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Das perfundierte Riesenaxon des Tintenfisches 

Eine neue Methode der Nervenphysiologie und ihre ersten Anwendungen 

Von H. MEVES * 

Wesentliehe Fortschritte in der Physiologie werden 
immer dann m6glich, wenn die Entwicklung der Phy- 
sik und Chemie dem Physiologen neue Untersuchungs- 
methoden in die Hand gibt oder wenn besonders ge- 
eignete, bisher unbekannte Versuchsobjekte entdeckt 
werden. Die Physiologie der peripheren Nerven, deren 
vordringlichste Aufgabe die Erforschung des Erre- 
gungsvorgangs in der Nervenfaser ist, erlebte in die- 
sere ffahrhundert ihren ersten entscheidenden Fort- 
schritt durch die Entwicklung des Kathodenstrahl- 
oszillographen. Mit ibm konnten zum ersten Mal die 
bei der Erregung auftretenden Aktionspotentiale in 
ihrem wahren zeitlichen Verlauf registriert werden 1. 
Mehrere Jahre danach folgte die Entdeckung - oder 
richtiger Wiederentdeckung - der Riesenfasern in den 
Steltarnerven des Tintenfisches Loligo2; ihr Durch- 
messer betr~gt bei Loligo ]orbesi bis zu 1 ram, das ist 
das 30fache des Durchmessers der dicksten Froschner- 
venfasern. An diesem neuen Versuchsobjekt konnte 
einwandfrei nachgewiesen werden, dass das Aktions- 
potential yon einer starken Abnahrne des elektrischen 
Widerstands der Membran der Nervenfaser begleitet 
ist 3. Wenig sp~ter gelang es, eine Ableitelektrode 
longitudinal in das Inhere eines funktionsf~higen Rie- 
senaxons einzuffihren; damit war es zum ersten Mal 
mSglich, das AkfionspotentiaI in seiner volIen H6he zu 
messen, und es zeigte sich iiberraschenderweise, dass 
das Aktionspotential gr6sser als das Ruhepotenfial ist, 
d. h. dass die Innenseite der Membran, die in der Ruhe 
60-70 mV negativ gegen die Aussenseite ist, bei der 
Erregung 50 mV positiv gegen aussen wird 4, ~. Die 
inzwischen entwickelte Technik der radioaktiven Iso- 
topen erm6glichte den Naehweis, dass pro Aktions- 
potential und pro cm ~ Membran 4-10 -12 Mol Na + in 
die Faser eintreten und eine gleiche Menge K + aus- 
t r i t t  6. Ihren gI/inzendsten Erfolg verdankt  die Nerven- 
physiologie den Fortschrit ten der Elektronik: Diese 
machten die Entwicklung des sog. Voltage-clamp-Ver- 
fahrens m6glich, bei dem das Membranpotential durch 
eine Gegenkopplungsschaltung (Regelkreis) automa- 
tisch auf vorgegebenen Werten festgehalten und der 
durch die Membran fiiessende Ionenstrom als Funk- 

tion des Membranpotentials und der Zeit gemessen 
wird. Die quantitative Auswertung solcher Messungen 
fiihrte zu vier Gleichungen, die die Permeabilifiits~in- 
derungen der Membran und die aus ihnen resultieren- 
den IonenstrSme in Abh~ngigkeit vom Membranpoten- 
tial und der Zeit beschreiben; dieses System von Glei- 
chungen bildet ein vollst/indiges mathematisches Mo- 
dell der erregbaren Membran und gestattet,  Form und 
Gr6sse des Aktionspotentials unter verschiedenen ex- 
perimentellen Bedingungen vorauszuberechnen (HODC- 
XIN und HUXLEY 7). Die Giiltigkeit dieser Gleichungen 
und der ihnen zugrunde liegenden theoretischen Vor- 
stellungen ist keineswegs auf die Riesenfaser des Tin- 
tenfisches beschr/inkt; sie sind mit geringfligigen Mo- 
difikationen ouch auf die markhaltigen Nervenfasern 
der V~rirbeltiere anwendbar s. 

Das Riesenaxon des Tintenfisches erwies sich jedoch 
nicht nur fiir elektrophysiologische Untersuchungen 
als ein wegen seiner Gr6sse besonders geeignetes Ver- 
suchsobjekt, sondern bietet auch fiir neurochemische 
Fragestellungen einzigartige M6glichkeiten, DuTch Mi- 
kroinjektion k6nnen Stoffe in dos Innere der Faser 
injiziert werden; auf diese Weise kann zum Beispiel 
der Einfluss energiereicher Phosphate auf den aktiven 
Ionentransport untersucht werden °. Weiterhin ist es 
m6glich, das gelartige Axoplasma aus dem abgeschnit- 
tenen Ende der Riesenfaser wie eine Paste aus einer 
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Tube herauszuquetschen 10. Die zurfickbleibende Htille 
besteht aus dem Axolemm ( =  erregbare Membran; 
70-80 ~). den Schwannschen Zellen (0,1-1 #), der Ba- 
salmembran (0,1-0,2 #) und der/iusseren Bindegewebs- 
hiille. Das auf diese Weise isolierte Axoplasnla kann 
chemisch analysiert werden; es enth~ilt als wichtigstes 
Kation Kalium (400 mM/kg HeO) und als Anionen 
hauptsiichlich Is~tthionat und Chlorid. Oe-Verbrauch 
und FermentaktivitXten yon Axoplasma und Hfille 
k6nnen getrennt bestimmt und miteinander verglichen 
werden ~*. 

