Der Sauerstoffverbrauch phasischer und tonischer
Skelettmuskeln des Frosches in Lésungen mit hohem
K- und variiertem Ca* "-Gehalt

(Ein Beitrag zur ,elektro-metabolischen Kopplung®)
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ABSTRACT: The oxygen-consumption of phasic and tonic skeletal muscles of the frog in
solutions with high K+- and varied Catt-content. (A contribution to the ,electro-meta-
bolic coupling®.) The Og-uptake of phasic and tonic muscles from Rana temporaria was
measured under the influence of high extra-cellular concentrations of K+t by means of the
Pt-clectrode together with simultaneous registration of muscles-mechanics. The Oz-uptake in
isotonic K.Cl coincides with the amount of tension (tetanus and contracture); at relaxation the
stimulation of respiration ceases; in spite of the permanent depolarization also the “resting
respiration” decreases. If isotonic KCl is replaced by Ringer, respiration remains at an
elevated state; so-called after-contractures expressing a plastic tonus reveal no additional Og-
uptake. In muscles deprived of Ca*t+ the development of tonus and increase of respiration is
strongly reduced, whereas both parameters increase considerably on Ca-enriched muscles. By
removing of Cat+ in Ca-free Ringer a slight increase in Oz-uptake occurs; in phasic muscles
because of twitches, in tonic muscles because of weak contractures (Ca-withdrawal contracture).
After addition of Ca*+ the increase of respiration occurs before mechanical effects become
observable. A further increase of Ca-concentration produces a slow and relatively weak tonus,
at which Og-uptake increases transitorily, but decreases soon in spite of the developping con-
tracture (rigor). Oxygen uptake is related to mechanics but not to depolarization of the mem-
brane. The latter is linked with both processes by means of coupling reactions, whereby Ca*+
plays an important role. In addition to the electro-mechanical coupling, the existence of a
direct Cat+-dependent electro-respiratory coupling may be assumed.

EINLEITUNG

Zahlreiche Beobachtungen vor allem der letzten Jahre haben gezeigt, dafl dem
Calcium eine besondere Bedeutung in dem Mechanismus der Erregungsiibertragung von
der Membran auf den kontraktilen Apparat zukommt (Sanpow 1952, NIEDERGERKE
1959, Brancar & Suanes 1959, Frank 1960, FLECKENSTEIN et al. 1948, 1960, 1961,
BrecHT et al. 1961, 1962, 1963, Hassersaca & Maxmvose 1961 u. a.). Die Vorstel-
lungen dariiber sind in ihren Grundziigen durch gleichzeitige beziehungsweise auf-
cinander ausgerichtete Untersuchungen des Membranpotentials, der Mechanik und der
Ca-Kinetik relativ gut unterbaut. Viele Einzelfragen sind jedoch noch offen, so auch die
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nach der Einordnung der Stoffwechselvorginge in dieses Bild, insbesondere die wichtige
Frage, ob Beziehungen zwischen den elektrischen Vorgingen an der Membran und dem
Stoffwechsel der Zelle bestehen und ob dabei auch Ca eine Rolle spielt, beziehungs-
weise ob es einen direkten Ankopplungseffekt auf den Stoffwechsel ausiibt. Uber dieses
Problem liegen eine Reihe interessanter Befunde vor, die sich vor allem auf Untersu-
chungen von Stoffwechselvorgidngen in Muskeln unter dem Einflufl erhohter extra-
cellulirer K-Konzentrationen beziehen. Dadurch sind zweierlei Vorteile gegeben:
Definierte Membrandepolarisationen und linger anhaltende Depolarisationen, die das
Erfassen von Stoffwechselverinderungen (aus methodischen Griinden) erleichtern. Die
diesbeziiglichen Untersuchungen erstrecken sich auf die Atmung (HEGNAUER et al.
1934), auf die Warmeproduktion (Soranpt 1936, Hiir & HowartH 1957), ferner
auf die Milchsdurebildung (Kave & MommagrTs 1960) und auf den Phosphatstoff-
wechsel (FLECKENSTEIN et al. 1961). Durch diese Arbeiten ist eine Forschungsrichtung
angestoflen, die den Begriff der ,elektro-mechanischen Kopplung® erginzt und er-
weitert durch den Begriff der ,elektro-metabolischen Kopplung®. Auch hier sind die
Verhiltnisse noch weitgehend ungeklirt. Doch scheinen, wie besonders aus den Be-
funden von Kaye & MomMaERTs (1960) und FLECKENSTEIN et al. (1961) hervorgeht,
auch dabei die Cat+ eine wichtige Rolle zu spiclen. Im Zusammenhang mit eigenen
Arbeiten {iber die elektro-mechanische Kopplung und iiber den oxydativen Stoffwechsel
bei verschiedenen Kontrakturen des Skelettmuskels (BREcHT et al. 1955) haben wir uns
auch mit der Frage beschiftigt, welchen Finfluf hohe K-Auflenkonzentrationen (iso-
tonische Losungen) auf den Og-Verbrauch mit und ohne Beteiligung des kontraktilen
Apparates haben, welche Rolle die Ca**-Tonen dabei spielen und wie sich die Varia-
tion der extracelluliren Ca+t+-Konzentration allein auf den Og-Verbrauch phasischer
und tonischer Skelettmuskeln des Frosches auswirkt. Uber einen Teil der dabei gewon-
nenen Ergebnisse wird nachfolgend berichtet.

