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Animal Experimental Investigations of the Electrophysiologic Parameters
" of ‘Fast Fibers’ of Extraocular Muscles by Means of Glass Microelectrodes

Summary. The author reports on animal experimental investigations of the electro-
physiologic parameters of ‘fast fibers’ of extraocular muscles in rabbits in vivo by
means of standardized glass microelectrode.

The submitted results of investigation enlarge our knowledge of the electro-
physiologic parameters of ‘fast fibers’.

The statistically analyzed results on musclefiber action potential parameters,
on musclefiber membrane resting potentials, strengthduration curves and the data
on the electro-mechanical latency period of ‘fast fibers’ are illustrated by figures.

The most important conclusions for basic research on ‘fast fibers’, for clinical
ophthalmo-electromyography and for the duality concept of eyemovement control
are given.

Zusammenfassung. Der Autor berichtet iiber tierexperimentelle Untersuchungen
der elektrophysiologischen Parameter der “fast fibers” duRerer Augenmuskeln
von Kaninchen in vivo mit einer standardisierten Glasmikroelektrodentechnik.

Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse erweitern unsere Kenntnisse der
elektrophysiologischen Parameter der ““fast fibers”. Anhand der Abbildungen wer-
den die statistisch analysierten Ergebnisse tiber die Muskelfasermembranruhepo-
tentiale, die Parameter der Muskelfaseraktionspotentiale, die Reizzeitspannungs-
kurve und Angaben iiber die elektromechanische Latenzzeit der “fast fibers” er-
ldutert.

Die experimentellen Untersuchungen wurden im Physiologischen Institut der Martin-Luther-
Universitdt Halle mit Unterstiitzung durch Herrn Dr.rer.nat. H, Opitz durchgefiihrt; damaliger
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Die wichtigsten Schlugfolgerungen fiir die Grundlagenforschung iiber die
“fast fibers”, fiirr die klinische Ophthalmo-Elektromyographie und die Dualitits-
theorie der Okulomotorik werden dargelegt.

1. Problematik und Aufgabenstellung der Untersuchungen

Die Aufgabenstellung fiir die vorliegenden Untersuchungen ergab sich aus den bisheri-
gen Verdffentlichungen der Arbeitsgruppe um Hess (1961), Breinin (1962), Oppel
(1967), Peachy (1969) sowie Asmussen, Kiessling und Wohlrab (1971), die morpholo-
gisch und histotopochemisch 5 bzw. 6 verschiedene Muskelfasertypen in dufleren Augen-
muskeln differenzieren konnten. Die Publikationen enthalten aber keine Angaben iber
zugehdrige elektrophysiologische Parameter dieser morphologisch analysierten Typen
differenter Augenmuskelfasern.

Durch die Mitteilungen von Hess (1961), Matyushkin (1961), Hess und Pilar
(1963), Bach-y-Rita und Ito (1966), Matyushkin und Drabkina (1970), Breinin (1971)
und durch die Monographie von Matyushkin (1972) wurden wir mit der Problematik
der elektrophysiologischen Differenzierung der “fast fibers” und der “slow fibers”
duRerer Augenmuskeln konfrontiert.

Durch tierexperimentelle Untersuchungen der duferen Augenmuskeln von Ka-
ninchen in vivo mit einer standardisierten Glasmikroelektrodentechnik sollten in den
vorliegenden Untersuchungen die wesentlichen elektrophysiologischen Parameter der
“fast fibers’”” analysiert werden.

Diese tierexperimentellen Untersuchungen der “fast fibers™ haben fiir die kli-
nische Ophthalmo-Elektromyographie eine wesentliche praktische Bedeutung, weil
sich beim gegenwirtigen Entwicklungsstand der klinischen elektromyographischen
Untersuchungen uRerer Augenmuskeln die wichtigsten Probleme der Standardi-
sierung, der Ableitungstechnik, der Registrierverfahren und der Interpretation aus
den strukturellen und elektrophysiologischen Besonderheiten der 4ufleren Augen-
muskeln ergeben.