Man sollte naturgem/iss erwarten, dass die Ausquet- 
schung des Axoplasmas aus dem Riesenaxon zu einer 
weitgehenden Zerst6rung der erregbaren Membran 
ftihrt. Im Herbst 1960 fanden jedoch BAKER, HODG- 
KIN und S H A W  12, dass eine ausgequetschte Strecke des 
Riesenaxons, die mit Axoplasma aus dem benachbar- 
ten intakten Faserabschnitt wiedergeftillt wurde, mehr 
als 2 h Aktionspotentiale normaler Gr6sse geben konn- 
te. Dies war der Ausgangspunkt ftir den Versuch, Rie- 
senaxone mit Salzl6sungen zu perfundieren. 

Methode des per]undierten Riesenaxons. Die heute 
gebr/iuchlichste Methode wurde von BAKER, HODGKIN 
und SHAW .3 entwickelt. Als Standard-Perfusionsl6- 
sung wird entsprechend dem hohen K-Gehalt des na- 
ttirlichen Axoplasmas eine isotonische L6sung eines 
K-Salzes (K2SO 4 oder KC1) benutzt, deren pH mit 
Phosphatpuffer auf 7,5 eingestellt wird. Der erste 
Schritt ist die Exzision des Stellarnerven mit der Rie- 
senfaser und den begleitenden dtinnen Nervenfasern. 
In das distale Ende der Riesenfaser wird eine feine 
Glaskantile eingebunden. Das Axoplasma wird ausge- 
quetscht, indem eine Gummirolle mehrfach mit leich- 
tern Druck tiber das Axon gerollt wird. Eine motor- 
getriebene Spritze, die mit der Glaskantile verbunden 
wird, drtickt langsam isotonische K2SO4-L6sung in das 
ausgequetschte Axon; dadurch wird auch der dicht 
an der Kantile sitzende Axoplasmapfropf entfernt. An- 
schliessend wird die Erregbarkeit des Axons mit Aus- 
senelektroden getestet und das Axon in die Versuchs- 
anordnung tiberftihrt. 

Die Versuchsanordnung ist in Figur 1 dargestellt. 
Das Axon h~tngt an der Glaskanfile und ist aussen 
vollst~ndig yon ktinstlichem Seewasser umgeben. 
Durch die Glaskantile wird eine Mikroelektrode in das 
Faserinnere eingefiihrt, um Ruhe- und Aktionspoten- 
tim zu messen. Die Reizung erfolgt entweder tiber 
Aussenelektroden oder durch eine zus~ttzliche Elek- 
trode yon der Kantile aus. Die im Innern des Axons 
befindliche K,SO4-L6sung kann durch eine beliebige 
Testl6sung ersetzt werden. Die Testl6sung wird in die 
Glaskantile eingeftillt. In dem Versuehsgef~ss wird ein 
negativer Druck yon 2-3 cm H20 erzeugt. Die Test- 
16sung fliesst dann in etwa 1/2 min durch das 5-7 cm 
lange Axon hindurch. Die von den Testl6sungen be- 
wirkten Anderungen des Membranpotentials beginnen 
im allgemeinen bereits wenige sec nach dem Fltissig- 

keitswechsel aufzutreten; daraus geht hervor, dass die 
intraaxonal applizierten L6sungen ungehinderten Zu- 
gang zu der Membran haben. 

Figur 2 zeigt das Aktionspotential eines mit isoto- 
nischer K2SQ-L6sung perfundierten Axons. Zum Ver- 
gleich ist ausserdem das Aktionspotential einer intak- 
ten Riesenfaser abgebildet. Beide stimmen nach Gr6sse 
und zeitlichem Verlauf fast vollst/indig fiberein, d. h. 
die Perfusion ftihrt zu keiner erkennbaren Verfinde- 
rung im elektrischen Verhalten der Faser. 

Die Erfolgschancen der Perfusionsversuche sind 
hoch. BAKER, HODGKIN und SHAW 13 fanden, dass yon 
207 Riesenfasern, die in der beschriebenen Weise aus- 
gequetscht und mit K~SO4-L6sung perfundiert wur- 
den, 147 Fasern (d. h. 70%) ein Aktionspotential lie- 
ferten; in etwa zwei Drittel der F~lle blieb die Faser 
1-5 h erregbar Bei den neueren Versuchen yon BA- 
KER, HODGKIN und MEVES 14 waren 90% der Fasern 
1/ingere Zeit erregbar. Die Schwierigkeiten nehmen 
naturgem{iss mit abnehmendem Faserdurchmesser zu; 
eine erfolgreiche Perfusion ist jedoch nicht nut  bei den 
0,5-1,0 mm dicken Fasern des europ/iischen Tinten- 
fisches Loligo ]orbesi, sondern auch bei den nut halb 

