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It is apparent from the findings presented here that
colorimetric methods based on iodine adsorption cannot
always be used for the quantitative determination of
glycogen in liver, Certain difficulties encountered with
the use of the iodine color method have already been
pointed out by Morrisl. He found that temperature,
salt concentration, and source of “‘standard’ glycogen
are critical factors, and stressed the point that standard
samples of glycogen should be isolated from the same
tissue as that under investigation. But, as shown in the
present study, the colorimetric method is further
limited by the fact that the physical characteristics of
the glycogen responsible for the color intensity of the
iodine-glycogen complex are extremely sensitive to the
physiological state of the animal. Thus, valid measure-
ments of tissuc glycogen cannot be made by the iodine

method when a rapid deposition of the polysaccharide

has taken place.
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Zusammenfassung

Es wird fiir die Bestimmung des Leberglykogens eine
Jod-Adsorptionsmethode mit der iiblichen Hydrolyse
zu Glukose verglichen. Fiir normale und unbehandelte
diabetische Ratten zeigen die Glykogenwerte mit beiden
Methoden gute Ubereinstimmung. Dagegen ist die Farb-
intensitit je Gewichtseinheit des Jod-Glykogen-Kom-
plexes bei insulinbehandelten diabetischen Ratten
cbenso wic bei fastenden glukosegefiitterten Ratten
wesentlich grésser als bei normalen Tieren. Daraus ldsst
sich schliessen, dass frisch gebildetes Glykogen eine
erh6hte Jod-Adsorptionsfdhigkeit besitzt. Qualitativ
erfihrt die Farbe des Jod-Glykogen-Komplexes unter
den verschiedenen Bedingungen keine Veridnderung.

1 D. L. Morrrs, J. Biol. Chem. 166, 199 (1946).

STUDIORUM PROGRESSUS

Die Dehnbarkeit des Skelett- unleerzmuskels
der Schildkréte wihrend der Latenzzeit

Von H. Rercxer und A. BLeicuert 1, Miinchen

Die ersten Elastizititsuntersuchungen am Muskel
wahrend der sogenannten Latenzzeit (das heisst der
Zecit, die vom Augenblick des Reizes bis zum ersten
eben nachweisbaren Anstieg der Spannung iiber die
Ausgangsspannung verstreicht) sind von Hirr? durch-
gefiihrt worden. Wenn der Muskel schnellen Dehnungen
um etwa 109, seiner Lange unterzogen wird, dann steigt
noch wihrend der Latenzzeit die Spannung des gerciz-
ten Muskels stirker an als die des ruhenden, nicht ge-
reizten Muskels., Aus diesem Befund schliesst Hirr, dass
das kontraktile Material infolge des Reizes weniger
dehnbar werde, und zwar schon zu einem Zeitpunkt, in
dem die Verkiirzung der kontraktilen Elemecente nach
aussen noch nicht manifest werde. BucrrrAL und
Rosexnrarck® haben an Einzelfasern in isotonischer

1 Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Miinchen.

2 A.V.Hiw, Proc. roy. Soc. [B] 137, 320 (1950); 138, 339 (1951);
138, 329 (1951).

3 F. BucHTHAL und P. RosENFALCK, Absir. Comununic. XIX
Internat. Physiol. Congr. Montreal 1953, 244,
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Anordnung durch periodische Anderung der Last gleich-
falls die Elastizitdt wihrend der Latenzzeit untersucht
und wie HiLL eine Abnahme der Dehnbarkeit vor Be-
ginn der Kontraktion gefunden. Auch dic Messungen
der Torsionselastizitit durch StExy Kwubpsen! haben
dasselbe Resultat ergeben, obwohl natirlich ein Riick-
schluss aus diesen Befunden auf das Verhalten der
Lingselastizitit nicht ohne weiteres moglich erscheint.

