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Fig. 2. Testis of a rat with early-estrogen syndrome by diethyl- 
stflbestrol. Seminiferous tubules lined only with spermatogonia and 
Sertoli-cells. In the lumen many multinucleated giant spermato- 
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heavy degenerative changes could be seen. In some tu- 
bules spermatogonia, spermatocytes, praespermatides, 
spermatides and spermatozoa, while in others only sper- 
matogonia, sporadic spermatocytes and giant poly- 
nuclear cells were present (Figure 2). The basal mem- 
branes were thin and in the intersti t ium the loose con- 
nective tissue with interstit ial  Leydig cells could be found. 

CAMPBELL 4 recently assumed that,  for all the steroids 
effective in inducing the eaxly-steroid syndrome, the 
11-fl-H structure is common. This is taken into considera- 
tion with the supposed mechanism of their  action at  the 
origin of this syndrome. I t  has been shown in this paper 
that  a comparable syndrome was induced also by diethyl- 
stilbestrol, thus confirming the experience of HALE 5 and 
KINCL et al. 8. Although this estrogen is not related to 
steroids structurally, it is possible to presume a similar 
mechanism of its action from certain similarity in the 
spatial location of the carbon atoms and spatial arrange- 
ment  of the molecule (Figure 3). 

Zusammen/assung. Typisches, durch 0strogene (friih- 
postnatale Periode) bei weiblichen und mgnnlichen Rat ten  
induziertes Syndrom, wird auch durch nicht-steroidales 
~strogen, das Di~thylstilb6strol, ausgelSst. Auffallend 
wellenf6rmige GranulosazeUenschicht in den grossen 
Graafschen Follikeln. 
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Die Abhiingigkeit  der Ca++-Aufnahme isolierter 
Mitochondrien des Herzmuskels  yon der Na +- 
und K +-Konzentrat ion als-m6~liche Ursache der 

inotropen Digi ta l l swirkung 

Die Ko~ltraktilit~t der Muskelzelle wird nach heutigen 
Vorstellungen dutch die wechselnde intrazellulfire Kon- 
zentration an freien Calciumionen gesteuert. Im Skelett- 
muskel erfolgt diese Anderung durch eine Bindung und 
Speicherung yon Calcium in den Vesikeln des sarkoplasti- 
sctien Retikulums. Dieser Mechanismus reicht jedoch fiir 
die Steueru~g des Kontraktionszyklus im Herzmuskel 
nicht aus, so dass bier zus~tzliche Bindungs- bzw. Aus- 
tauschmechaaismen fiir Ca ++ vorhanden sein mfissen 
(HAssELBACH und WEBER1 ; PORTZEHL 2). 

AUS Untersuchungen yon SLATER und CLELAND 2 ist 
bekannt, dass Lebermitochondrien Calcium speichern 
k6nnen. VASlNGTON und MURPHY 4 zeigten, dass die 
Ca++-Bindung bei Nierenmitochondrien ein energie- 
verbrauchender Prozess ist, and BRIERLEY et al. b konnten 
an Mitochondrien des Herzmuskels einen Substrat-  

abh~ngigen und einen ATP-abh~ngigen Ca++-Transport 
unterscheiden. 

Nachdem wir in frfiheren Untersuchungen festgestellt 
hatten, dass der K+-Transport an Mitochondrien des 
Herzmuskels durch Ca++ gehemmt wird 6, machten wir 
in den vorliegenden Untersuchungen die Beobachtung, 
dass die Ca++-Aufnahme massgeblich dutch den K+/Na+- 
Quotienten des Inkubationsmediums beeinflusst wird. 
Da bekannt ist, dass sich der intrazellul~re K+/Na+- 
Quotient w~hrend der Muskelkontraktion t~ndert, kOnnte 
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eine wechse lnde  Ca++-Bindung  in  den  M i t o c h o n d r i e n  a n  
de r  phys io log i schen  S t e u e r u n g  des  K o n t r a k t i o n s z y k l u s  
des H e r z m u s k e l s  be te i l ig t  sein.  

