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Fig. 10. Same reaction as Figure 7, but with Nitro-BT as an electron 
acceptor. Diffuse staining of cytoplasm, except fat vacuoles. Note 

staining of basement membrane. X 1~250. 
Fig. I 1. fl-Hydroxybutyrate dehydrogenase reaction using Nitro-BT. 
Incubation for 30 rain results in crystallisation of uniformly deposited 

diformazan, mainly in the vicinity of fat vacuoles. × 1000. 
Fig. 12. Formazan staining of protein absorption droplets in prox- 
imal tubular cells of rat kidney (18 h after intraperitoneal injection 
of ovalbumin). DPNH-diaphorase reaction On formalin-fixed tissue, 

using Nitro-BT. × 3000. 
Fig. 13. Serial section to Figure 12. In contrast to other cytoplasmic 
sites, protein droplets are not stained by DPNH-diaphorase reaction 

when MTT-Co is used as an electron-acceptor, x 3000. 
Fig. 14. Strong non-enzymic staining of myetinated nerve in rat 

pelvic muscle by reduction of adsorbed Nitro-BT. x 380. 
Fig. 15. Diformazan staining of ganglionic cell and neuropil by non- 
enzymic reduction of adsorbed Nitro-BT. Formalin-fixed section of 

rat cerebral cortex. × 380. 
Fig. 16. Diformazan staining of fragmented mitochondrial and 
membrane structures in a 2 [x cryostat section. Non-enzymic reduction 

of adsorbed Nitro-BT. × 2450. 
Fig. 17. Serial section to Figure 16. Filamentous mitochondrial 
structures stained by Solochrome Cyanine R after postehroming by 

the Elftman procedure, x 2450. 

Model  e x p e r i m e n t s  w i th  var ious  lipid f rac t ions  po in t  to  
a m u l t i t u d e  of t issue c o m p o n e n t s  which  m a y  be responsib le  
for adso rb ing  te t razo le  and  it seems diff icul t  to  ascr ibe  
th i s  p r o p e r t y  to  a single chemica l  s t ruc ture .  I t  m a y  be 
s igni f icant  t h a t  all l ipids which  were  shown  to  be capab le  
of b ind ing  N i t r o - B T  con ta in  u n s a t u r a t e d  radicals .  The  
compos i t ion  of m i tochondr i a l  l ipids is complex .  E x t r a c t s  
of l iver  m i t o c h o n d r i a  for ins tance ,  con ta in  cholesterol ,  
sph ingomye l in ,  lec i th in  and  cepha l in  bes ides  a large, un-  
d e t e r m i n e d  f rac t ion  con ta in ing  var ious  l ipid-soluble  v i ta -  
mins*L A grea t  d i f f icul ty  is encoun te r ed  in t h e  p ro found  
a l t e ra t ion  which  l ipopro te in  s t ruc tu r e s  unde rgo  in f ix ing 
a n d  in t h e  p r e p a r a t i o n  of f rozen - thawed  sect ions.  The  
s t a t u s  of l ip id-pro te in  in te rac t ion  u n d e r  such  cond i t ions  is 
v i r tua l ly  unknown .  We  were unable  to  abol ish  t h e  ad-  
so rp t ion  of Nitro-I3T to  sect ions  prev ious ly  sub jec t ed  to  
e x t r a c t i o n  p rocedures  for phosphol ip ids  1. 

His tological ly ,  s u b s t a n t i v e  te t razoles  are adso rbed  by  
m e m b r a n o u s  l ipopro te ins  s t ruc tures .  I t  is possible  t h a t  t he  
s t rong ly  s u b s t a n t i v e  Ni t ro -BT forms a surface layer,  the  
whole  of which  m a y  be un i fo rmly  reduced  along a g iven 
s t ruc tu re  regardless  of t he  si te of the init ial  po t en t i a l  
difference.  F o r m a z a n  s ta in ing  of s t ruc tures ,  a d j a c e n t  to  
po in t s  of h igh  r educ ta se  ac t iv i ty  m a y  be thus  expla ined .  
In  par t icu lar ,  th i s  m a y  expla in  t he  s t a in ing  of s t ruc tu re s  
like myel in  which  consis t  of mul t i - l ayered  l ipopro te in  
c o m p o n e n t s  2.. E n z y m i c  s ta in ing  of whole  m y e l i n a t e d  
ne rve  f ibres by  N i t r o - B T  in h ighly  ac t ive  muscle  23 and  
sp ina l  cord  z4 sec t ions  is l ikely to  be an ar t i fac t .  