METHODIK

Wihrend wir frither die Og-Drucke in Losungen mit der Quecksilbertropfelektrode
gemessen haben (BarTELs & BrEcHT 1952), benutzten wir jetzt eine kunststoffiiber-
zogene Platinelektrode, die von BarTELS & REINHARDT (1960) zur Op-Drudsmessung
im Blut entwickelt wurde. Die Platinelektroden wurden tiglich geeicht. Die Eichung
mufite auflerdem fiir die verschiedenen isotonischen Salzlésungen getrennt vorgenom-
men werden, da sich geringe Unterschiede ergaben. Die Mefwerte bei isotonischer KCI-
Losung lagen z. B. etwas hoher als bei normaler Ringerlésung beziehungsweise isoto-
nischer CaCly- oder NaCl-Lésung.

Es wurden moglichst diinne Muskeln (maximale Dicke erwa 0,5 mm) von kleinen
Tieren verwendet, um die WaRBURGsche Grenzschichtdicke nicht zu iiberschreiten (M.
sartorius und rectus abdom. von Rana temporaria). Sie wurden in der Respirations-
kammer montiert. Thre isometrischen Verkiirzungen wurden iiber einen photoelektri-
schen Wandler mit einem elektronischen Kompensographen registriert. Die Finrich-
tung war geeicht, so dafl die entwickelte Spannung direkt in g bestimmt werden konnte.

Die Registrierung der Mechanik erfolgte jeweils zeitlich parallel zu den Os-Ver-
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brauchsbestimmungen, um einen Einblick in den Zusammenhang zwischen der mechani-
schen Titigkeit und dem oxydativen Stoffwechsel zu erhalten. Eine eigentliche Arbeit
kann bei der isometrischen Anordnung nicht ermittelt werden. Als physiologisches
Aquivalent einer sogenannten ,inneren Arbeit“ kann man das Produkt aus Span-
nung X Zeit heranziehen, bezogen auf 1 g Frischgewicht.

Der Og-Verbrauch wurde im allgemeinen in Abstinden von 5 Minuten gemessen
(intermittierend fortlaufende Bestimmung), manchmal auch in 2-Minuten-Intervallen,
wenn es darauf ankam, rasche Og-Verbrauchsinderungen zu erfassen (erwa beim Wedi-
sel von Ringerlosung auf isotonische KCIl-Lésung). Dazu wurde die Ringerldsung aus
der Respirationskammer abgesaugt und ihr Og-Druck in der Mefkammer bestimmz.
Die Respirationskammer selbst wurde sofort mit neuer Ringerldsung (oder einer an-
deren Losung) nachgefiillt, die mit Prefiluft dquilibriert war. Der Op-Verbrauch errech-
net sich nach der Gleichung

V : Og-Verbrauch; POy : Og-Druckdifferenz der Losung

POs - a - Vg zwischen Anfang und Ende der Og-Verbrauchsperiode;

V= o0 e r . ¢ Oq-Loslichkeitskoeffizient fiir Ringerldsung bei 220 C;
gt g : Nettogewicht (frisch) des Muskels; Vg : Volumen der
Respirationskammer; t : Og-Verbrauchsdauer in Minuten.