Methodik. H e r z m u s k e l g e w e b e  wurde  i m  K i i h l r a u m  
(2-4 °C) m i t  de r  Schere  zerk le iner t ,  d u r c h  ein Meta l l s ieb  
gepress t  u n d  i m  P o t t e r - E l v e j h e m  m i t  de r  9 fachen  Menge 
e iner  0 , 2 5 M  Saccharoset~Ssung, die 50 m M  I m i d a z o l -  
Pu f fe r  p H  = 6,8 en th i e l t ,  homogen i s i e r t .  Das  H o m o g e n a t  
wurde  5 r a in  bei  600 g in  de r  Chr i s t -Zen t r i f uge  u n d  de r  
e r h a l t e n e  ? J b e r s t a n d  10 ra in  bei  10000 g in de r  Spinco  
zen t r i fug ie r t .  Der  Nieder sch lag  wurde  in  I m i d a z o l  ge- 
pu f f e r t e r  Saccharose lSsung  a u f g e n o m m e n ,  so dass  eine 
M i t o c h o n d r i e n s u s p e n s i o n  m i t  1 -2  m g  Eiweiss  p ro  m l  
e n t s t a n d .  Zu r  Messung  des  Ca++-Transpor t e s  w u r d e  die 
M i t o c h o n d r i e n s u s p e n s i o n  bei  25°C in  d e m  6fachen  
V o l u m e n  e iner  L 6 s u n g  fo lgender  E n d k o n z e n t r a t i o n e n  
i n k u b i e r t :  N a t r i u m s u c c i n a t  2,0 mM, D i n a t r i u m - A T P  
3,0 raM, CMciumchlor id  (Ca45:Ca40 = 1:200)  0,06 r aM,  
I m i d a z o l p u f f e r  (pH = 6,8) 50 raM, Saccharose  50 m M  
sowie K a l i u m -  u n d  N a t r i u m c h l o r i d  in  den  a n g e g e b e n e n  
K o n z e n t r a t i o n e n .  - Die R e a k t i o n  wurde  d u r c h  Zugabe  
de r  M i t o c h o n d r i e n s u s p e n s i o n  ges t a r t e t .  Zu v e r s c h i e d e n e n  
Ze i ten  w u r d e n  je 1,5 ml  des I n k u b a t e s  a b p i p e t t i e r t  .und 
i n n e r h a l b  y o n  4 sec d u t c h  e in  Ze l lu lo sen i t r a t -F i l t e r  
(Millipore ode r  Sa r to r ius -F i l t e r )  gesaugt .  D e r  M i t o c h o n -  
d r i enn i ede r sch l ag  w u r d e  z u s a m m e n  re_it d e m  F i l t e r  auf-  
gelSst  u n d  die d a r i n  e n t h a l t e n e  45Ca-Aktivi t~t  i m  L iqu id -  
Scint i l la t ionsz~thler  (Packa rd )  b e s t i m m t .  

Ergebnisse. W e r d e n  M i t o c h o n d r i e n  des  H e r z m u s k e l s  
u n t e r  Zusa t z  y o n  120 m M  K+ u n d  8 m M  N a  + bei  25 °C 
i n k u b i e r t ,  so I i n d e t  i n n e r h a l b  y o n  5 ra in  e ine  m a x i m a l e  
Ca++-At~fnahme s t a t t .  En th~t l t  das  I n k u b a t i o n s m e d i u m  
dagegen  ~qu imola re  M e n g e n  yon  IK+ u n d  Na+, so is t  die 
Ca++-Aufnahme  de r  M i t o c h o n d r i e n  wesen t l i ch  ger inger  
u n d  betr~tgt n u r  e t w a  30 % ans te l l e  yon  e t w a  50 % des 
zugese t z t en  ¢~Ca. (F igur  1). I n  K o n t r o l l a n s ~ t z e n  o h n e  
A T P  u n d  S u c c i n a t  f i nden  s ich in  den  M i t o c h o n d r i e n  be i  
e iner  I n k u b a t i o n s d a u e r  y o n  5-15  ra in  n u r  e t w a  5 % des  
zugese t z t en  ~Ca.  