A p a t t e r n  bas ical ly  d i f f e ren t  f rom t h a t  o b t a i n e d  by  
us ing s u b s t a n t i v e  t e t r azo les  is fo rmed by  enzymica l ly  
r educed  MTT-Co. This  pa r t i cu l a t e  f o rmazan  does  n o t  s t a in  
a n y  s t r u c t u r e  per se b u t  appea r s  to  revea l  t h e  d i s t r i bu t ion  
of h igh ly  ac t ive  e l ec t ron -dona t ing  sites.  Since fo rmaza n  
p r o d u c t i o n  has  been  s h o w n  to  be a ea sumre  of specific 
a c t i v i t y  of e n z y m e  par t ic les  n i t  can  be  a s sumed  t h a t  dye  
p roduced  a t  ind iv idua l  in t race l lu lar  s i tes  ref lects  t he  
specific a c t i v i t y  of these  areas.  The  pa r t i cu la te  s t ruc tu ra l  
e l emen t  responsib le  for enzymic  t e t r azo l ium reduc t ion  
can be b o t h  mi tochondr i a l  and  microsomal .  A l t e rna t ive ly  
i t  m a y  no t  even  be long to  a morphologica l ly  def ined  
en t i ty ,  as in t he  case of bac te r ia l  cy top l a sm 25. The iden-  
t ical  appea rance  of t he  pa r t i cu la te  formazan,  w h e t h e r  
p roduced  by  suspens ions  of submi tochondr i a l  f ract ions  or 
b y  microsomes,  p rovides  a reason for our  prev ious  failure 
to  d e m o n s t r a t e  e x t r a m i tochond r i a l  t e t r azo l ium reduc-  
tase  5,6. I t  is ev ident ,  therefore ,  t h a t  a dot- l ike  fo rmazan  

p a t t e r n  can  no longer  be cons idered  to  be due to  mito- 
chondr ia l  ac t iv i ty  only.  In  t h e  an imal  cell, however ,  
m i tochondr i a l  ac t iv i ty  can  be sepa ra t ed  by  using reac t ions  
for e n z y m e s  which  are  f i rmly s t ruc tu ra l ly  b o u n d  to  mi to-  
chondr ia ,  n a me l y  succinic,  f l -hydroxybu ty r i c  and  0~-gly- 
c e r o p h o s p h a t e  dehydrogenase .  

I n  e n z y m e  h i s tochemis t ry ,  one of whose  a ims  is to  
charac te r i se  in t race l lu lar  d i s t r ibu t ion  of ac t iv i ty ,  i t  
seems h igh ly  des i rable  to  use n o n - s u b s t a n t i v e  ind ica to r s  
or s u b s t r a t e s  g iving rise to  n o n - s u b s t a n t i v e  p r o d u c t s  
which,  by  m e a n s  of ef f ic ient  c a p t u r e  react ions ,  can  reveal  
s i tes  of e n z y mi c  a c t i v i t y  w i t h o u t  morpholog ica l  bias in- 
duced  by  s u b s t a n t i v i t y .  

Zusammen/assung. Es  w u r d e n  s u b s t a n t i v e  E igenschaf -  
ten  ve r sch iedener  Mono-  und  Di te t razo l iumsalze  gegen-  
fiber G e w e b e b e s t a n d t e i l e n  im Schn i t t p r / i pa ra t  un te r -  
sucht .  Di te t razole  w e r d e n  im a l lgemeinen st i i rker  v o m  
Gewebe adsorb ie r t  als Monote t razo le .  A u s n a h m e n  bi lden 
Monote t razole  mi t  po la ren  S u b s t i t u e n t e n  oder  Azobenzol-  
Re s t e n  in 3-Stellung. Di te t razo le  mi t  e l ek t ronega t iven  
G r u p p e n  in 2-Stel lung w e r d e n  s t a rk  yon  L ipopro te in -  
S t r u k t u r e n  adsorb ie r t  und  zeigen in Mode l l expe r imen ten  
Subs tan t iv i t i i t  ffir unges~tttigte Lipoide.  An ve r sch iedenen  
Beispielen wird die B e d e u t u n g  s u b s t a n t i v e r  Tet razol -  
E igenscha f t en  fiir die Loka l i sa t ion  von  Dehydrogenase -  
aktivit~it im S c h n i t t p r ~ p a r a t  dargelegt .  Die Loka l i sa t ion  
e n z y m a t i s c h  gebi lde ten  F o r m a z a n s  ist  im Falle  von  sub-  
s t a n t i v e m  Tet razo l  ein Ausdruck  fiir die  A d s o r p t i o n  der  
F a r b s t o f f v o r s t u f e  an b e s t i m m t e  G e w e b e k o m p o n e n t e n .  
I m  Fal le  von  n i c h t s u b s t a n t i v e m  Monote t razo l  b e s t e h t  die 
M6gl ichkei t  zur  B e s t i m m u n g  yon Of t en  intrazellul~trer 
E n z y m a k t i v i t / i t  ohne  unspezif ische Anf~rbung  von  Ge- 
websbes t and te i l en .  Die B e d e u t u n g  der  s t a rk  v o n e i n a n d e r  
abwe ichenden  E igenscha f t en  von  in der  H i s tochemie  ge- 
br i tuchl ichen Te t razo l iumsa lzen  ffir die Dars te l lung  in t r a -  
und  e x t r a m i t o c h o n d r i a l e r  Ak t iv i t~ t  wird  d i skut ie r t .  
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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