Nach unseren eigenen experimentellen Erfahrungen
kommt es bei den Untersuchungen der Dehnbarkeit auf
den mechanischen Ausgangszustand an, in dem sich der
Muskel vor dem Versuch befindet. In der Arbeit von
BucHTHAL und RosinrFarck? fehlen dariiber nidhere
Angaben. Die Befunde von Hirr sind an Muskeln er-
hoben worden, deren Ausgangslange wesentlich kleiner
als ihre Ausgangslinge i# situ ist. Unter diesen Be-
dingungen tufen aufeinanderfolgende Dehnungen auch
am ruhenden Muskel verschieden steile Spannungs-
anstiege hervor, Im nicht vorgedehnten Zustand hat der
Muskel plastische Eigenschaften; seine Strukturen wer-
den daher bei starken Dehnungen nicht nur elastisch
beansprucht, sondern auch in ihrem Gefiige und in
ihrer Anordnung gedndert (Rercuer?). Solche plastischen
Nebeneffekte erschweren eine eindeutige Aussage iiber
das elastische Verhalten des Muskels erheblich. Bei der
grundsitzlichen Bedeutung der Hillschen Befunde
(s. WEBER und PorTzEHLY) halten wir es fiir notwendig,
die Elastizitdtsuntersuchungen wihrend der Latenzzeit
mit ciner Methode zu wiederholen, die plastische Neben-
effekte ausschliesst.

Methodik. Wir haben uns einer frither beschriebenen
Methode (PrEPER, REICHEL und WETTERER?) bedient,
mit der dem Muskel nach dem zum ersten Mal von
Bucureal und Kaiser® angegebenen Prinzip sinus-
formige ILangendnderungen hoher Frequenz auige-
zwungen werden. Die resultierenden Spannungsamplitu-
den sind dann ein Mass fiir dic Steifhceit des Muskels oder
fiir den reziproken Wert seiner Dehnbarkeit. Die be-
nutzten Lingendnderungen sind relativ klein (1-4 9 der
sogenannten «Standardldnge», die der Muskel in sifu
einnimmt, s. HiLL?). Als Ausgangsspannung wird in den
meisten Fillen eine Spannung gewdhlt, die weniger als
19, der isometrischen Gesamtspannung im Gipfel der
Einzelzuckung betrigt. Der Spannungsbereich, in dem
die durch die Lingenanderungen hervorgerufenen
Spannungsamplituden sich bewegen, ist daher sehr
klein; das Minimum der Spannungsamplituden liegt
gewdhnlich bei Null. Dadurch wird dic Moglichkeit aus-
geschlossen, dass nicht nur die kontraktilen Ketten,
sondern auch etwaige parallel zu ithnen liegende Struk-
turen elastisch mitbeansprucht werden (iiber dic Frage
des sogenannten parallel elastischen Elements siehe im
iibrigen REICHEL®). Die Wahl einer niedrigen Aus-
gangsspannung bei kleinen Lingeninderungen bietet
ausserdem den Vorteil, dass die plastischen Neben-
effekte unbedeutend sind. Einzelne Versuche sind
auch bei hoheren Ausgangsspannungen durchgefiihrt
worden. Soweit in diesen Versuchen plastische Effekte
vorhanden sind, werden sie einige Zeit nach Ein-

1 0. sven Kxubnsew, Acta physiol. scand. 28, Suppl. 104 {1953).

2 F. Bucnruar and P. Rosenrarck, Abstr. Communic. XIX.
Internat. Physiol. Congr. Montreal 7953, 244.

3 H. Reicuer, Erg. Physiol. 47, 469 (1953},

4 H. H. Weser und H. Porrzeni, Erg. Physiol. 47, 369 (1953).

5 H. Pierer, H. Rricuer und E. WETTERER, Z. Biol. 194, 469
(1951).

S F. BucutHAL und E. KA1skRr, Acta physiol. scand. {Stockholm)
&, 38 (1944).

7 A.V.HiLL, Proc. roy. Soc. [13] 137, 320 (1950); 138, 339 (19851).

8 H. ReicuEiL, Erg. Physiol. 47, 469 (1953).
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schalten des Motors, der die sinusformigen Lingen-
anderungen erzeugt, an eincm langsamen Abfall der
Spannungsamplituden erkannt., Inncrhalb einiger Mi-
nuten stellen sich aber die Amplituden der Spannungs-
inderungen regelmissig auf cinen konstanten Endwert
€.