Nkr°elek~r°de ~ V  a Saug- ,~leilelektroden 
vordchtung Innenl~sung seline......,, l 
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/ \ Abgeschnittenes Pt- 6ewicht ~Aussenlb'aunfl faserende 
Fig.  1. V e r s u c h s a n o r d n u n g  fiir das  p e r f u n d i e r t e  Riese t taxon.  Die 
A p p a r a t u r  b e s t e h t  im wesen t l i chen  aus  e iner  Plexiglaszelle ,  die m i t  
k t in s t l i chem Seewasser  (Aussenl6sung)  geffillt u n d  oben  m i t  e inem 
Plex ig lasdecke l  versch lossen  ist.  Das  A x o n  h~ingt v e r t i k a l  a n  e iner  
Glaskani i le  u n d  is t  am u n t e r e n  Ende  mi t  e inem P l a t i n g e w i c h t  be- 
sehwer t .  Zu r  P o t e n t i a l m e s s u n g  d i en t  eine Mikroe lek t rode  y o n  0 , I  m m  
Durehmesse r ,  die d u r c h  die Glaskani] le  in das  Inhe re  des A x o n s  ein- 
gef t ihr t  wird .  Die Re izung  er fo lg t  mi t  A u s s e n e l e k t r o d e n  a m  u n t e r e n  
Fase rende  ; dieses is t  zwecks  E r h 6 h u n g  des  A u s s e n w i d e r s t a n d e s  d u r e h  
ein enges  I .och in e iner  P l ex ig l a sp la t t e  gef t ihr t .  Die ve r sch iedenen  
Hmen16sungen  werden  in die Glaskant i l e  eingeft i l l t  u n d  fliessen u n t e r  
e inem D r u e k  y o n  ~ -3  c m  H 2 0  d u r c h  das  A x o n  (aus BAKER, HOOG- 

KIN u n d  SHAWaa). 
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so dicken Fasern der amerikanischen Art Loligo pealii 
m 6 g l i c h  (NARAHASH115). 

Die naheliegende Frage, wie vollst~indig die Entfer- 
nung des Axoplasmas gelingt, wird am besten durch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen beantwor- 
tet. Figur 3 zeigt, dass die zuriickbleibende Axoplas- 
maschicht etwa 7/2 dick ist; da der Durchmesser dieser 
Faser 700/2 betr/igt, bedeutet das 4% des ursprting- 
lichen Axoplasmas. Obwohl exakte Angaben nicht 
m6glich sind, kann man sagen, dass im allgemeinen 
etwa 95% des Axoplasmas entfernt werden. 

Die M6glichkeit, dass das am perfundierten Riesen- 
axon abgeleitete Aktionspotential gar nicht yon der 
Riesenfaser selbst, sondern yon den begleitenden dtin- 
hen Nervenfasern oder etwa yon den Schwannschen 
Zellen geliefert wtirde, kann mit Sicherheit ausge- 
schlossen werden. Das perfundierte Riesenaxon kann 
vollst~indig von den dtinnen Fasern befreit werden, 
ohne dass sich an dem registrierten Aktionspotential 
etwas ~indert. Die Schwannschen Zellen k6nnen bei 
den Riesenfasern des sfidamerikanischen Tintenfisches 
Sepioteuthis sepioidea mit intrazellul~iren Mikroelek- 
troden untersucht werden, da sic bei dieser Art unge- 
w6hnlich dick sind (2--5/2); sie liefern - wie Figur 4 
zeigt - zwar ein Ruhepotential, abet kein Aktions- 
potential. 

Ausser der Methode y o n  BAKER, HODGKIN und 
SHAW 13 wurden andersartige Verfahren zur Perfusion 
des Riesenaxons mit Salzl6sungen gleichzeitig oder 
frtiher von TASAKI et al. 1~' 17 entwickelt. Bei einem 
dieser Verfahren wird von jedem Ende des Axons eine 
diinne Glaskapillare bis zur Axonmitte vorgeschoben. 
Die Glaskapillaren sind unterschiedlich dick. Die Spitze 
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Fig. 2. Ruhe- und Aktionspotential des perfundierten und des in- 
takten Riesenaxons. (A) perfundiertes Axon (16°C) mit isot. K2SO 4- 
L6sung als Innenl6sung, (B) irttaktes Axon (18°C); in beiden F/illen 
Potentialableitung mit intraaxonaler Mikroelektrode (aus BAKER, 

HODGKIN und SI:AWl2). 

der dtinneren Kapillare (160/, Durchmesser) wird in 
das Lumen der dickeren Kapillare (330 # Durchmesser) 
eingeffihrt. Dann wird Perfusionsl6sung durch die bei- 
den Kapillaren gedriickt. Wenn ein kontinuierlicher 

Fig. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme des intakten und des 
perfundierten t~,iesenaxons. (1) intaktes Axon, (2) perfundiertcs Axon 
Abkiirzlmgon: C ~iussere Bindegcwebshfille, M Mitochondrien, I' 
Protoplasma des Riesenaxons {.= Axoplasma), SC Schwannsehe 
Zeile. Beim perfundierten Axon ist nut  noch ein 7 I.z breiter Axo- 
plasmasaum vorhanden; das Axoplasma ist elcktronenoptisch we- 
niger dicht als das Axoplasma der intakten Faser. Fixation mit 

()sO a (a/ls BAKER, HODGK1N und SHAWl3). 
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Fig. 4. Gleichzeitige Registrierung des Axonpotentials und des Po- 
tentials einer Schwannschen Zelle an der Riesennervenfaser des 
Tintenfisches, sepioteulhis sepioidea. Je eine Mikroelektrode von 
0,5 D Spitzendurchmesser wird in das Axon und ill eine Schwann- 
sche Zeile eingestoehen. Obere Registrierung: Axonpotential (linke 
Skala); Ruhepotential v o n - 6 0  mV und Aktionspotential. Untere 
Registrierung: Potential einer Schwannschen Zelie (rechte Skala}; 
RuhepotentiaI von -40 mV, kein Aktionspotential (aus VII.LF.GAS, 

GIMENEZ und VILI,EC.AS18). 
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Fliissigkeitsstrom hergestellt ist, werden die beiden 
Kapillaren etwas zuriickgezogen, bis der Abstand zwi- 
schen ihren Spitzen 7-10 mm betfiigt. Bei diesem Ver- 
fahren wird das Axoplasma also nur auf einer 7-10 mm 
langen Strecke entfernt und auch das nur im Zentrum 
des Axons. 