Die Beeinf lussbarkei t  der 
Tiege lschen Kontraktur durch ~nderungen  der 

extracellul~iren Calc iumkonzentrat ion 

Als (~Kontrakt ion,  beze ichne t  m a n  den  fiber eine 
Muskelfaser  (bzw. e inen Ganzmuskel )  mi t  der  E r r e g u n g  
sich rasch fo r tp f l anzenden  kurzzei t igen  kon t r ak t i l en  Pro-  
zess der  Zuckung.  U n t e r  (~ K o n t r a k t u r ,  eines querges t re i f -  
t en  Muskels  v e r s t e h t  m a n  eine lttnger anha l t ende ,  auf  den  
Re izor t  beschr~nkte ,  n ich t  for tge le i te te  (also ohne  r h y t h -  
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mische Aktionspotentiale verlaufende) reversible Verkiir- 
zung. GASSIER x ha t  zum erstenmal diese Gesichtspunkte in 
seiner klassischen Definition klar herausgestellt. Eine 
solche Verkfirzungsreaktion k6nnen physiologischerweise 
in  ¢orpore nut  Muskelfasern ausfiihren, die auf einen 
lokalen Erregungs- und Kontrakt ionstyp spezialisiert 
sind, wi t  zum Bek~piel die quergestreiften langsamen 
Muskelfasern ('slow fibers') des Frosches, die von A~-  
Fasern fiber ,Endtraubem~ innerviert  werden ~. Sie stellen 

- wenn sie in einem Skelettmuskel vorkommen -- gegen- 
fiber den schneUen Fasern ( ' twitch fibers') zahlenm~issig 
nu t  einen kleinen Prozentsatz aller Fasern dar. Kfinstlich 
kann man aber im Exper iment  dutch gewisse Substanzen 
(z. ]3. KaIium, Acetylchotin u. a.) oder physikalische Ein-  
fliisse (z. B. best immte elektrische Str6me) an jeder Faser  
bzw. jedem Muskel unter  geeigneten Bedingungen Kon- 
t rakturen auslSsenS, ~. Solche kfinstlichen nicht fortgelei- 
te ten Verkfirzungen k6nnen au~ eine best immte Region 
einer Muskelfaser beschr~nkt sein oder aber - wenn der 
Reiz nicht lokalisiert ist - die ganze Muskelfaser ergreifen. 

Wenn ein Muskel oder eine Muskelfaser durch einen 
elektrischen Stromstoss richfiger St~rke und Form gereizt 
wird, erf61gt eine Zuckung, das heisst eine rasche Verkiir- 
zung und Wiederverl~ngerung. Unter  best immten ]3edin- 
gungen kann die Phase der Wiederverl~ingerung (Err 
schlaffung) erheblich verz6gert werden, oder es kann sich 
an den ersten Zuckungsgiplel ein zweiter langsamerer, 
mehr oder weniger holler Verkiirzungsgipfel in der Wieder- 
verl~ngerungsphase anschliessen. Man bezeichnet das als 
,Nachkontraktur~.  Dazu gehSren zum Beispiel die Ermfi- 
dungskontraktur  bzw. die Tiegelschc Kontraktur ,  die 
Bremersche aneuromuskul~re Kon t rak tu r ,  und die Vera- 
t r in-Kontraktur ,  die sich ph~inomenologisch weitgehend 
gteichen s. "Woht aus diesem Grunde werden oft  ziemlich 
wahUos die verschiedensten Nachkontrakturen (und Ver- 
k/irzungsrfickstande) als Tiegelsche Kontrakturen be- 
zeichnet. 