2. Methodik und Versuchsanordnung

Die Untersuchungen wurden nach internationalen Standards der experimentellen
intrazelluliren bzw. transmembranalen elektrophysiologischen Glasmikroelektroden-
technik durchgefiihrt und basieren auf den technischen Angaben von Ling und Gerard
(1943), Fatt und Katz (1951), Jenerick und Gerard (1953), Eakins und Katz (1967)
sowie von Lavalleé, Schanné und Hébert (1969).

2.1. Praparation der dufleren Augenmuskeln

Nach Vorversuchen in vitro wurden die Glasmikroelektroden-Untersuchungenan 12
narkotisierten Kaninchen in vivo durchgefiihrt, durchschnittliches Gewicht 2,5 kg,
Urethannarkose 0,7 g/kg.
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Die Untersuchungen zur elektrophysiologischen Charakterisierung der ‘“fast
fibers” erfolgten an insgesamt 18 duReren Augenmuskeln. Es wurden die elektrophy-
siologischen Parameter von jeweils 50 “fast fibers” bestimmt.

Unter dem Operationsmikroskop erfolgte eine Orbitotomie mit Abtragung der
kranialen und kaudalen kndchernen Orbitabegrenzung. Nach Ersffnung der Binde-
haut wurden die Musculi obliqui superiores sive inferiores mit Glashaken dargestellt
und die zugehdrigen Nerveniste des Nervus trochlearis bzw. des Nervus oculomotorius
prépariert.

2.2. Registrierverfabren

Die Glasmikroelektroden mit einem AuRenspitzendurchmesser unter 1 4, gefiillt mit
3-molarer KCl-Losung, Diffusionspotential gegen 0, Tip-Potential unter 1 mV, Elek-
trodenwiderstand 10—40 Megaohm, wurden mit Hilfe des Mikromanipulators des
stereotaktischen Operationsgerites SESH-2 in eine Muske lfaser vom ““fastfiber-Typ”
eingestochen. Die Elektrostimulation der motorischen Nerven erfolgte mit Rechteck-
impulsen von 0,1 ms Dauer. Die Potentiale wurden iiber folgende MeRkette registriert:
Glasmikroelektrode — Agar/KCl-Briicke — Ag/AgCl-Innenelektrode — NCE-Veérstir-
ker, Typ DISA 14 C 41, in Kombination mit einer indifferenten Elektrode unter Zwi-
schenschaltung einer analogen Agar/KCl-Briicke.

Synchron mit der Stimulierung der motorischen Nerven erfolgte die Triggerung
des Zweistrahl-Oszilloskopes und der Registrierkamera. Zur Dokumentation verwen-
deten wir einen RN-82-Film, 60 mm x 15 m.

Die Zeiteinheit auf dem Oszilloskop wurde konstant gewihlt. Auf der Abszisse
entsprach eine Rastereinheit = 1 ms, auf der Ordinate 25 mV (Opitz und Schulze,
1972 und 1973).

3. Untersuchungsergebnisse

Nach der Auswertung der Filmaufnahmen erfolgte die statistische Analyse der Me&-
ergebnisse.

3.1. Das Muskelfasermembyanrubepotential der “fast fibers”

Unsere Untersuchungen {iber die Muskelfasermembranruhepotentiale der “fast fibers”
erfolgten in 2 Serien:

In einer 1. Serie konnten in 17 Mm. obliqui superiores und in 6 Mm. obliqui
inferiores insgesamt 92 ,,bioelektrische Muskelquerschnitte** mit Glasmikroelektroden
transmembranal registriert werden. In dieser Serie wurden sowohl die Muskelfaser-
membranruhepotentiale der “fast fibers” als auch die der “‘slow fibers” analysiert. —

In einer 2. Serie wurden von 50 “fast fibers”” neben den Muskelfasermembranruhe-
potentialen auch die tibrigen elektrophysiologischen Parameter bestimmt.

