk);  5) Golgifelder  (GF);  6) ,Microbodies~> (1V[B). 

Die A u s w e r t u n g  der  ' R a s t e r b i l d e r '  er folgte  vone in -  
a n d e r  u n a b h g n g i g  d u r c h  2 Un te r suche r .  Die s t a t i s t i s che  
Ana lyse  umfass t e  die B e r e c h n u n g  der  Mi t te lwer te ,  der  
S t a n d a r d a b w e i c h u n g e n ,  der  S t a n d a r d a b w e i c h u n g  des 
Mi t te lwer tes  sowie eine e infache  V a r i a n z a n a l y s e  ( S t u d e n t -  
t-Test) zur  E r m i t t l u n g  der  Signif ikanzen.  

Ergebnisse. 1) Ultrastruktur der Leberparenchymgelle. 
Nach  F i x a t i o n  n] i t  P h o s p h a t  gepuffer ten]  OsO 4 (Figur  1) 
1/isst die L e b e r p a r e n c h y m z e l l e  das  in t yp i s che r  Weise  zu 
R o s e t t e n  angeordne te ,  e l e k t r o n e n d i c h t e  G lykogen  e rken-  
nen, welches oft  wei te  Zel lbezi rke  erfiillt .  I n  den  R a n d -  
bez i rken  dieser Glykogenfe lder  k 6 n n e n  Ante i le  des g l a t t e n  
e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  gefunden  werden.  Bei  
A n w e n d u n g  eines s-Coll idin gepuf fe r ten  OsO4-Gen]isches 
(Figur  2) 4 h ingegen  e r sche in t  das  Glykogen  n i c h t  elek- 
t r o n e n d i c h t ,  das  he i ss t  wei te  Zel lareale  e r sche inen  elek- 
t r o n e n o p t i s c h  leer bez iehungsweise  ledigl ich y o n  ger inger  
Dichte .  E ine  s u b j e k t i v e  Beu r t e i l u n g  lgsst  e inen  h 6 h e r e n  

~" A. V. LouD, J. Cell Biol. 37, 27 (1968). 
a E. R. WEIBEL, G. S. KISTLER und W. F. SCHERLE, J. Cell Biol. 

30, 23 (1960). 
.l R. L. Wood und J. H. LUFT, J. ultrastruct. Res. 12, 22 (1965). 

Fig. 1. Rattenleberparenchynlzelle nach Fixation init Phosphat ge- 
puffertem OsO 4. Die Glykogenpartikel zeigen den ffir diese Fixation 
typisehen elektronendiehten Aspekt. M, Mitoehondrium; RER, 
rauhes endoplasmatisches Retikuhnn und freie Ribosonlen; G, Gly- 
kogen; GF, Golgifldd; Pfeil, ZellRrenze mlt Desmosomen; Doppel- 
pfeil, glattes endoplasmatisches Retikulum. • 18000. 

Fig. 2. Rattenleberparenchymzelle nach Fixatioll init s-Collidin ge- 
puffertem O.~O 4. Das Glykogen wird dabei herausgel6st; die Gly- 
kogenareale erscheinen deshalb nicht elektronendicht. M, Mitoehon- 
drium; RER, rauhes endoplasmatisches Retikuhun; G, Glykogen; 
SER, glattes endoplasmatisehes Retikuhlm; Pfeil, ~,Mierobody,~. 
y,, 11500. 



176 ~peeiaiia 

Ergebnisse der morphometrisehen Auswertung (alle Werte ~ 4- 5%) 

EXPERIENTIA 26/2 

Kompartiment rER glER Glyk glER+ Glyk GF Pi t  MB Fixationsl6sung 

Volumenanteil in % 28.6 8.2 25.8 34.0 1.4 16.7 0.8 Phosphatpuffer 
Volumenanteil in % 30.2 18.2 13.7 31.9 1.6 16.3 0.2 s-Collidinpuffer 

rER, rauhes endoplasmatisehes Retikulum; gER, glattes endoplasmatisches Retikulmn; Glyk, Glykogen; GF, Golgifeld; Pit,  Mitochon- 
drien; MB, (~Microbodies~. 

Ante i l  des g l a t t en  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  ver-  
m u t e n .  Die f ibr igen Zel lorganel len  zeigen bei  A n w e n d u n g  
der  be iden  ve r sch i edenen  F i x a t i o n s p u f f e r s y s t e m e  keine  
wesen t l i chen  u l t r a s t r u k t u r e l l e n  Abweichungen .  

2) Morphometrische Ergebnisse. (Tabel le  I, F i gu ren  3 
u n d  4). Die r e l a t i ven  V o l u m e n a n t e i l e  de r  Mi tochondr ien ,  
des r a u h e n  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m ,  des Golgi- 
feldes u n d  der  <(microbodies~ lassen bei  A n w e n d u n g  de r  
ve r sch iedenen  F i x a t i o n s p u f f e r  ke ine  s ign i f ikan ten  U n t e r -  
schiede e rkennen .  Besonders  auf fa l lend  e r sche in t  die 
Ta t sache ,  dass  die r e l a t i v e n  V o l um enan t e i l e  n u r  u m  
wenige P r o z e n t e  differ ieren.  N a c h  F i x a t i o n  in P h o s p h a t  
gepuf fe r t em OsO 4 dagegen  f inde t  s ich ein deu t l i ch  ver-  
m e h r t e r  r e l a t ive r  V o l u m e n a n t e i l  der  Glykogenarea le ,  
wAhrend bei  A n w e n d u n g  yon  s-Collidin gepuf fe r t em OsO 4 
der  re la t ive  V o l u m e n a n t e i l  des g l a t t en  e n d o p l a s m a t i s c h e n  
R e t i k u l u m  m e h r  als v e r d o p p e l t  is t  (Ver t r auensgrenze :  
p < 0,01). Die S u m m e  der  r e l a t i ven  V o l um enan t e i l e  der  
Glykogenfe lder  und  des g l a t t e n  e n d o p l a s m a t i s c h e n  Ret i -  
k u l u m  h ingegen  1Asst n a c h  A n w e n d u n g  be ider  F ixa t ions -  
puf fer  eine auf fa l lende  K o n s t a n z  e rkennen .  