Unter  Tiegelsd~r Kontraktur  im urspriinghchen Sinne ~ 
versteht  man die schon von ~RON~CK~-R ? beobachtete 
Erscheinung, dass ein Skelettmuskel nur unvollkommen 
erschlafft, wenn man ihn mit  aufeinanderfolgenden iiber- 
maximalen elektrischen Stromst6ssen direkt reizt (An- 
hebung der Basislinie = Errniidungskontraktur).  Unter  
giinstigen Bedingungen kann schon ein einzelner direkter 
supermaximaler Stromstoss eine Nachkontraktur  erzeu- 
gen, die kleiner, gleich hoch oder h6her sein kann als die 
initiale Zuckung. Auch dies bezeichnet man als Tiegelsche 
Kont rak tur  (ffir Einzelfasern vgl. ~). Mit diesem Ph~ino- 
men befasst sich die vorliegende Arbeit. 

Den verschiedenen 1Nachkontrakturen ist, wie die Ana- 
lyse der elektrischen Vorg~inge zeigt, gemeinsam, dass 
h6chstens am Anfang rhythmische Aktionspotentiale vor- 
handen sind, die rasch in ein persistierendes negatives 
Nachpotential  iibergehen. Wegen der Langsamkeit  der 
Vorg~tnge lassen sich bei den Kontrakturen und Nach- 
kontrakturen die Beziehungen zwischen Erregung (Mem- 
brangeschehen) und kontrakt i tem Prozess und ihre Beein- 
fiussbarkeit leichter untersuchen als bei den schnellen 
Zuckungen. Es ist daher verstandlich, dass Kontrakturen 
der verschiedensten Genesen in neuerer Zeit ein wichtiges 
Experiment ierobjekt  zum Studium der etektromecha- 
nischen Kopplungsvorg~nge geworden sind ~,~. Im Rah- 
men yon Untersuehungen fiber die Bedeutung yon 
Calcium-Ionen bei der Kopplung des Verkiirzungspro- 
zesses an den Membranprozess bei Kontrakturen  (vorl~iu- 
fige Ver6ffentlichungen darfiber: ~, ~) haben wit  uns auch 
mit  dem Einfluss yon Anderungen der extracellul~iren 
Calciumkonzentration auf die Tiegelsche Kont rak tur  be- 
fasst. ]~ber die Ergebnisse soU bier kurz berichtet  werden. 

Methode. Der isolierte M .  sartorius bzw. M .  rectus abdo- 
min is  vom Frosch ( R a n a  eswdenta und temporaria) befindet 
sich in einem mit  Ringerl6sung gefiillten Gelass und ist 
mit  einem isotonischen Hebelsystem verbunden. Der 
Hebel ist entweder ein reibungsarmer Tangentialschreiber 
und registriert auf einem Russkymographion, oder - we- 
sentlich besser - er tr~igt am Ende eine Blende, die sich 
frei vor  einer Photo2elle bewegt. Der durch die L~ingen- 
~inderung des Muskels gesteuertc Photostrom wird ver- 
st~rkt und mit  Direktschreibern registriert. Die etektrische 
Reizung des Muskels erfolgt mi t  Rechteckimpulsen. Zu- 
sammensetzung der RingerlOsung: 115,0 ,n2~r NaC1; 
2,5 m2PI KC1; 1,8 m M  CaCI~; mi t  Na-Phospjaatpuffer auf 
pH  7,1 gebracht. Bei calciumfreier RingerlSsung wird 
CaCI~ durch NaC1 ersetzt. Bei calciumreicher Ringerl6sung 
(18 m M  CaCl~) wird NaCI entsprechend, verringert.  Der 
Phosphatpuffer muss hier wegbleiben, da sonst Calcium- 
phosphat ausf~llt. Da diese L6sung meist ein wenig sauer 
ist, wird der pH  mit  NaOH auf 7,1 eingestellt. Die L6sun- 
gee im Versuchsgef~ss werden st~indig mit  CO.,-freier Luft  
durchperlt. Die Badezeit  in  calciumfreier oder -reicher 
Ringerl6sung dauerte racist 30-180 min, doch k6nnen 
auch kiirzere Zeiten (10-20 rain, besonders im Sommer) 
schon Ef~ekte zeigen. 