Prii/ung und Bestdtigung der Theorie der Nerven- 
erregung durch Versuche am per]undierten Axon. Die 
Methode des perfundierten Riesenaxons bietet eine 
einzigartige M6glichkeit, die chemische Zusammenset- 
zung der im Innern eines erregbaren Zellfortsatzes be- 
findlichen Flfissigkeit in beliebiger und reproduzier- 
barer Weise zu iindern und die dadurch hervorgeru- 
fenen Vedinderungen des Ruhe- und Aktionspotentials 
zu vedolgen. Es wurde auf diese Weise m6glich, die 
Richtigkeit unserer in dem letzten Jahrzehnt entwik- 
kelten theoretischen Vorstellungen fiber die Entste- 
hung des Ruhe- und Aktionspotentials in ihren wesent- 
lichen Punkten zu iiberprtifen. 

Die heute yon der Mehrheit der Physiologen akzep- 
tierte Theorie der Nervenerregung ist die Ionentheorie 
y o n  HODGKIN und HUXLEY 7, die auf der Membran- 
theorie von BERNSTEI~ ~9 aufbaut. Durch die Bezeich- 
nungen ~{Membrantheorie~ und ~donentheorie~ ist be- 
reits der wesentliche Inhalt angedeutet: Es wird ange- 
nommen, dass der Erregungsvorgang in der Membran 
( =  Axolemm) und nicht im Innern der Nervenfaser 
( =  Axoplasma) lokalisiert ist; die Entstehung des 
Ruhe- und Aktionspotentials wird erkllirt durch die 
unterschiedliche Konzentration der Kalium- und Na- 
triumionen in der Aussen- und Innenfltissigkeit und 
durch die unterschiedliche Permeabilit~tt der Membran 
fiir diese Ionen. Ftir das Membranpotential ergibt sich 
aus dieser Vorstellung der einfaehe Ausdruck 

PK [K+]a + PNa []~Ta+~a 
V = In PK [K+]i + PNa [Na+]i (i) 

wobei [ ], und [ l i  die Aktivit~iten von K + und Na + 
in der Aussenflfissigkeit bzw. Innenfliissigkeit und 
R, T und F die allgemeine Gaskonstante, die absolute 
Temperatur und die Faradaysche 2~quivalentladung 
bedeuten. P K  und PNa sind die K- bzw. Na-Permea- 
bilit~tt der Membran; sie sind keine Konstanten, son- 
dern Funktionen des Membranpotentials und der Zeit. 
In der Ruhe ist P K  relativ gross; der Quotient PNa/ 
PK betdigt etwa 0,1 und ist im einzelnen von der H6he 
des Ruhepotentials abh/ingig. W~ihrend der Erregung 
steigt PNa voriibergehend stark an (PNa/PK'10) ,  
und Na+-Ionen fliessen entlang ihrem Konzentrations- 
gef~ille yon aussen nach innen durch die Membran 
(ansteigende Phase des Aktionspotentials); dem An- 
stieg v o n  PNa folgt mit einer gewissen Verz6gerung 
eine Zunahme yon PK, die zu einem K+-Strom in 
umgekehrter Richtung ftihrt (abfallende Phase des 
Aktionspotentials). Die physikalisch-chemischen Ver- 
iinderungen in der Membran, die den experimentell 
nachgewiesenen Perrneabilit~ts~inderungen zugrunde 

liegen, sind unbekannt; am meisten diskutiert wird 
die Hypothese, dass geladene Teilchen, die als (~Tdiger- 
molekiile~ fiir die Na +- und K+-Ionen fungieren 
((~Na+-Tdiger~>, (,K+-Tfiiger~>), unter dem Einfluss des 
elektrischen Feldes verschiedene Positionen in der 
Membran annehmen k6nnen. 

Die Tatsache, dass das Aktionspotentia] des perfun- 
dierten Axons vollstiindig dem Aktionspotential eines 
intakten isolierten Axons gleicht (Figur 2), best~itigt 
in eindrucksvoUer Weise die Grundannahme der Mem- 
brantheorie. Axone, die nach Ausquetschung von ca. 
95% des Axoplasmas mit isotonischer K2SO4-L6sung 
gefiillt wurden, konnten 2 h lang mit einer Reizfre- 
quenz yon 50/see gereizt werden und dabei eine Ge- 
samtzahl von 300000 Aktionspotentialen liefern; das 
entspricht der maximalen Impulszahl, die man yon 
nicht ausgequetschten isolierten Axonen erh~ilt. Selbst 
nach Perfusion mit Flfissigkeitsvolumina, die mehr 
als das 100fache des Faservo]umens betragen, ist die 
Faser erregbar. Diese Befunde zeigen eindeutig, dass 
dem iiberwiegenden Teil des Axoplasmas keine un- 
mittelbare Bedeutung fiir den Erregungsvorgang zu- 
kommt. 