I n  F i g u r  2 i s t  die p r o z e n t u a l e  ~_uderung de r  Ca++-AuI - 
n a h m e  u n t e r  d e m  Ein f luss  v e r s c h i e d e n e r  K+- u n d  N a  +- 
K o n z e n t r a t i o n e n  darges te l l t ,  bezogen  au f  d ie jenige  in  
e i n e m  /~quimolaren K+- u n d  Na+-Mil ieu  (100%) .  Mi t  
a n s t e i g e n d e m  K + - G e h a l t  des  M e d i u m s  wi rd  die Ca++- 
A u f n a h m e  bis  zu 1 8 0 %  e r h6h t .  Bei  / iqu imola re r  N a  +- 
u n d  K + - K o n z e n t r a t i o n  is t  die Ca++-Aufnahme  m i n i m a l  
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Fig. 1. Ca++-Aufnahme isolierter Mitochondrien des Kaninchenher- 
zens bei ~iquimolarer K +- und Na+-Konzentration bzw. tiber- 
wiegender K+-Konzentration im tnkubationsmedium. Die Ordinate 
bedeutet die Ca++-Aufnahme in Prozent des dem Inkubations- 
medium zugesetzten 4~Ca. Die S~ulen stellen die Mittelwerte und 

mittleren Fehler der Mittelwerte (x 4- Sx) yon 6 Versuchen dar. 

u n d  s t e ig t  be i  l~berwiegen  d e r  N a + - K o n z e n t r a t i o n  wieder  
an.  Die  da rges t e l l t e  K u r v e  zeigt  also, dass  s ich  die 
~ n d e r u n g  de r  I o n e n k o n z e n t r a t i o n  zwischen  100 u n d  120 
m M  K+ bzw.  28-8  m M  Na+ a m  st~,rksten au f  die Ca++- 
A u f n a h m e  de r  M i t o c h o n d r i e n  auswi rk t .  D a b e i  1st 
a l l e rd ings  n i c h t  de r  abso lu t e  I o n e n g e h a l t  en t s che idend ,  
s o n d e r n  das  Verh~tl tnis  K+ /Na+ ;  v e r m i n d e r t  m a n  i m  
I n k u b a t i o n s m e d i u m  die  A t k a l i i o n e n k o n z e n t r a t i o n  y o n  
128 m M  a u f  88 raM, so i s t  die C a + + - A u f n a h m e  be i  h o h e r  
K + - K o n z e n t r a t i o n  (80 m M )  ebenfa l l s  au f  e twa  1 8 0 %  
gegent iber  de r  / t qu imola ren  K + u n d  N a + - K o n z e n t r a t i o n  
ges te ige r t  (F igur  2). 

K - S t r o p h a n t h i n  h e m m t  - wie I r t ihere  U n t e r s u c h u n g e n  
e r g a b e n  ~ - in  K o n z e n t r a t i o n e n  y o n  10 -5 b is  1 0 - ~ M  die 
Na+  + K + - a k t i v i e r t e  M e m b r a n - A T P a s e  des  Meerschwein -  
chert-  u n d  K a n i n c h e n h e r z e n s .  Die C a + + - A u f n a h m e  de r  
i so l ie r ten  M i t o c h o n d r i e n  wi rd  d u t c h  diese t h e r a p e u t i s c h  
in F rage  k o m m e n d e n  S t r o p h a n t h i n - K o n z e n t r a t i o n e n  
n i c h t  bee in f lus s t  (Tabel le) .  
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1;ig. 2. kbh~ingigkeit der Ca++-kuinahme isolierter Mitoehondrien 
des Herzmuskels yon dem Verh~iltnis der K +- und Na +- Konzentra- 
tion im Inkubationsmedium. Ordinate: Prozentuale Zunahme des 
Ca++-Gehaltes der Mitochondrien gegenfiber Ans~itzea mit aquimo- 
later K +- und Na+-Konzentration (100 %). Inkubationsdauer 5 min. 
+ = Mitochondrien aus Kaninchenherzen; 0 = Mitochondrien aus 
Rinderherzen; A ~ Mitoehondrien aus Kaninchenherzen bei einem 
Inkubationsmedium von 80 mM K + und 8 mM Na + bzw. 44 mM K + 

und 44 mM Na+. 