Die Dynamik dex Calciumaufnahme und -abgabe des 
Muskels soll hier nicht welter er6rtert  werden (vgl. ~ -~ ) .  
Bei entsprechender Expositionszeit  nehmen sowohl toni- 
sche als auch phasische Muskeln in calciumreicher Ringer- 
16sung Calcium auf und geben es in calciumffeier Ringer- 
16sung ab. Wir haben das gemessen, ned es wird durch die 
erheblichen funktionetlen Ver~nderungen der Muskeln be- 
wiesen, die an den hier wiedergegebenen Abbildungen zu 
erkennen sled. 

Reizt  man einen in calciumfreier Ringerl6sung gebade- 
ten phasischen Muskel (Sartorius) mi t  einem tibermaxi- 
malen elektrlschen Stromstoss, so zeigt der abfallende 
SchenkeI der Zuckung eine deutliche Nachkontraktur ,  die 
sich rasch 16st (Fig. 1 a). Wiederholt  man den Reiz noch 
mehrere Male, so werden Zuckungen und Nachkontraktur  
immer  kleiner und der Muskel wird im Erschla£fungs- 
zustand unerregbar. 

Ftihrt  man den gleichen Versuch an einem in calcium- 
reicher RingerlSsung gebadeten Sartorius dutch, so resul- 
t ier t  ein v611ig anderes Ergebnis (Fig. 1 b). Die Nachkon- 
t raktur  16st sich schon beim ersten Reiz nicht, und mit  
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jeder weiteren Zuckung setzt sie immer hSher am Zuk- 
kungsgipiel an. Bald kommen bei einer weir fiber dem 
ersten Zuckungsmaximum liegenden Dauerverkfirzung 
keine raschen Zuckungen mehr zustande, sondern nur 
noch kleine Zusatzkontrakturen. Zuletzt  wird der Muskel 
im Zustand einer starken Dauerkontraktur  unerregbar. 

Ein prinzipiell ~hnliches Bild ergibt sich am Rectus, nur 
zeigt er - als tonischer Muskel avon Hause aus ,  - eine 
st~rkere Fiihigkeit zur Kontraktur .  So muss man ihn 
Ninger in calciumfreier RingerlSsung baden, um entspre- 
chende Effekte zu erhalten. In Figur 2a bleibt durch den 
ersten Reiz eine Nachkontraktur  bestehen. Wenn man 
yon ihr absieht, ist das weitere Verhalten ganz iihnlich 
dem in calciumfreier Ringerl6sung gebadeten Sartorius. 
Der Muskel erschlafft bis zur Unerregbarkeit  immer 
wieder auf dieses Niveau. 

a) ! 4 
1rain 

Fig. 1. Aufeinanderfolgende Tiegelsche Kontrakturen yon M m .  sar- 
torii mit fibermaximalen Rechteekreizem a) Sartorius, der 1 h in 
calciumfreier Ringerl6sung tag. b) Ein anderer Sartorius naeh ein- 
stfindiger Vorbehandlung in caleiumreicher Ringerl6sung. Siehe 
Text! {Man beachte die versehiedenen Registriergeschwindigkeiten 

in a und b.) Versuch vom 16, 8. 19601 R a n a  csc. 

der kontrakti le Apparat  koppelt  bei calciumfreier Vor- 
behandlung nur sehr kurzzeitig an und Kontrakturen 
kommen kaum oder gar nicht zustande, w/ihrend calcium- 
reiche Sartorien und Recti  langdauernde Kontrakturen 
unterhalten. Die Membrandepolarisation ist also nur der 
ausl6sende Triggermechanismus fiir nachgeschaltete Re- 
aktionen, die erst fiber Ausmass und Dauer der Ankopp- 
lung des kontrakti len Apparates entscheiden. Hier - mehr 
im Innern der Faser - scheint der den Kontraktionsvor-  
gang beeinflussende Angriffspunkt des Calciums bei seiner 
Freisetzung durch die Membrandepolarisation zu sein, un- 
abh~ngig yon seiner Wirkung auf die Membran (Stabili- 
sierung und Abdichtung). Das ein- oder auswandernde 
Calcium bewirkt in den yon u ns variierten Konzent rationen 
keine L~ngen/inderungen des kontraktilen Apparates bei 
isotonischer Registr ieranordnung unter  Normalbedin- 

a)  l 
1rain 

I, lOmin t 

b) 