Nach Gleichung (1) soll das Ruhepotential in einem 
weiten Bereich proportional In [K+]o/[K+]i sein, w~ih- 
rend die H6he des Aktionspotentials im wesentlichen 
dutch In [Na+]~/[Na+]~ bestimmt wird. Die Richtigkeit 
dieser Vorstellung konnte bisher nur dadurch geprtift 
werden, dass am intakten Axon die K- oder Na-Kon- 
zentration der Aussenl6sung variiert und die dadurch 
hervorgerufenen Anderungen des Ruhe- und Aktions- 
potentials gemessen wurden 5,20. Am perfundierten Axon 
besteht die zus~itzliche M6glichkeit, die bei/~nderung 
der K- und Na-Konzentration der Innenl6sung auftre- 
tende Jknderung des Ruhe- und Aktionspotentials zu 
verfolgen. Im Versuch der Figur 5 wurde die als Stan- 
dard-Perfusionsl6sung verwendete isotonische K2SO 4- 
L6sung teilweise durch isotonische Na2SO~-L6sung er- 
setzt und auf diese Weise [K+]i erniedrigt und [Na+~i 
erh6ht. Dies fiihrt in (3bereinstimmung mit Gleichung 
(1) zu einer deutlichen Verkleinerung des Aktionspo- 
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Fig. 5. Ver~inderung des Aktionspotentials bei teilweisem Ersatz des 
intraaxonalen K2S Q dutch Na2S04. InnenlSsung: isot. K2SO 4 bei 
A, C, E; 3/4 isot. K2SO 4 + x/i isot. Na2SO 4 bei B; 1[~ isot. K~SO 4 
+ 112 isot. Na2SO 4 bei D. AussenlSsung: Seewasser (aus BAKER, 

HODGKIN und SHAW22). 

19 J.  BERNSTEIN, Pfltigers Arch. ges. Physiol. 92, 521 (190~). 
20 A. L. HOI~OKIN und B. KATZ, J. Physiol. 108, 37 (1949). 
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tentials und zu einer leichten Abnahme des Ruhepo- 
tentials (Depolarisation). In Figur 6 ist ein solcher Ver- 
such quanti tat iv ausgewertet, indem das in der Ruhe 
(o) und auf dem Gipfel des Aktionspotentials ( . )  ge- 
messene Potential  in Abhiingigkeit von [K+]~ und 
[Na+]~ aufgetragen wurde. Die auf dem Gipfel des 
Aktionspotentials gemessenen Werte k6nnen mit gu- 
ter Anniiherung dutch eine aus Gleichung (1) mit 
PN~/PK = 7 berechnete Kurve wiedergegeben wer- 
den. Die Werte fiir das Ruhepotential liegen zwischen 
den Kurven fiir P~JPK ---- 0,08 und 0,03; dabei gibt 
ftir hohe Membranpotentiale die Kurve mit dem rela- 
tiv kleineren PK die bessere Ann~herung (vgl. ST.~MPF- 
LI21), w~hrend ftir niedrigere Membranpotentiale (und 
ftir die dem Spitzenpotential folgende Nachhyperpo- 
larisation) die Kurve mit dem grSsseren PK gilt. 
In ~)bereinstimmung mit Gleichung (1) wird das Ruhe- 
potential 0, wenn [K+~ = [K+J~ ist. Wenn man die 
K-Konzentrat ion der Aussenl6sung fiber ihren norma- 
len Wert erh0ht, kann man zeigen, dass das Ruhe- 
potential ftir [K+]~ > EK+]~ positiv wird, wie es nach 
Gleichung (1) zu erwarten ist. 

Eine wichtige Rolle in der Theorie der Nervenerre- 
gung spielt die ~Inaktivierung der Na+-Tr~iger~. Dar- 
unter wird die Erscheinung verstanden, dass die durch 
den Reiz ausgel0ste PN~-Zunahme und damit das Ak- 
tionspotential bei l~inger dauernder Herabsetzung des 
Ruhepotentials abnehmen; die Inaktivierungskurve, 
die den maximalen Na-Einw~rtsstrom IN . . . .  als 
Funktion des Membranpotentials darstellt, zeigt, dass 
I ~  m a x  schon bei einer Depolarisation um 10 mV 
auf die H~lfte verkleinert ist. Die Inaktivierung, die 
ftir die schnelle Rtickkehr des Membranpotentials 
auf den Ruhewert in der abfallenden Phase des Ak- 
tionspotentials verantwortlich ist, t r i t t  auch am per- 
fundierten Axon auf. Im Versuch der Figur 6 ist die 
Faser unerregbar, wenn die isotonische K~SOa-L6sung 
im Innern des Axons so weitgehend durch Na2SOa- 
L6sung ersetzt wird, dass das Ruhepotential a u f - 3 0  
mV oder darunter absinkt; auch bei teilweisem Ersatz 
yon K~SO~ durch Cs~SO~ verschwindet das Aktions- 
potential, sobald das Ruhepotential von seinem nor- 
malen Wert  von etwa -60 mV auf -40 mV herabge- 
setzt ist. NARAHASHI 1~ hat  die vollst~indige Inaktivie- 
rungskurve am perfundierten Axon gemessen, die mit 
der Inaktivierungskurve des intakten Axons'sehr weit- 
gehend iibereinstimmt. Das perfundierte Riesenaxon 
verh~lt sich also auch in bezug auf die Inaktivierung 
wie ein intaktes Axon. 