4~Ca++-Aufnahme in % 

Inkubationsmedium 

k-Strophanthin 120 mM K + 64 mM K + 
M 8 m M N a  + 64 mM Na + 

48,5 4- 5,1 33,0 4- 3,9 
10 -~ 43,9 ~ 2,8 32,8 -t- 0,5 
10-~ 49,8 4- 5,4 32,0 -4- 1,3 
10 -~ 44,7 :~: 3,1 32,6 -4- 1,7 

45Ca++-Aufnahme der Mitochondrien des Kaninehenherzens in ~o 
des dem Medium zugesetzten 4~Ca++. Mittetwerte und mittlerer 
Fehler der Mittelwerte yon 3-4 Versuchen. 
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Bemerkungen. Die wesent l ichste  W i r k u n g  der  Digi tal is-  
glykoside be ruh t  nach  heu t igen  Vors te l lungen auf  e iner  
Anderung  des in t razel lu l~ren Ca ++-, K +- und Na+- 
Gehaltes.  Wie  Un te r suchungen  yon  HOLLAND et al. 8 
sowie KLAUS et  al. 0 ergaben,  wird die ionisierte,  aus tausch-  
bare Calc iumfrakt ion  un te r  de r  E inwi rkung  der  Digi tal is-  
glykoside e rh6h t ;  der  Mechanismus ist  aber  bis heu te  un-  
bekannt .  Andererse i t s  beeinflussen die Digi ta l isglykoside 
den ak t iven  K +- und Na+-Transpor t  an der  Ze l lmembran  
dureh eine H e m m u n g  der  hierf i i r  no twend igen  Transpor t -  
ATPase ;  h ie rdurch  wird der  intrazellul~tre K+-Gehal t  
ve rminde r t  und der  Na+-Geha l t  e rhSht  1°-x2. Ffir  die 
Annahme,  dass diese T ranspo r t -ATPase  der  p r ima te  
Angr i f f spunkt  der  Digi ta l isglykoside ist, sprechen 2 
wesent t iche  Befunde:  {1) ist  die M e m b r a n - A T P a s e  des 
Herzmuske ls  u m  mehrere  Zehnerpotenzen  empf indl icher  
als die des Skele t tmuskels ,  so dass die sei t  l angem bekann te  
Se lek t iv i tg t  der  Digi ta l isglykoside fiir das Herz  eine 
Grundlage  f indet  v und (2) ist  die Empf ind l i ehke i t  der  
M e m b r a n - A T P a s e  des Herzmuske ls  verschiedener  Tier-  
a r t en  der  jeweil igen therapeut i schen  bzw. toxischen 
\ ¥ i r k u n g  des be t re f fenden  Glykosids  kor re l ie r t  x~,x~. 

Die vor l iegenden Un te r suchungen  haben  ergeben,  dass 
die Ca++-Aufnahme isolierter  Mi tochondr ien  des Herz-  
muskels  durch  k -S t rophan th in  n ich t  beeinf lusst  wird, 
wohl  aber  durch  eine ]~nderung der  Na  +- und  K +- 
Konzen t r a t i on  im Inknba t ionsmed ium.  Aufgrund  dieser 
Befunde l~isst sich die pos i t iv  inot rope  Wi rkung  der  
Digi ta l isglykoside v ie l le icht  fo lgendermassen erkl~ren:  
primAr wird  in der  Zelle durch  eine H e m m u n g  der  
Membran-  bzw. T r a n s p o r t - A T P a s e  clef K+-Geha l t  ver-  
minde r t  und der  Na+-Gehal t  e rhSht  oder  die Res t i tu t ion  
des I (+ /Na+-Quot ien ten  wAhrend der  Dias tole  verzSgert .  
SekundAr wird mi t  der  A b n a h m e  des K+/Na+-Quot ien ten  
die Bindungsf i ih igkei t  de r  Mi tochondr ien  Itir Ca ++ ver-  
m in d e r t  und d a m i t  die ionisierte,  aus tauschbare  Ca ++- 