In den Ergebnissen wird der Oa-Verbrauch in mm?® Og (bei 22 C) angegeben und
auf 1 g Frischgewicht und 1 Minute Konsumdauer bezogen. Die Empfindlichkeit der
Meflanordnung war so, dafl noch Os-Verbrauchsinderungen von 0,1 mm3 % 39
abgelesen werden konnten. Der ,Ruheverbrauch® ist iiber lingere Zeit oft nicht kon-
stant, sondern sinkt am Anfang des Versuches etwas mehr, dann weniger ab. Der lang-
same Abfall kann sich unter Umstinden Giber 1 bis 2 Stunden erstrecken. Eine konstante
»End-Atmung® wurde nicht immer abgewartet. Der dann nicht exakt bestimmbare tat-
sichliche Wert des Oy-Mehrverbrauchs bei den vorgenommenen Eingriffen (Variation
des Ionenmilieus) ist aus diesem Grunde hoher als der abgelesene Wert. (In manchen
Kurven, z. B. Abb. 4 und 5, ist der vermutliche Verlauf der Ruheatmungskurve ge-
strichelt eingezeichnet). Uber weitere methodische Einzelheiten: BarTeLs & BrECHT
1952, BarteLs & RemuarpT 1960, SEEBER in Vorbereitung.

Zusammensetzung der Ringerldsungen: 115 m mol/l NaCl, 2,5 m mol/l KCl, 1,8 m
mol/l CaCls, 1,8 m mol/l NaHsPOy, 2,15 m mol/l NasHPO,. Die Isotonie wurde durch
Variation der NaCl-Konzentration gewahrt. Isotonische KCl-Lésungen enthielten
keine anderen Jonen. Bei Ca-reichen Ringerldsungen wurde der Puffer weggelassen.
Die meist leicht sauren Losungen wurden mit NaOH auf pH 7,1 gebrache.

ERGEBNISSE

Os-Verbrauch in Rube (bei Vordehnung der Muskeln um 109/
wber die ,in vivo-Linge*)

Bei Winterfroschen (Dezember bis Januar) lagen die Ruhewerte zwischen 1,4 und
1,7 mm® pro g Frischgewicht und Minute. Muskeln von frischgefangenen Tieren im
April zeigten teilweise Werte bis zu 4 mm3/g und Minute. Der Og-Verbrauch der Sar-
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torien lag durchweg um 5 bis 109/¢ hoher als der der Recti abdom. Stirkere Schwan-
kungen traten wihrend der Laichzeit auf, wobei oft innerhalb weniger Tage wihrend
der Gefangenschaft die Werte bis unter 1 mm?/g und Minute absinken konnten.

Viele Muskeln zeigten, worauf im Abschnitt ,Methodik® schon hingewiesen
wurde, einen stindigen geringen Abfall des Ruhe-Og-Verbrauchs wihrend des Ver-
suchs. Der Abfall war im allgemeinen um so steiler, je hher die Anfangswerte lagen.
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Abb. 1: Og-Verbrauch und Spannungsverlauf (Mm. sartorii von Rana temporaria) in isotoni-

scher KCl-Losung nach einhalbstiindiger Vorbehandlung in «) Normal-Ringerlssung (NR),

b) Ringerlsung ohne CaCla. Es handelt sich um Mittelwertskurven aus 6 Versuchen. Die
mechanischen Kurven sind leicht schematisiert.

Auf Grund von Erfahrungen an vielen Einzeluntersuchungen konnte aus dem An-
fangsverhalten der weitere Verlauf der Oo-Verbrauchskurve in Ruhe ,extrapoliert®
werden (vgl. Abb. 4 und 5). Die Ruhewerte liegen im Mittel hoher als die von MevEr-
HOF (1925) an Winterfroschen gefundenen. Dafiir diirfte sowohl der ,Feng-FEffekt®
(Vordehnung der Muskeln) als auch der Priparationsreiz besonders bei den Anfang-
werten mitverantwortlich sein. Die Werte von 1,7 mm3/g und Minute fallen jedoch
noch in den Bereich der von BrecuT et al. (1952, 1955) mit der Quecksilbertropf-
elektrode bestimmten Ruheatmungsgréfien.
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Os-Verbrandh bei boher extracelluliver Kalinm-Konzentration