Fig. 2. Aufeinanderfolgende Tiegelsche Kontrakturen von 2~Im. recti 
abdominis  mit fibennaxhnalen Rechteckreizen. a) Rectus nach ein- 
stiindiger Vorbehandlung in calciumfreier, b) in ealciumreicher 
Ringerl~sung. Siehe Text! (Man beachte die verschiedenen Registrier- 
geschwindigkeiten in a und b.) Versuch yore 16.8. 1960; R a n a  ¢s6.~ 

Ganz anders verh~lt sich der calciumreiche Rectus 
(Fig. 2b). Hier  bleibt die Nachkontraktur  schon beim 
ersten Reiz auf der H6he der Zuckung. Vom dri t ten Reiz 
an erfolgen nur  noch langsame Zusatzverkfirzungen, und 
der Muskel  wird in maximalem Verkfirzungszustand un- 
erregbar. 

Soweit die Fakten,  die zeigen, dass das kontrakti le Ver- 
halten yon ' Muskeln entscheidend dutch Variation der 
extracellul~ren Calciumkonzen#ration beeinfiusst werden 
kann. Da zur Erzielung solcher Effekte unter  Umst~inden 
1/ingere Expositionszeiten notwendig sind, dfirfte es sich 
nicht so sehr um Oberfl~chenwirkungen handeln, sondem 
um Beteiligung des Calciums an Vorg~ingen im Innern der 
Muskelfaser im Anschluss an die Erregung. 

Die durch ~nderungen der extracellul/iren Calcium- 
konzentration bei der Tiegelschen Kontraktur  erzielten 
Effekte gleichen weitgehend denen bei der KCI-Kon- 
#raktur (isot0nische KC1-L6sung) unter  den gleichen Be- 
dingungen der Calciumvariation n,z,. Das Membranpoten- 
tial von phasischen und tonischen Muskelfasern ~indert 
sich nur wenig durch Calcium, es steigt um einige Millivolt 
(3-5 mV) an in calciumreicher Ringerl6sung und sinkt um 
einen /~hnlichen Be#rag in calciumfreier Ringerl6sung. 
Auch die Depolarisation ist in beiden F/ilten gleich stark 
(auf ca. 10-20 mV) und gleich lang anhattend unter 
weiterer Anwesenheit yon isotonischer KC1-L6sung. Abet  

gungen in Ruhe. Das heisst, die bei h6herer extracelluNirer 
Calciumkonzen#ration einwandernden Calcium- Ionen 
werden sofort gebunden. Die Bindungskapazit~it der 
Muskclfaser fiir Calcium ist relativ gross z4 Erst  wenn die 
extracellul~re Calciumkonzentration zu hoch wird (z. B. 
bei isotonischer CaC1,-L6sung) dtirften freie Calcium-Ionen 
im Innern der Faser auftreten und den Verkfirzungs- 
mechanismus direkt (ohne Membrandepolarisation) in 
Gang bringen (Calciumkontraktur). 

Leider wissen wir noch kaum etwas fiber diese ~Akti- 
vator~>-Eigenschaft bei der Ankopplung des kontrakti len 
Apparates in der lebenden Muskelfaser. Aus den Ergeb- 
nissen der Muskelmodellversuche ist bekannt,  dass Cal- 
cium fiir die Verkiirzung der Modelle direkt nicht not- 
wendig ist. Die Bedeutung der Calcium-Ionen liegt danach 
in der Hemmung des <<Erschlaffungsfaktors,. Dieser ist 
wirksam (in Ruhe bzw. in der Erschlaffungsphase), wenn 
freie Calcium-Ionen fehlen, das heisst gebunden sind, zum 
Beispiel an Aktomyosin (bei Anwesenheit freier Magne- 
sium-Ionen). Bei der Kontrakt ion (Verkfirzungsphase) 
sollen Calcium-Ionen freigesetzt und an den Erschlaf- 
fungsfaktor gebunden werden, der dadurch inakt ivier t  
wird und die ATP-Spal tung freigibt. Ausserdem soll der 
Erschlaffungsfaktor nicht  mehr hemmend auf die ATP-  
Spaltung wirken (auch nicht bei Abwesenheit  freier Cal- 
cium-Ionen), wenn die ATP-Konzentraf ion  zu gering ge- 
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worden ist; zum Beispiel vor dem Beginn eines Rigor 
mortis (vgl. 20). 