In 50 “fast fibers” fanden wir als Mittelwert des Muskelfasermembranruhepoten-
tials ¥ = — 75,0 mV, Standardabweichung s = 6,7 mV, Vertrauensgrenzen fiir 99 %
statistischer Sicherheit — 72,5 mV und — 77,5 mV.
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Abb. 1. Ubersicht iiber die Registrierung der Muskelfasermembranruhepotentiale einer Muskelfaser
des M.obliquus superior, “fast fiber-Typ”. Der Potentialsprung nach Eindringen der Glasmikroelek-
trodenspitze in den Muskelfaserinnenraum vom Bezugspotential ausgehend, erméglicht die Be-
stimmung des Muskelfasermembranruhepotentials, das hier ca, — 70 mV betrigt. Durch exogene
Triggerung der Elektrostimulation des N.trochlearis wurden gleichzeitg die Muskelfaseraktions-
potentiale ausgeldst. Alle Aktionspotentiale haben einen deutlichen ““overshoot” iiber die Nullinie
hinaus von ca. 30 mV.

Durch die Registrierung des Muskelfasermembranruhepotentials und die exogene Evozierung der
“spike-Potentiale” konnen die ‘‘fast fibers” elektrophysiologisch identifiziert werden
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Abb. 2. Graphische Darstellung der Hiufigkeitsverteilung — absolut und prozentual — der Muskel-
fasermembranruhepotentiale von ““fast fibers”’'und *‘slow fibers” in den 4uBeren Augenmuskeln,
Deutlich ist die unterschiedliche Maximaverteilung zu erkennen.
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Abb, 3, Originalkurve eines Muskelfaserakrionspotentials einer “fast fiber” vom M.obliquus
superior abgeleitet in vivo zur Bestimmung der elektrophysiologischen Parameter. Die Potential-
differenz von der oberen Bezugslinie zur Basis des Muskelfaseraktionspotentials entspricht dem
Muskelfasermembranruhepotential von — 75 mV bis — 78 mV.

Die Gesamthdhe des exogen getriggerten Muskelfaseraktionspotentials betrigt ca. 110 mV, kurze
Anstiegszeit, deutlicher “overshoot”, schnelle Repolarisation zum Muskelfasermembranruhepo-
tential, Aktionspotentialdauer ca, 1,1 ms

Die Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber eine Originalregistrierung. Das Muskel-
fasermembranruhepotential ist als Potentialsprung bzw. Potentialdifferenz vom Bezugs-
potential nach Eindringen der Glasmikroelektrode in die Muskelfaser deutlich zu er-
kennen. Gleichzeitig erfolgte zur Identifizierung der Muskelfaser als “‘fast fiber” die
exogene Triggerung der Elektrostimulation des motorischen Nerven.

Die Muskelfaseraktionspotentiale sind als “spike-Potentiale’ ausgehend vom Ruhe-
potential synchron der exogenen Elektrostimulation mit deutlichen “overshoot” zu
erkennen.

Die Abbildung 2 zeigt in graphischer Darstellung die Hiufigkeitsverteilung der
Analyse der Muskelfasermembranruhepotentiale. Deutlich unterscheiden sich die Ma-
xima der Hiufigkeitsverteilungsdiagramme der Muskelfasermembranruhepotentiale der
“fast fibers” von denen der “slow fibers”.

3.2. Muskelfaseraktionpotential der “‘fast fibers”

Wir bestimmten in 50 “fast fibers” die Parameter der Muskelfaseraktionspotentiale

und werteten sie statistisch aus. Die Abbildung 3 zeigt eine Originalregistrierung des
exogen getriggerten Muskelfaseraktionspotentials einer “fast fiber”, Die Grundlinie
entspricht einem Muskelfasermembranruhepotential von ca, 75—78 mV. Die Amplitude
bzw. Hohe des Muskelfaseraktionspotentials betrigt im vorliegenden Falle ca. 110 mV.
Die Aktionspotentialdauer liegt bei ca. 1,1 ms. Die obere Horizontale markiert das
Ausgangs- bzw. das Bezugspotential von 0 mV.
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3.2.1. Die Aktonspotentialhdhe der “fast fibers”

Nach statistischer Auswertung ergab sich der Mittelwert fiir die Aktionspotentialam-
plituden der “fast fibers” x = 102,8 mV, Standardabweichung s = 0,4 mV, Vertrau-
ensgrenzen fiir 99 % statistischer Sicherheit 100 mV und 105,6 mV.

Die Abbildung 4 gibt eine Ubersicht iiber die Hiufigkeitsverteilung des Muskelfaser-
membranruhepotentials, der Aktionspotentialamplitude und der Aktionspotentialdauer
bei “fast fibers”.