Die mit der Oo-Messung gleichzeitig erfolgende Registrierung der Muskelmechanik
(Zuckungen und Kontraktur) gestattete bel ErhShung der extracelluliiren K-Konzen-
tration einen Vergleich zwischen Anderungen der Atmung und des mechanischen Ver-
haltens. Bei hoher K-Auflenkonzentration scheinen die Steigerungen des Os-Ver-
brauchs von den ausgelSsten mechanischen Effekten abzuhingen (Zuckungen und Kon-
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Abb. 2: Os-Verbrauch des Rectus abdominis (Rana esculenta) wihrend einer Kaliumkontrak-

tur. Ausgezogene Kurve a : Og-Verbrauch (Ik. Ordinate); gestrichelte Kurve 5 : Spannungs-

verlauf (r. Ordinate). Beim Pfeil wurde die Ringerlosung flir 15 Minuten durch isotonische
KCl-Losung ersetzt. (Nach BrecHT et al. 1955.)

trakturen). Allein die sogenannten Nachkontrakturen, die unter (und nach) KCI-
Einwirkung besonders leicht bei tonischen Muskeln (Mm. recti) und in geringerem
Ausmafl bei phasischen Muskeln (Mm. sartorii) vorkommen, zeigten keinen nach-
weisbar erhbhten Og-Verbrauch, Ob Qg-Verbrauch und Spannungsentwidslung quanti-
tativ parallel gehen, ist noch offen, da bisher eine genaue quantitative Analyse wegen
der zu geringen Versuchszahl noch nicht erfolgen konnte, Die Grofie der Atmung hingt
bei hohen K-Konzentrationen nicht von der Grofe der durch KCl bewirkten Depolari-
sation ab. Bei anhaltender maximaler Depolarisation durch isotonische KCI-Losung
sinkt die Ruheatmung entsprechend der mechanischen Entkopplung relativ rasch nicht
nur zum Ausgangsniveau, sondern erheblich darunter ab. Dies ist besonders bei phasi-
schen Muskeln der Fall, die mit Normal-Ringerldsung vorbehandelt sind. Noch stdrker
ist der Effekt nach Ca-Verarmung, wodurch bei beiden Muskeltypen eine rasche
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mechanische Entkopplung eintritt. In all diesen Fillen erfolgen auf isotonische KCl
zuerst Finzelzuckungen beziehungsweise ein initialer Tetanus (BREcHT et al. 1961)
und dann eine mehr oder weniger rasche Erschlaffung. Entsprechend steigt der Os-
Verbrauch kurzzeitig an, um dann wieder, trotz weiterbestehender Depolarisation,
tief abzufallen (Abb. 1a und b). Anders liegen — wie wir frither schon gezeigt haben
(BrRECHT et al. 1955) — die Verhiltnisse, wenn man isotonische KCl nur kurzzeitig
einwirken lift (10-15 Min.) und sich der Muskel dann in normaler Ringerldsung
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Abb. 3: Og-Verbrauch und Spannungsverlauf (Mm. recti abdom. von Rana temporaria) in

isotonischer KCl-Losung nach einstiindiger Vorbehandlung in 4) Normal-Ringerldsung, b)

RingerlBsung mit 18 m mol/l CaCly (Mittelwertskurven aus 6 Versuchen). In « ist eine ,Nach-

kontraktur® zu beobachten, die als Ausdruck eines sogenannten plastischen Tonus ohne QOg-
Mehrverbrauch abliuft.

erholen kann. Hier ist der Op-Verbrauch noch ldngere Zeit erhdht, obwohl die Span-
nung schon weitgehend abgesunken ist (Abb. 2).