Neuere experimenielIe Be/uncle am per]undierten 
Axon. Man sollte erwarten, dass eine so neuartige Me- 
thode wie die intraaxonale Perfusion nicht nut  neues 
Beweismaterial fiir die Richtigkeit der bestehenden 
theoretischen Vorstellungen erbringt, sondern auch 
prinzipiell neue Erkenntnisse vermittelt.  Diese Erwar- 
tung wird durch die interessanten Befunde bei Per- 
fusion mit elektrolytarmen PerfusionslSsungen erftillt. 

Die ersten derartigen Versuche wurden von TASAKI 
et al. 1~ und y o n  BAKER, HODGKII'~ u n d  SHAW ~ ange- 
stellt; sp~ter wurden eingehende Untersuchungen yon 
NARAHASH115 und v o u  BAKER, HODGKIN u n d  3~EVES 14 

durchgeftihrt. Bei diesen Versuchen wird die als Stan- 
dard-Perfusionsl0sung dienende isotonische Kalium- 
salzl6sung partiell durch isotonische Saccharose- oder 
GlucoselSsung ersetzt; dadurch wird im Gegensatz zu 
den friiheren Versuchen nicht nut  die K+-AktivitAt, 
sondern die gesamte Salzkonzentration der Innenl6- 
sung (d. h. die intraaxonale Ionenst~irke) verringert. 
Die weseutlichen Befunde kSnnen mit Hilfe von Fi- 
gur 7 erl~iutert werden. Bei Perfusion mit einer LSsung, 

50l- p, 

0 , , , ~ , ÷ 

~ 1  P"~- O0 ~ 
-90 P~< " " 

Fig. 6. Verfinderung des Ruhe- und Aktionspotentials bei teilweisem 
Ersatz des intraaxonalen K2SO ~ dutch Na~SO 4. Ordinate: intra- 
axonales Potential in der Ruhe (o), auf dem Gipfel des Aktioas- 
potentials (e) bzw. w~ihrend der Nachhyperpolarisation (x). Abszisse: 
K+-Aktivit~t [K+]i und Na+-Aktivit~it [Na+]i der InnenlSsung in 
Mol/1. Die AussenlSsung ist Seewasser mit [K+]a = 0,007 und 
[Na+]a = 0,32 Moll1. Die Kurven wurden nach Gleiehung (1) be- 
rechnet, wobei ffir PNa/PK die angegebenen Werte eingesetzt 
wurden (nach BAKER, HODGKIN und GIlA%V22). 

mV mV 
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Fig. 7. Verfinderung des Aktionspotentials bei teilweisem Ersatz 
des intraaxonalen KCI durch isotonische Saccharosel6sung. Innen- 
15sung: Saccharose + 305 mM KC1 bei A; Saccharose + 6 mM 
NaC1 bei B; Saccharose + 24 mM KC1 bei C; Saccharose + 100 
mM KC1 bei D. AussenlSsung: K-freies Seewasser. Beachte Ande- 
rung des ZeitmaBstabs bei B (aus BAKER, HODGKIN und MERES14). 

21 R. STAMPFLI, Ann. N. Y. Acad. Sci. 81,265 (1959). 
22 p. F. BAKER, A. L. HODGKTN und T. I. SHAW, J. Physiol. 16g, 

355 (1962). 
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die zu gleichen Teilen aus isotonischer (0,61 M) KC1- 
L6sung und isotonischer Saccharosel6sung besteht, er- 
h~ilt man ein normales Ruhe- und Aktionspotential 
(Registrierung A). Perfusion mit einer K-ffeien Sac- 
charoselSsung, dig anstelle yon KC1 nut eine kleine 
Menge NaC1 (oder Cholinchlorid) enthfilt, ftihrt er- 
wartungsgem~iss zu ether starken Depolarisation (Re- 
gistrierung B). Obwohl das Ruhepotential bis auf 0 
herabgesetzt ist und die Faser dementsprechend voll- 
st~tndig inaktiviert sein sollte, liefert sie iiberrasehen- 
derweise ein Aktionspotential von ann~hernd norma- 
let Amplitude; seine Dauer ist auf etwa das 1000fache 
der normalen Dauer eines Aktionspotentials verlfial- 
gert, und seine Form gleicht derjenigen eines Herz- 
muskelfaser-Aktionspotentials. Wenn der Perfusions- 
16sung wieder KC1 zugesetzt wird, nimmt das Ruhe- 
potential wieder zu, und das Aktionspotential wird 
wieder kiirzer (Registrierung C und D). 