Wenn man diese Beobachtungen an den Modellen zur 
Erkl/irung der yon uns an der Tiegelschen Kont rak tur  
erhobenen Befunde heranzieht, so k6nnte der calcium- 
reiche Muskel deshalb in maximaler  Dauerkontraktur  
verharren, well im l~bersehuss freigesetzte Calcium-Ionen 
den Erschlaffungsfaktor v61Iig hemmen, wAhrend die 
ATP-Spal tung weitergeht und den Verkfirzungszustand 
ak t iv  aufrecht erh~itt. Andererseits (oder ausserdem) 
k6nnte sich aber auch der ATP-Vorrat  soweit ersch6pfen, 
dass der Muskel in Starre fibergeht. Auch so wlirde er im 
erreiehten Verkiirzungszustand verbleiben. 

Umgekehrt  k6nnte beim calciumarmen bzw. calcium- 
verarmten Muskel die bei der Erregung freiwerdende ge- 
ringere Calciumkonzentration bald nicht mehr ausreichen, 
den Erschlaffungsfaktor zu hemmen. Die ATP-Spaltung,  
und damit  Zuckung und Kontraktur ,  wfirden immer ge- 
ringer. Der Muskel mfisste schliesslich infolge der ,Weich- 
macherwirkung,  der ungespalten anwesenden ATP im 
Erschlaffungszustand verharren. Calciumverarmten Mus- 
kelfasern geht also die Aufrechterhaltung des Aktivzu- 
standes des kontrakti len Apparates immer mehr verloren. 

Aus unseren zahlreichen Untersuchungen an den ver- 
schiedensten Kontrakturen ~1 (Erregungs- und Sch~idi- 
gungskontrakturen) ergib t  sich immer wieder das gleiche 
Bild: Ohne eine best immte Mange freier Calcium-Ionen 
vermag ein Muskel keine Kontraktur  zu unterhalten bzw. 
nicht einmal auszul6sen (fiber entspreclmnde Befunde am 
Herzmusket: 2~7'* ) . Das heisst, Calcium-Ionen sind sowohl 
bei der Aktivierung als auch bei der ErhMtung des Aktiv- 
zustandes der Kont rak tur  beteiligt. Ob alle diese Calcium- 
wirkungen nur fiber die Beeinflussung (Hemmung) des 
Erschlaffungsfaktors gehen, ist unbekannt,  erscheint uns 
aber nicht wahrscheintich, wenn man bedenkt, dass die 
Fibrilten in der lebenden Muskeliaser in ein kompliziertes 
biologisches System eingebettet  sind (Sarkoplasma, Mem- 
bran), das ffir sic nicht nur das ehemische, sondern auch 
das physikalische Milieu abgibt, mit  dem sic in enger 
VCechselbeziehung stehen'. Es ist bekannt,  dass Calcium- 
Ionen die Permeabili t~t der Membran fiir Na- und K- 
Ionen in Ruhe und Aktivi t~t  beeinfiussen (0bersicht bei 
~8). Man muss Ierner damit  rechnen, dass diese zweiwertigen 
stark hydratisierten Ionen, die eine erhebliche Wirkung 
auf die Stabilit/it und Quellung kolloidaler L6sungen 
haben, auch die Viskosit~t des Sarkoplasmas ver~indern 
(Entquellung). Die L/ingen~nderungen des Fibrillen- 
systems und .die damit  verbundenen Bewegungen der 
- wie wir vermuten - als ~cBremsscheibem~ wirkenden Z- 
Membransiebe k6nnten durch Viskosit/its~nderungen 
dieser sic umgebenden kolloidalen L6sung modifiziert 
werden. Es ist auff/illig, dass bei aufeinanderfolgenden 
Tiegelschen Kontrakturen in calciumreichen Muskeln die 
Anstiegssteitheit immer flacher wird (Fig. 1 b und 2b). 
Auch bei Kel -Kont rak turen  konnten ~ r  eine zunehmende 
Verl~tngerung der Ansfiegszeit beobachten, je h6her die 
Calciumkonzentration war, in der die Muskeln gebadet 
wurden. Inwieweit  dieser Effekt  fiber eine Beeinflussung 
der Membran, des Sarkoplasmas oder anderer Mecha- 
nisinen durch Calcium zustandekommt, muss vorerst  
offenbleiben. Weiter~ Untersuchungen fiber Erregung, 
Kontrakt ion (Aktivierung, 'act ive state ' ,  Verhalten der 
elastischen Eigenschaften), tonenkinetik,  StoffwechseI 
(oxydativer Stoffwechsel, Umsatz  energiereicher Phos- 
phate) bei Kontrakturen phasischer und tonischer Mus- 
keln unter Variation der Calciumkonzentration k6nnen 
• erst tiefere Einblicke versehaffen. Es ist aber wahrschein- 
lich, dass verschiedene Angriffspunkte der Calcium-Ionen 
in der Muskelfaser existieren. 