Diskussion.  Die vo r l i egenden  U n t e r s u c h u n g e n  zeigen 
deu t l i che  U n t e r s c h i e d e  in der  r e l a t i ven  V o l u m e n z u s a m -  
m e n s e t z u n g  der  Glykogenarea le  und  des g l a t t en  endo-  
p l a sn l a t i s chen  R e t i k u l u m  n a c h  F i x a t i o n  in s-Collidin be- 
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Fig. 3. Graphische Darstellung der relativen Volumenanteile der 
einzelnen Zellorganellen nach Anwendung der beiden Fixations- 
medien. 
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Fig. 4. Die relativen Volumenanteile von Glykogen und glattem 
endoplasmatischem Retikulum ergeben zusammen nach Anwendung 
beider Fixationsmedien die gleichen Werte. 

z iehungsweise  P h o s p h a t  gepuf fe r t em OsO 4. Bei  Anwen-  
d u n g  v o n  s-Col l idinpuffer  f inder  sich ein m e h r  als doppe l t  
so grosser  r e l a t i ve r  V o l u m e n a n t e i l  des g l a t t en  endoplas -  
m a t i s c h e n  R e t i k u l u m ,  w ~ h r e n d  der  re la t ive  V o l u m e n a n -  
tei l  der  G lykogenbez i rke  h e r a b g e s e t z t  ist. Rez ip rok  da-  
gegen v e r h a l t e n  sich die e n t s p r e c h e n d e n  W e r t e  n a c h  
Phospha t -OsO4-F ixa t ion .  U n t e r  Ber t i cks ich t igung  der  
Ta tsache ,  dass  die S u m m e  der  r e l a t i v e n  Vo lumenan te i l e  
des g l a t t en  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  und  des Glyko-  
gen n a c h  F i x a t i o n  m i t  den  be iden  OsO4-Puffergemisehen 
ke ine  s i gn i f i kan t en  Un te r s ch i ede  e r k e n n e n  lassen, zeigen 
die Ergebn i s se  deut l ich ,  dass  bei  OsO4-Phospha t -F ixa t i on  
wesent l iche  Ante i le  des g l a t t en  e n d o p l a s m a t i s c h e n  Ret i -  
k u l u m  d u r c h  e l e k t r o n e n d i c h t e  Glykogenfe lder  m a s k i e r t  
werden.  

Von  zah l re i chen  A u t o r e n  wird  i m m e r  wieder  au f  das  
u m g e k e h r t  p ropo r t i ona l e  V e r h a l t e n  de r  Glykogenarea le  
und  des g l a t t e n  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  hingewie-  
sen 5-7. Die vo r l i egenden  Befunde  zeigen, dass  bei  Anwen-  
d u n g  eines P h o s p h a t p u f f e r s  dieser  <(Maskierung~ des 
g l a t t en  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  du rch  das  elek- 
t r o n e n d i c h t e  Glykogen  R e c h n u n g  ge t r agen  werden  muss.  
U n t e r  diesen F i x a t i o n s b e d i n g u n g e n  k a n n  eine A b n a h m e  
des Glykogengeha l tes ,  das  he iss t  eine V e r m i n d e r u n g  der  
Glykogenbez i rke ,  u n t e r  U m s t g n d e n  eine sche inbare  Ver-  
r neh rung  des g l a t t e n  e n d o p l a s m a t i s c h e n  Re t iku lum,  u n d  
somi t  ein u m g e k e h r t  p ropor t iona le s  V e r h a l t e n  dieser  
be iden  Z e l l k o m p a r t i m e n t e  vor t i iuschen .  Jedenfa l l s  er- 
sche inen  bei  expe r imen te l l en  Ana lysen  t iber VerAnde- 
r u n g e n  des g l a t t e n  e n d o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m  in je- 
d e m  Fal le  ve rg le i chende  U n t e r s u c h u n g e n  m i t  verschie-  
denen  F i x a t i o n s p u f f e r s y s t e m e n  angezeigt .  

Summary .  T h e  effect  of 2 f ixat ives ,  (1) s-Collidin buf-  
fered OsO4, (2) p h o s p h a t e  buffered  OsO4, on the  l iver  cell 
was  s tud ied  b y  m o r p h o m e t r i c  analysis .  Af ter  f i xa t ion  
w i t h  so lu t ion  2, large areas  of s m o o t h  endoplasmic  ret i-  
cu lum were covered  b y  e l ec t ron-opaque  deposi ts  of glyco- 
gen. No such  m a s k i n g  was not iced  b y  us ing  so lu t ion  1. 
O t h e r  cell organel les  showed no s ign i f ican t  differences in  
t he i r  r e la t ive  volumes.  B y  us ing  f ixa t ive  so lu t ion  2, 
decrease  in g lycogen can  s imu la t e  re la t ive  vo lume  increase  
of t he  s m o o t h  endop lasmic  re t i cu lum.  
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