Wie k6nnen diese Befunde interpretiert werden ? 
Die Analyse beginnt zweckm~issigerweise wieder da- 
mit, dass die beobachteten Potential~inderungen mit 
den theoretischen Voraussagen aus Gleichung (1) ver- 
glichen werden, DiG quantitative Auswertung zeigt, 
dass die bet Verdiinnung der intraaxonalen KC1-L6- 
sung mit Saccharosel6sung beobachteten Ruhepoten- 
tial~tnderungen dutch Gleichung (1) mit guter Ann~the- 
rung wiedergegeben werden, wobei wiederum fiir nied- 
rige Membranpotentiale eine relativ gr6ssere K- 
Permeabilit~t als flir h6here Membranpotentiale ein- 
zusetzen ist (PNa/PK ----- 0,035 bzw. 0,1). Auch die 
Verschiebung des auf dem Gipfel des Aktionspotentials 
erreichten Membranpotentials zu immer positiveren 
Werten, die bet Herabsetzung von [K+]~ eintritt 
(Figur 7), ist nach Gleichung (1) zu erwarten; denn 
Gleichung (1) geht ftir [Na+Ji = 0 und [Na+]. >> 
[K+J. in die Form 

der Na+-Trfiger wtirde sich auf diese Weise in einen 
K+-Triiger verwandeln, d. h. Inaktivierung des Na +- 
Systems und Aktivierung des K+-Systems wtirden 
auf demselben Vorgang beruhen. Diese Schlussfolge- 
rung ist sieher zur Zeit erst eine Hypothese, die dutch 
weitere Versuche best~itigt werden muss; sie zeigt aber, 
dass die M6glichkeit besteht, durch Untersuchungen 
am perfundierten Axon einen etwas tieferen Einblick 
in den molekularen Mechanismus des Erregungsvor- 
gangs zu erhalten. 

Der interessanteste Befund, der sich bet den Unter- 
suchungen mit elektrolytarmen Perfusionsl6sungen 
ergab, ist das Auftreten von Aktionspotentialen an- 
n~hernd normaler Amplitude bet sehr niedrigem oder 
v611ig fehlendem Ruhepotential. Um diesen ]3efund in 
seiner vollen Bedeutung zu erkennen, muss man sich 
daran erinnern, dass bet Ersatz des intraaxonalen 
K2SO 4 durch eine Elektrolytl6sung bereits eine Ernie- 
drigung des Ruhepotentials auf -40 bis -30 mV zu 
vollstAndiger Inaktivierung fiihrt. Offenbar wird bet 
Herabsetzung der Ionenst~irke der Innenl6sung das 
kritisehe Potential ftir die Aktivierung und Inaktivie- 
rung der Na+-Trfiger zu positiveren Werten verscho- 
ben. BAKER, HODGKIN und MEVES 14 bestimmten das 
kritische Potential fiir die Ausl6sung eines Aktions- 
potentials durch Reizung mit Rechteckreizen verschie- 
dener StSrke und fanden bet verschieden starker Ver- 
diinnung der intraaxonalen KC1-L6sung mit isotoni- 
scher SaccharoselSsung folgende ~Verte: 

L S s u n g  R u h e p o t e n t i a l  k r i t i sches  P o t e n t i a l  

305 m M  KCt + Saccha rose  - 63 m V  - 47 m V  
100 m M  KC1 + Saccha rose  - 4 6 m V  - 19 m V  

2 4 m M K C 1  + Saecha rose  - 3 5 m V  - 8 m V  
6 m M  KC1 + Saccha rose  - 18 m V  + 2 0  m V  

P N a  V = c--_ In 
-PK ~ K + ] i  

fiber. 

Eine relativ einfache Erkliirung bietet sich auch fiir 
die extreme Verl~ingerung des Akti6nspotentials bet 
KCl-freier InnenlSsung an. Sie ist die Folge des voll- 
st~indigen Fehlens von K+-Ionen in der Innenl6sung: 
Bereits bet Zusatz von 2 mM KC1 zu der Saccharose- 
15sung tritt statt des einfachen plateaufSrmigen Ak- 
tionspotentiats, wie es Figur 7 B zeigt, ein purkinje- 
faseriihnliches Aktionspotential auf, das dutch einen 
initialen schnellen Potentialabfall gekennzeichnet ist; 
bet 6 mM KCl betr~igt die Dauer des Aktionspoten- 
tials nur noch 5-30 msec. Die starke Verl~ngerung des 
Aktionspotentials beim Fehlen von K+-Ionen deutet 
darauf hin, dass die Inaktivierung der Na+-Triiger un- 
ter diesen Bedingungen stark verz6gert ist. Dies tegt 
die Annahme nahe, dass die Inaktivierung normaler- 
weise durch Verbindung des Na+-Tr~tgers mit K +- 
Ionen an der Innenseite der Membran zustande kommt; 

Die Messwerte zeigen deutlich die Verschiebung des 
kritischen Potentials bis zu positiven Werten; ergitn- 
zend set bemerkt, dass die Werte ftir 100 mM KC1 am 
Ende des Versuches gemessen wurden und infolge 
Verschlechterung des Faserzustandes um etwa 10 mV 
zu positiv sind. Ahnliche Befunde wurden von NARA- 
HASH115  und y o n  M O O R E ,  N A R A H A S H I  u n d  U L B R I C t t T  23 

erhalten, die ausserdem die Verschiebung der Inakti- 
vierungskurve experimentell nachwiesem 

Eine Erkl~rung fiir die Verschiebung der Aktivie- 
rungs- und Inaktivierungskurve bet herabgesetzter 
Ionenstiirke der Innenl6sung w~re m6glich dutch die 
Annahme fixer negativer Ladungen an der Innenseite 
der erregbaren Membran, die das elektrische Feld in 
der Membran und damit den Zustand der Na+-Tr~ger 
beeinflussen mtissten. Es wtirde sich dabei um negative 

23 J .  ~V, MOORE, T. NARAHASHI u n d  W. ULBRICtfT, Fed .  Proe .  
22, 174 (1963). 
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Gruppen (z. B. Carboxylgruppen) handeln, die entwe- 
der zu den Membranmolektilen selbst oder zu dem 
am Axolemm zurtickgebliebenen Axoplasmaeiweiss ge- 
hGren. Die ausffihrliche Beschreibung der in Betracht 
gezogenen Hypothesen wfirde den Rahmen dieser 
Darstellung tiberschreiten; es ist jedoch ohne weiteres 
verst/indlich, dass die durch derartige Arbeitshypo- 
thesen angeregten weiteren Versuche mGglicherweise 
genauere Auskunft tiber die physikalisch-chemische 
Beschaffenheit der die Membran aufbauenden Mole- 
ktile geben kGnnten. 