F rak t i on  im Cytop tasma erh6ht,  so dass die E i n w i r k u n g  
der  Calc iumionen auf  die kon t rak t i l en  Eiweisse lemente  
oder  andere  E n z y m s y s t e m e  verst~trkt oder  verl~tngert ist. 

Summary. In  isolated mi tochondr ia  of hear t  muscle 
f rom rabbi t s  and  oxen there  is, under  sui table  condit ions,  
an  accumula t ion  of Ca ++ , which  is s igni f icant ly  enhanced  
by  e leva t ing  the  K+/Na  + quo t i en t  of the  incuba t ion  
medium.  K-s t rophan th ine  (10-L10  -~) does no t  influence 
the  accumula t ion  of Ca ++ by  the  mi tochondr i a  of hear t  
muscle. Therefore  the  in t race l lu lar  increase in exchange-  
able Ca ++ observed  af te r  digital is-glycosides could be 
expla ined  by  a decrease of the  in t racel lu lar  K+/Na+ 
quot ien t ,  which  is caused by  inhibi t ion  of the  m e m b r a n e  
A T P a s e  and diminishes  t he  capac i ty  for Ca++ accumula -  
t ion in mi tochondr ia .  
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A Synthetic Attractant for the Male Spruce 
B u d w o r m  Moth Choristoneura ]umiferana 

(Clem.) 

In  J u l y  of 1965 we found t h a t  technica l  grade pa lmi t ic  
acid was s l ight ly  a t t r a c t i v e  to the  male  spruce budworm 
m o t h  Choristoneura ]umi/erana (Clem.). Mater ia l  sepa- 
ra ted  by  v a p o u r  phase  f rac t iona t ion  of a s t eam dis t i l la te  
f rom the  crude acid p roved  to have  super ior  "luring 
abil i ty.  One such f rac t ion  was compe t i t i ve  in a t t r ac t ive -  
ness wi th  single caged virgin  female insects in the  field. 

W e  have  recent ly  isolated 2 mg of a crysta l l ine  ali- 
pha t ic  nitr i le  f rom 1.5 kg of commerc ia l  pa lmi t ic  acid 1. 
The  mass spec t rum of th is  t race  i m p u r i t y  displayed a 
molecular  ion of mass 265 and  a fission pa t t e rn  ind ica t ive  
of n-octadecaneni t r i le .  The  iden t i t y  was conf i rmed by  
compar ison  of the  compound  wi th  an  au then t i c  syn the t ic  
sample  of n-octadecaneni t r i le .  

The  Figure  shows the  results  of p re l iminary  field bio- 
assays a on this  compound  carried ou t  a t  R o c k y  Brook,  
New Brunswick,  in la te  Ju ly  1956. 2 m o t h  t raps  ba i ted  
wi th  1 m g  pure  crysta l l ine  n-oc tadecaneni t r i le  were ex-  
posed on J u l y  19 and 20. 6 addi t iona l  t raps  ba i t ed  wi th  
1 mg of the  syn the t ic  ni tr i le  were exposed f rom J u l y  21 
til l  J u l y  26, when m o t h  ac t iv i ty  became minimal .  3 o ther  
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Comparison of the average number of male spruce budworm moths 
lured by n-octadecanenltrile and by single caged virgin female moths. 

:Field test results (Rocky Brook, N.B., Canada). 

I Palmitic acid (90%) obtained from Aldrich Chemical Co. Ltd., 
Milwaukee (Wisconsin, USA). 

~- The methods of field bioassay and collection of virgin female moth 
exudants have been described in an article by J. A. FINDLAV and 
D. R. MACDONALD~ Chemy Can. 18, 47 (1965). 