Als Versuchsobjckte werden der M. scapuloante-
brachii und der Herzstreifen der Schildkrote (festudo
Graeca) benutzt, die vor anderen Priaparaten den Vorteil
ciner langen Kontraktionsdaner und ciner entsprechen-
den langen Latenzzeit haben. Durch Abkiihlung auf
0-5°C wird die Latenzzeit zusitzlich so verlangert (bis
auf 100 ms beim Skelettmuskel und bis auf 500 ms beim
Herzmuskel), dass bei geniigend hoher Frequenz der
sinusformigen Lidngenidnderungen (20-80 Hz) wenig-
stens 3 Spannungsamplituden in die Zeitspanne zwi-
schen Reiz und Beginn der isometrischen Kontraktions-
kurve fallen. Die Objekte werden in von Sauerstoff
durchperlter, gepufferter Losung nach BARKAN, BROEM-
ser und HaaN! mit Glukosczusatz gehalten. Unter
dicsen Bedingungen bleiben die Muskeln iiber Stunden
voll funktionsfdhig.

Die Einspannung der Objekte ist dieselbe wie in
fritheren Arbeiten. Der Skelettmuskel wird mit Seiden-
faden zwischen Lingen- und Spannungshebel kurz an-
gebunden. Die Dehnbarkeit des Seidenfadens geht zwar
in die Messungen als Fehler ein, ist aber relativ zu der
des Muskels sehr gering und spielt fiir die Vergleichs-
messungen keine Rolle. Der Herzstreifen wird als Ring
aus dem Ventrikel der Schildkrote ausgeschnitten;
durch den Ring werden zwei Leukoritréllchen gescho-
ben, von denen das eine unmittelbar am Lingenhebel
befestigt, das andere mit Drahtbiigel am Spannungs-
hebel cingchéngt wird.

Als Reizelektroden werden Silberblechstreifen be-
nutzt, die den Objekten tiber die ganze Linge anliegen.
Dadurch wird eine gleichzeitige Erregung der ganzen
Muskellinge gewidhrleistet. Bei den Skelettmuskel-
versuchen liegt das Objekt zwischen zwei Silberblech-
streifen, von denen der eine als Kathode, der anderc als
Anode geschaltet ist. Bei den Herzmuskelversuchen
sind beide Blechstreifen Kathoden, wihrend als Anoden
zwei Silberdrihte dienen, dic in den beiden Leukorit-
rélichen eingelassen singd. Der Reiz besteht in einer Kon-
densatorentladung (Spitzenpotential 5 V). Die Reiz-
auslésung erfolgt automatisch nach Offnung des Kymo-
verschlusses bei einer bestimmten Stellung der Kymo-
graphiontrommel.

Bei jedem Einzelversuch wird cine isometrische Kon-
traktion mit und ohne aufgesetzte Spannungsdnderun-
gen auf ein und demselben Filmstreifen registriert. Als
Beginn der Latenzzeit wird der Reizeinbruch, als ihr
Ende der crste eben messbare Anstieg der isometrischen
Kontraktionskurve chne aufgesetzte Spannungsinde-
rungen markiert. Zur Bestimmung dieses Zeitpunktes
wird ecine Glasplatte mit eingraviertem Millimeternctz
an die gleichzeitig registrierte Nullinic angelegt. Auf die-
selbe Weise werden Spannungsamplituden vor, wih-
rend und nach der Latenzzeit ausgemessen. Der Fehler
der Latenzzeitbestimmung ist im Durchschnitt nicht
grosser als -+ 59%; die maximale Fehlerbreite der
Spannungsmessung betrigt 59%. Die zur Spannungs-
messung verwandten Blattfedern haben Eigenschwin-
gungszahlen von 500 bis 900 Hz, die Empfindlichkeit ist
3,5 cm Ausschlag fir 10 g. Bei dieser Empfindlichkeit
lisst die Anordnung eine geringe Verkiirzung des
Muskels um maximal 0,259% seincr Gesamtlinge zu;
insofern sind also die Bedingungen nicht rein isometrisch,

1 G. BARKAN, Pu. Broemser und A. Hann, Z. Biol. 74, 1 (1922).
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Wahrend eines jeden Einzelversuches ist auf strenge
Temperaturkonstanz der Badefliissigkeit geachtet wor-
den. Im ganzen sind 5 Versuche am Skelettmuskel mit
etwa 60 auswertbaren Einzelaufnahmen und 3 Versuche
am Herzmuskel mit etwa 40 auswertbaren Einzelauf-
nahmen durchgefiihrt worden.
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Abb. 1. Originalkurve. Skelettmuskel der Schildkréte. Von oben nach

unten: I Zeitmarke (1/100s), 2 Linge (A7 = 0,209 muu = 0,7% g},

3 Spannung mit aufgezwungener Lingeniinderung, ¢ Spannung

ohne Lingendnderung, § Nullinie. Die Latenzzeit ist durch die beiden

senkrechten Striche angegeben. Dehnungsfrequenz 37 Hz, [y == 30 mm,
Latenzzeit = 7,7 ms, Temperatur 0,2°C.