Uberblicken wir die his jetzt vorliegenden Untersu- 
chungen am perfundierten Riesenaxon, so stellen wir 
lest, dass sic die Richtigkeit der bisherigen theoreti- 
schen Vorstellungen tiber die Bedeutung der Membran, 

das Zustandekommen des Ruhepotentials und die Ent- 
stehung des Aktionspotentials vollauf best/itigen. Sie 
ftihrten darfiber hinaus in der jiingsten Zeit zu neu- 
artigen Befunden und Hypothesen, die einen hoff- 
nungsvollen Ansatzpunkt zur Aufkl~irung der dem Er- 
regungsvorgang zugrunde liegenden Ver/inderungen 
der Membranmolektile bilden, die uns heute noch 
unbekannt sin& 

Summary The recently developed 'perfused nerve 
fibre technique', which consists of perfusing the in- 
terior of a squid giant fibre with artificial solutions, is 
described. The experimental results obtained with 
various perfusion fluids are discussed in relation to 
the theory of nerve excitation. 

Die Synthese des Novobiocins* 
V o n  B .  P .  V A T E R L A U S * * ,  K .  DOEBEL,  J .  KISS, A .  I .  RACHLIN u n d  H .  SPIEGELBERG 

Zu einem Zeitpunkt, in dem die Staphylokokken- 
resistenz gegen Penicillin zu einem bedeutenden Pro- 
blem wurde, musste die Entdeckung eines neuen Anti- 
bioticums, das in besonderem Masse gegeniiber diesen 
Bakterienarten wirksam ist, gr6sserem Interesse be- 
gegnen. 

WALLICK et al. x berichteten fiber die Isolierung und 
Kultivierung eines neuen Actinomycetenstammes, den 
sie als Streptomyces spheroides n. sp. charakterisierten. 
Die Spezies lieferte ein unbekanntes, kristallines Anti- 
bioticum, das als Cathomycin bekannt wurde. In 
seinem mikrobiologischen Verhalten 2 entsprach das 
Cathomycin einem gleichzeitig durch LIN und CORIELL s 
aufgefundenen Antibioticum, das sie nach der Spezies 
Streptomyces niveus Streptonivicin nannten. Die Iden- 
titat der beiden neu aufgefundenen Verbindungen war 
wahrscheinlich und wurde spater durch einen Aus- 
tausch best~.tigt 4. Kurz darauf stellte es sich heraus, 
dass ein weiteres Antibioticum, Cardelmycin, mit der 
Bezeichnung PA-93, mit Cathomycin und Strepto- 
nivicin identisch war 5. 

Das aus verschiedenen Quellen stammende Anti- 
bioticum erhielt, einem sp/iteren l~bereinkommen ent- 
sprechend, den neuen Namen Novobiocin ~. 

Die Voraussetzungen flit die Synthese des Novobio- 
cins waren 1958 gegeben. Zwei Arbeitsgruppen batten 
sich erfolgreich mit der Strukturaufld~irung befasst. 
Die Arbeiten yon FOLKERS et al. '  sowie HINMAN, 
CARON und HOEKSEMA 8 ftihrten in unabhXngiger Art 
zu folgender Strukturformel ffir Novobiocin: 

CH30, ~0 -~L~.~°'#° OH 

NH2C ~ ~NH--C0 ~ 

Die im Novobiocin enthaltene Zuckerkomponente, 
die 3-O-CarbamoyI-noviose, ist zum ersten Mal in der 
Natur beobachtet worden. Sie ist eine 3-O-Carbamoyl. 
5,5-di-C-methyl-4-0-methyl-L-lyxopyranose 7.s. Die 
Bestimmung der Konfiguration 7, 9-11 sttitzte sich zum 
Teil auf Regeln der optischen Rotation. Es war daher 
wtinschenswert, die Stereochemie chemisch zu bewei- 
sen, Dazu eignete sich ein Derivat der Noviose, die 

* Chemische Forsehungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. 
AG, BasEl. 

** Vortrag Dr. B. P. VATERLAUS, gehalten an der Gordon Research 
Conference on Steroids and other Natural  Products, 16.-20. Juli 
1962, New Hampton,  N.H.,  USA, und vor der Basler Chemi- 
schen Gesellschaft, 8. November 1962. Im Auszug: H. SPIEGEL- 
I3ERC, Synthbse du 3-O-carbamoylnoviose, sucre de la novobiocine, 
Symposium international de chimie organique, Bruxelles, 15. Juni  
1962; J.  Kiss, The Synthesis o/ Noviose and Allied Compounds, 
Birkbeck College (Univ. London), 23. Oktober 1962. Der vorlie- 
gende Aufsatz ist Gegenstand yon Detailpublikationen in den 
}tElv. chim. Acta, in Vorbereitung (1963). 
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