Summary.  1. The occurence of 'Tiegel's contractures '  in 
phasic and tonic muscles is significantly influenced by the 
extracellular calcium concentrat ion. '2 .  Muscles of both 
types show only small and short Mtercontractures after 
preceding t rea tment  with calciumfree Ringer's solution 
and become refractory to repeated stimuli while in the 
relaxed state. 3. Muscles of both types, however, which 
have been pretreated with calcium-rich Ringer's solution, 
show strong and long-lasting after-contractures and 
become refractory to repeated stimuli while in a state o5 
maximal  contracture. 4. The possible explanations for 
this different behaviour are briefly discussed and i t  is 
assumed tha t  calcium ions have several sites of action 
within the muscle cell, K. BRXCHT und P. PAUSCHINGER 

Physiologlsches Insti tut  Tiibingen (Deutschland), 19. De- 
zember 1960. 

2o H. H. W~BER, The 2~Iotility o /Musc le  and Cells (Harvard University 
Press, 1958). 

~t Dariiber wird an anderer Stelle beriehtet. 
22 H. C. L~3TTCAU und R. NIEDERGERKE, J. Physiol. 143, 486 (1958). 
23 R. NIEDERGERKE, J. Physiol. 134, 569, 584 (1956). 
~4 R. NI~DERGERKE und H. C. LOTTGAU, Nature 179, 1066 (1957). 

P R A E M I A  

F o n d s  fi ir d e n  R u z i c k a - P r e i s  
Ausschreibung des Preises /i~r 1961 

Aus dem Fonds ffir den Ruzicka-Preis wird alljiihrlich 
einem jungen Forscher fiir eine hervorragende ver6ffent- 
lichte Arbeit  auf dem Gebiete der allgemeinen Chemic ein 
Preis erteilt. Die chemischen Arbeiten, welche mit  einem 
Preis ausgezeichnet werden sollen, miissen entweder in der 
Schweiz oder yon Schweizern im Ansland ausgefiihrt 
worden sein. 

Kandidaten dfirfen in dem Jahre, in welchem sic den 
Preis erhalten, das 45. Lebensjahr nicht iiberschritten 
haben. Sic k6nnen dam Kuratorium yon drit ter Seite vor- 
geschlagen warden oder sich auch selbst um den Preis 
bewerben. 

Die Preiserteilung erfolgt ant Antrag eines Kurato-  
riums durch den Schweiz. Schulrat. Die H6he des Praises 
wird auf Antrag des Kuratoriums in jedem einzelnen Fall  
durch den Schweiz. Schulrat festgesetzt. Die tAberreichung 
des Praises erfolgt im September 1961. 

Bewerbungen und Antr~tge sind unter Angabe der che- 
mischen Arbeit, ffir welche der Preis erteilt  warden soil, 
bis spdtestens Samstag, den 29. Apri l  1961, dam Sekretariat  
des Schweiz. Schulrates, Eidg. Technische Hochschule, 
Leonhardstrasse 33, Zfirieh 6, einzureichen. 

Der Pritsident des Schweiz. Schulrates 
Prof. Dr. H. PALLMANN 

C O R R I G E N D A  

R. A. EDGREN and D. W. CALHOUN: Multiple E/[ects o[ 
Oestrone and Testosterone Propionate in  Combination: 
Simultaneous Effects on Vaginal Keratinization and Uterine 
Growth. Exper.  vol. xvx, fasc. 12, p. 544 (1960). The Table 
in this paper is unclear. Each value in the Uterine Weight 
column is significantly greater (1% level) than the one 
above it. Thus TP  stimulated uterine growth as did the 
oestrone, and the combination oestrone plus TP  produced 
more growth than did either steroid alone. 

C. R. PRINGLE and J. M. STEWART : Rate o/Respirat ion 
in Relation to Autogamy in Paramecium aurelia. Exper.  
vol. XVlI, fasc. 2 (1961), In the Table on p. 74, the heading 
oi column 7 should read: Mean oxygen consumption 
(pl/h × 10-a). 