3.2.2. Der “overshoot” der Aktionspotentiale der *‘fast fibers”

Nach statistischer Auswertung ermittelten wir in 50 “fast fibers” einen ““overshoot-
Mittelwert” von ¥ = 27,8 mV, Standardabweichung s = 4,1 mV, Vertrauensgrenzen
fiir 99 % statistischer Sicherheit bei 26,3 mV und 29,3 mV.

Bei der Beurteilung des “overshoot” der Muskelfaseraktionspotentiale konnten
wir die Messung von der synchron registrierten Horizontalen des Bezugspotentials
zum Potentialgipfel direkt ausmessen.

3.2.3. Die Anstiegszeit der Aktionspotentiale der ““fast fibers”

Die meRtechnische Auswertung der Anstiegszeit der Aktionspotentiale der ““fast
fibers” war nur nach entsprechender VergréRerung der Fotoregistrierungen mdglich.
Die MeRgenauigkeit hing u.a. von der Fotoregistriertechnik ab (Riidiger, 1969).
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Abb. 4. Graphische Darstellung der MeRwertverteilung der Muskelfasermembranruhepotentiale,
der Hohe der Muskelfaseraktionspotentiale und ihrer Dauer absolut und prozentual bei “fast
fibers”
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Abb. 5. Reizzeitspannungskurve einer Muskelfaser vom “fast fiber-Typ” des M.obliquus superior
in vivo, Nach dem Eindringen der Glasmikroelektrode in die Muskelfaser wurden bei unversinder-
ter Elektrodenlage durch Elektrostimulation des peripheren motorischen N.trochlearis die Muskel-
faseraktionspotentiale registriert, die Rheobase, Chronaxie und die Hauptnutzungszeit bestimmt
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V=775 | Vg=105,6 | v,=29,3 | V=119 | V,=2,08

Abb, 6. Tabellarische Ubersicht der elektrophysiologischen Parameter der ““fast fibers” duRerer
Augenmuskeln, die mit einer Glasmikroelektrodentechnik von duReren Augenmuskeln bei Ka-
ninchen in vivo gewonnen wurden,

Zusammenfassung der statistischen Ergebnisse

Wir bestimmten die Anstiegszeit in ihrem Mittelwert mit ¥ = 0,24 ms, Standard-
abweichung s = 0,5 ms, die Vertrauensgrenzen lagen bei 99 % statistischer Sicherheit
bei 0,22 ms und bei 0,26 ms.
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3.2.4. Die Aktionspotentialdauer der “fast fibers”

Statistisch berechneten wir die Aktionspotentialdauer fiir » = 50. Wir fanden einen
Mittelwert ¥ = 1,14 ms, Standardabweichung s = 0,13 ms bei einem Vertrauensbereich
von 1,09 ms bis 1,19 ms, d.h. die Vertrauensgrenzen lagen fiir 99 % statistischer Sicher-
heit bei 1,09 ms und bei 1,19 ms. Die Aktionspotentialdauer der ‘fast fibers” konnte
bei direkter Fotoregistrierung ausgemessen werden, da eine Rastereinheit auf der Ab-
szisse des Oszilloskopes konstant mit 1 ms als Zeitbasis eingeblendet wurde.

3.3. Reizzeitspannungskurve der “‘fast fibers”

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung der wichtigsten Parameter der “fast
fibers” wurde auch eine Bestimmung der Reizzeit-Spannungskurve der ‘‘fast fibers”
bei transmembranaler Ableitungstechnik erforderlich. Bei der Ableitung der Muskel-
faseraktionspotentiale konnten wir von “fast fibers” in vivo die Reizzeit-Spannungs-
kurven nach dem Eindringen der Glasmikroelektrode in die Muskelfaser bei unveréin-
derter Elektrodenlage registrieren.

— Die Abbildung 5 enthilt die wichtigsten Angaben.

— Die Rheobase betrug durchschnittlich 14 V. Die Chronaxie ermittelten wir mit
0,23 ms. Die Hauptnutzungszeit konnte mit 0,53 ms bestimmt werden.