Ergebnisse. Abbildung 1 zeigt cine typische Aufnahme,
die am Skelettmuskel gewonnen worden ist. Einzel-
heiten sind aus der Legende zu ersehen. Dic Spannungs-
amplituden bleiben durch die ganze Latenzzeit diescl-
ben. Auch am zeitlichen Ablauf der Spannungsénderi\n
gen sind keine Unterschiede zu erkennen. Im Augen-
blick, in dem die Kontraktionskurve sich liber ihr Aus-
gangsniveau erhebt, steigen auch dic Spannungsampli-
tuden steil an.
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Abb. 2. Auswertung eines Versuches am Skelettmuskel. Ausgangs-
spannungi m Dehnungsminimum = 0-4,6 g, Dehnungsfrequenz 9-53
Hz, Langeninderung 0,209-0,604 mm = 0,7-2,019%, {,, Standard-
linge I, = 30 mm, Temperatur = 0,5-2,5°C. Latenzzeit 62-130 ms.

Abbildung 2 zeigt das Ergebnis der Aufnahmen eines
ganzen Versuches bei verschiedener Temperatur, Aus-
gangsspannung und Frequenz der Lingenidnderungen.
Aus dieser Abbildung geht hervor, dass auch unter den
verschiedensten Bedingungen die Steifheitswerte (als
Prozent der Spannungsamplitude in ruhendem Zustand
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angegeben) erst nach Abklingen der Latenzzeit sich
deutlich {iber die 100-Prozent-Marke erheben. Einige
Punkte liegen bereits vor Beginn der Kontraktion iiber
dem Ruhewert. Die Abweichungen sind aber so gering
(maximal 69%,), dass sie nicht als Anderungen der Dehn-
barkeit gewertet werden kdnnen.
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Abb. 3. Originalkurve. Herzmuskel der Schildkréte. Reihenfolge der

Kurven wie in Abbildung 1. Lingeninderung 4! = 0,604 mm =

2,1% Iy, Ausgangslinge des Ringcs bei der Spannung 0 #; = 22 mm,

Dehnungsfrequenz = 44,7 He, Temperatur 5,8°C, Latenzzeit 295 ms,
Zeitmarke: Vg s.

Abbildung 3 zeigt das entsprechende Verhalten des
Herzmuskels. Auch hier bleibt das Band der Spannungs-
amplituden iiber die Dauer der Latenzzeit unverdndert.
Eine Auswertung der Aufnahme wie in Abbildung 2
ergibt denselben Kurvenverlauf.

Diskussion. Die Befunde zeigen eindcutig, dass sich
die dynamische Dehnbarkeit wihrend der Latenzzeit
nicht dndert. Unsere Ergebnisse widersprechen zunéchst
den von HILL! mit seiner « Quick stretch»-Methode er-
hobenen Befunden. Der Widerspruch erkldrt sich aber
zwanglos aus den verschiedenen Versuchsbedingungen.
Wie in der Einleitung bereits erdrtert wurde, schliesst
die von Hiir! angewandte Technik und die besondere
Vorbehandlung des Muskels (isotonische Vorverkiir-
zung auf Lingen, die weit unter der Standardlinge
liegen) nicht das Auftreten plastischer Effekte aus, die
den Verlauf der Spannungskurve bei einer plétzlichen
Dehnung entscheidend beeinflussen konnen. Dafiir
spricht auch der zur Zeitabszisse konkav gckriimmte
Verlauf der Hillschen Spannungskurven bei anndhernd
linearer Geschwindigkeit der Dehnung. Bet einer Deh-
nung, die nur die elastischen Strukturen ohne plastische
Nebeneffekte beanspruchen wiirde, wire eine Span-
nungskurve zu erwarten, die wie iiblich nach der Lin-
gen- oder hier nach der Zeitabszisse konvex verlduft.