— Die Abbildung 6 gibt eine Ubersicht iiber die statistische Analyse der elektrophy-
siologischen Parameter der “fast fibers’” duRerer Augenmuskeln von Kaninchen in vivo.
Die Angaben iiber die elektro-mechanische Latenzzeit von “fast fibers” wurden in
diese Ubersicht aufgenommen. Uber die Analyse der elektro-mechanischen Latenzzeit
bei ““fast fibers” berichteten wir 1976 ausfiihrlich.

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die wichtigsten elektrophysiologischen Parameter
der “fast fibers”’ duferer Augenmuskeln von Kaninchen in vivo mit einer standardi-
sierten Glasmikroelektrodentechnik bestimmt. Diese Untersuchungen sind die wesent-
liche Voraussetzung fiir die weitere elektrophysiologische Differenzierung der ver-
schiedenen Muskelfasertypen duRerer Augenmuskeln, die bisher histologisch, histotopo-
chemisch und elektronenmikroskopisch analysiert werden konnten. Die histologischen
und histotopochemischen Untersuchungen u.a. von Cheng und Breinin (1966), Oppel
(1967) Mukuno (1968), Peachey (1969) sowie von Asmussen, Kiessling und Wohlrab
(1971) haben zwar den Nachweis morphologisch differenzierter Muskelzelltypen im
Muskelquerschnitt erbringen kdnnen, jedoch fehlte bisher in der uns erreichbaren Li-
teratur eine umfassende Analyse der wichtigsten elektrophysiologischen Parameter der
“fast fibers”.

Untersuchungsergebnisse iiber die Muskelfasermembranruhepotentiale dulerer
Augenmuskeln liegen von Hess und Pilar (196 3), Matyushkin (1964), Bach-y-Rita und
Ito (1966), von Breinin (1971) und von Matyushkin (1972) vor.

Nach Hess und Pilar (1963) betragen die Muskelfasermembranruhepotentiale der
“fast fibers” — 50 mV bis — 80 mV. Bach-y-Rita und Ito (1966) nennen als Mittelwert
— 82,7 mV und Matyushkin (1972) legt sich auf —70,4 mV + 4 mV fest.
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Bei unseren Bestimmungen der Muskelfasermembranruhepotentiale von 400 “fast
fibers” in einer ersten Serie und 50 ‘““fast fibers” in einer zweiten Serie errechneten wir
einen Mittelwert X = — 74,8 mV, Standardabweichung s = 6,9 mV, Vertrauensgrenzen
73,9 mV und — 75,7 mV.

Fir die- Analyse der Muskelfaseraktionspotentiale fanden wir bei Hess und Pilar
(1963), Bach-y-Rita und Ito (1966), Breinin (1971) und Matyushkin (1972) im wesentli-
chen nur Angaben iiber die Aktionspotentialamplitude und die Aktionspotentialdauer
ohne Angaben der Hiufigkeitsverteilung der MeRwerte und der Vertrauensbereiche.

Die in Abbildung 5 zusammengefaRten Angaben iiber die Aktionspotentialamplituden,
die Aktionspotentialdauer und den “‘overshoot” konnten von uns statistisch gesichert
und mit den entsprechenden Vertrauensgrenzen bestimmt werden. AuRerdem trugen wir
durch die Messung der Anstiegszeit der Muskelfaseraktionspotentiale zur Erweiterung
der Kenntnisse zur elektrophysiologischen Charakterisierung der Muskelfaseraktionspo-
tentialparameter bei.

Die Registrierung der Reizzeit-Spannungskurve der ““fast fibers” vervollstindigt
unsere Analyse der elektrophysiologischen Parameter der ‘‘fast fibers”.

Vergleichbare Ergebnisse anderer Autoren iiber intrazellulire Bestimmungen der
Reizzeit-Spannungskurve konnten wir nicht ermitteln.

In die tabellarische Ubersicht {iber die elektrophysiologischen Parameter der “fast
fibers”” haben wir auch die Angaben tiber die elektromechanische Latenzzeit aufgenom-
men, iiber die wir an anderer Stelle (Schulze, 1975) berichteten.

Die Bedeutung der vorgelegten Untersuchung kann man in folgenden Punkten zu-
sammenfassen:

Bedeutung fiir die Grundlagenforschung iiber die Okulomotorik

1. Durch die umfassende Analyse der elektrophysiologischen Parameter der “fast
fibers” konnte dieser Muskelfasertyp, der die schnellen Augenbewegungen bewirke,
elektrophysiologisch genau charakterisiert werden.