Hirr! nimmt an, dass die Elastizitit des ruhenden
Muskels vorwiegend oder ausschliesslich von parallel
elastischen Strukturen getragen werde (siche hierzu
REeICHEL?); deswegen sei die Elastizitit des erregten

1 AV.Hri, Proc. roy. Sec.[B] 737, 320 (1950); 138, 339 (1951).
2 H. ReicHEL, Erg. Physiol. 47, 469 (1958),
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Muskels wihrend der Latenzzeit nur dann zu erfassen,
wenn die parallel elastischen Elemente nicht ins Spicl
kommen, also nur bei Lingen, die unterhalb der Stan-
dardlange liegen. Wir haben aus dicsemn Grunde in vielen
Versuchen Spannungen angewendet, die nur wenig oder
gar nicht von Null abwichen. Wir haben ferner in der
Mehrzahl der Versuche die Lingendnderungen so klein
gewdhlt, dass die Maxima der Spannungsamplituden
nur wenige Prozent der isometrischen Gesamtspannung
ausmachen. In diesem Spannungsbereich ist ein nennens-
werter Anteil der parallel elastischen Elemente auch
nach den Angaben von Hirr unwahrscheinlich. Bei ho-
heren Spannungen wiére unter der Annahme der Richtig-
keit der Hillschen Anschauungen® eine Addition der
Spannung des parallel elastischen und des in der Latenz-
zeit bereits beanspruchten Serienelementes zu erwarten.
Das hitte zwangsliufig eine Uberhdhung der Span-
nungsamplitude iiber den Ruhewert in unseren Ver-
suchen zur Folge.

Nach Hirr® soll das kontraktile Material sich in Ruhe
in einem nahczu plastischen Zustand befinden, wihrend
die elastischen Serienelemente schlaff und elastisch kaum
beansprucht seien. Die isometrische Kontraktion ktnne
daher erst dann nach aussen manifest werden, wenn die
kontraktilen Elemente die elastischen Serienelemente
so weit vorgedehnt haben, dass sie in der Lage sind,
messbare elastische Krifte zu entwickeln. Die Wirkung
einer starken Dehnung wihrend der Latenzzcit bestehe
nun gerade darin, dass sie die elastischen Elemente vor-
zeitig dehne und daher noch vor Beginn der normalen
isometrischen Kontraktionskurve zu einem Anstieg der
Spannung {iber den Ruhewert filhre. Man koénnte daher
gegen unsere Versuche einwenden, dass die von uns be-
nutzten Lédngendnderungen zu klein sind um den von
Hirr? angenommenen Effekt sichtbar zu machen. Eine
einfache Uberschlagsrechnung zeigt aber, dass dies nicht
der Fall ist: die maximal isotonische Verkiirzungs-
geschwindigkeit des Froschskelettmuskels (M. sartorius)
betrdgt nach HuLL! 2,0 {;/s ({; = Standardlidnge). Der
Schildkrétenmuskel ist etwa achtmal langsamer als der
Sartorius des Frosches. Das ergibt fiir einen Muskel von
30 mm Standardlinge eine maximale Geschwindigkeit
der Verkiirzung von 7,5 mm/s. Unter der extremen An-
nahme, dass die kontraktilen Elemente bereits im Be-
ginn der Latenzzeit sich mit dieser Maximalgeschwin-
digkeit verkiirzen, wiirde nach einer Latenzzeit von etwa
90 ms die Verkiirzung des kontraktilen Elementes bzw.
die Dehnung des Serienelementes 0,68 mm betragen. Die
voun uns benutzten Lidngeninderungen betragen bis zu
1,15 mm; sie miissten also ausreichen, einen nach aussen
sichtbaren Spannungsanstieg liber den Ruhewert wih-
rend der Latenzzeit hervorzurufen. Eine analoge Be-
rechnung fiir den Herzmuskel fithrt zu demselben
Ergebnis.

Summary

By means of a method permitting the continuocus
measurement of the dynamic stiffness of elastic strue-
tures, it was shown on the skeletal and heart muscle of
the tortoise that during the latent period the elasticity
remains unchanged in relation to the resting value.

1 A. V. Hui, Proc, roy. Soc. [B] 138, 339 (1951).
2 A. V. Hiww, Proc. roy. Soc. [B] 187, 320 (1950); 138, 339 (1951).