2. Durch diese Untersuchungen wurden unsere Kenntnisse iiber die elektrophysiologi-
schen Eigenschaften der Muskelfasern mit Fibrillenstruktur, die sich mit Muskelquer-
schnitt vorwiegend zentral lokalisieren, deren Myofibrillen eindeutig markiert und ab-
gegrenzt sind, die ein ausgeprigtes sarkoplasmatisches Retikulum und ein verzweigtes
System transversaler Tubuli besitzen, wesentlich erweitert.

3. Diese Bestimmungen der elektrophysiologischen Parameter der “‘fast fibers” duBerer
Augenmuskeln bilden die Grundlage fiir fortfilhrende Untersuchungen iiber die elektro-
physiologischen Parameter der “slow fibers”, die nach morphologischen Untersuchun-
gen im Muskelquerschnitt eine typische Felderstruktur aufweisen, vorwiegend peripher
lokalisiert sind, eine irregulire Demarkation der Myofibrillen haben, deren sarkoplasma-
tisches Retikulum #uRerst spirlich ist und die fiir die langsamen Augenbewegungen
verantwortlich gemacht werden.

4. Die vorgelegten Untersuchungen schaffen auch eine wesentliche Voraussetzung fiir
die Uberprifung der Dualititstheorie der Okulomotorik aus elektrophysiologischer Sicht.
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Bedeutung fiir die klinische Opbthalmo-Elektromyographie

Fiir die klinische Ophthalmo-Elektromyographie sind folgende Riickschliisse moglich:
1. In der klinischen Ophthalmo-Elektromyographie beeiflussen die Ableitungsbedin-
gungen mit verschiedenen EMG-Elektroden und die Registriertechnik wesentlich die
Untersuchungsbefunde. Aussagen iiber die Muskelfasermembranruhepotentiale, die
Muskelfaseraktionspotentiale einzelner Muskelfasern sind nur durch eine intrazellulire
Glasmikroelektrodentechnik bei transmembranalen Ableitungsverfahren méglich.

Bei allen Protokollen und Mitteilungen sind die verwendeten Elektroden und die
Ableitungsbedingungen mit den entsprechenden Markierungen der Zeitbasis und der
PotentialhShe anzugeben.

2. In der klinischen Ophthalmo-Elektromyographie werden bei einer extrafibrilliren
Ableitungstechnik nur vektoriell summierte Potentialdifferenzen registriert. Daher wird
in der klinischen EMG-Analyse das Aktionspotential einer ganzen motorischen Einheit
registriert. Selbst ein Einzelpotential, registriert mit einer koaxialen Nadelelektrode,
ist die vektorielle Summe aller Muskelfasermembranaktionspotentiale der zu dieser
motorischen Einheit gehdrenden, nahezu synchron innervierten und damit depolari-
sierten Muskelfasern.

3. Bei der klinischen extrazelluliren Ableitungstechnik mit koaxialen Nadelelektroden,
die einen AuRendurchmesser von ca. 400 4 haben, kénnen wir nur 2—10 % der Po-
tentialdifferenzen der Aktionspotentiale registrieren, die wir mit einer intrafibrilliren
Ableitungstechnik transmembranal nach Einfiihrung der Glasmikroelektroden mit
einem AuBendurchmesser von 1 u in eine Muskelfaser nachweisen konnen.

Diese Differenz resultiert einerseits aus der vektoriellen Summation der Potentiale
der einzelnen Muskelfasern, andererseits wird die Potentiath6he in der klinischen
Ophthalmo-Elektromyographie durch den elektrotonischen Abfall bedingt, da die
registrierte Potentialdifferenz auch mit dem Abstand der Ableitungselektrode von der
aktivierten, innervierten motorischen Einheit abnimmt.

4. Schlugfolgerungen ergeben sich auch in der Nomenklatur der klinischen Ophthalmo-
Elektromyographie. Der Begriff ,,Ruhepotential ist im elektrophysiologischen Bereich
als transmembranales Muskelfasermembranpotential genau definiert und sollte in der
klinischen Nomenklatur nicht verwendet werden.
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