Es ist bekannt, dafl Ca™+t die Verkiirzung am K-depolarisierten, erschlafften
Muskel wieder ankoppeln kinnen beziehungsweise — wenn sie im Muskel angereichert
sind — die Entkopplung (Erschlaffung) einer K-Kontraktur iiber lingere Zeit ver-
z8gern oder verhindern kdnnen (BrecHT et al. 1961 u. a.). Die Untersuchungen zeig-
ten, dafl dabei auch der Op-Verbrauch grofler wird und linger erhdht bleibt (Abb. 3).
Nach Vorbehandlung der Muskeln in Ringerldsung mit beispielsweise 10fachem Ca-
Gehalt entfillt — wegen der Stabilisierung der Membran — unter isotonischer KCl-
Losung der initiale Tetanus, und die Spannung steigt langsamer an (BrecuT et al.
1961). Dem entspricht einmal eine Verzigerung des Op-Verbrauchsmaximums und
zum anderen — wegen des grofleren und lingeren mechanischen Effektes — eine iiber
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lingere Zeit erhdhte Atmung. Recti und Sartorii verhielten sich unter solchen Bedin-
gungen grundsitzlich Fhnlich.

Oy-Verbrauch bei Anderung der extracelluliren Cat*-Konzentration

Der Ca-Gehalt der Auflenldsung wurde zwischen Null und isotonischer CaClg-
Losung variiert. Die Muskeln befanden sich 30 Minuten in normaler Ringerldsung,
dann wurde auf die Lésung mit verdndertem Ca-Gehalt iibergewechselt.

Ca-Entzug fiihrt bei den Mm. recti von Rana temporaria (nicht von R. escu-
lenta!) zu einer langsamen schwachen (und reversiblen) Spannungsentwicklung. einer
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Abb. 4: Og-Verbrauch und Spannungsverlauf (Mittelwertskurven von 6 Mm. recti abdom.
von Rana temporaria) in Ca-freier Ringerldsung (NR-CaClg) nach einhalbstiindiger Vor-
behandlung in Normal-Ringerldsung (NR).

sogenannten Calciumentzugskontraktur (Brecur & PauscHINGER 1962, KurscHa
1963). Entsprechend steigt der Oz-Verbrauch maximal bis 109 (Abb. 4). Bei Sar-
torien fiihrt Ca-Entzug zu keiner Kontraktur, wohl aber — wegen der Labilisierung
der Membran — zum Auftreten von zunichst zahlreichen Spontanzuckungen der Ein-
zelfasern (BUrLerING et al. 1956), die mit zunehmender Depolarisation (nach 30-60
Min. und mehr) immer seltener werden. Ftwa parallel dazu liufl eine Steigerung des
0y-Verbrauchs bis zu maximal etwa 15 %/ (Abb. 5a).

Anders liegen die Verhiltnisse bei Erhshung der Ca*+-Konzentration der Auflen-
16sung. Bei Steigerung bis auf das 10fache (18 m mol/l CaClp) sind noch keine mecha-
nischen Effekte im Sinne einer ,Ca-Kontraktur® nachweisbar (Brecur et al. 1961,
Kurscua 1963). Trotzdem steigt der oxydative Stoffwechsel schon deutlich bei 5fach
und noch mehr (um etwa 20%/) bei 10fach Ca an. Interessant ist der Verlauf der Op-
Verbrauchskurven (Abb. 5b und c). Die Hauptsteigerung liegt innerhalb der ersten
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halben Stunde, dann erfolgt trotz weiter bestehender héherer Ca-Konzentration ein
Riickgang. Dieser erfolgt auch bei noch héheren Ca-Konzentrationen (20fach bis iso-
tonische CaCly) trotz der nun eintretenden Dauerverkiirzungen, meist sogar ziemlich
rasch, besonders bei isotonischer CaCly-Losung. In dieser Losung verliert der Muskel
in 30 Minuten etwa 10 %0 seines Frischgewichts.
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Abb. 5: Og-Verbrauch von 6 Mm. sartorii von Rana temporaria in: a) Ringerldsung ohne
CaClg, b) Ringerldsung mit 9 m mol/l CaClg, ¢) RingerlSsung mit 18 m mol/l CaCls. Vor-
behandlung in Normal-Ringerlgsung (NR).

DISKUSSION

Die Beziehungen zwischen dem elektrischen Zustand der Muskelfasermembran
einerseits und dem kontraktilen Mechanismus andererseits sind noch vielfach ungeklirt.
Man ist sich zwar einig dariiber, dafl normalerweise die Membrandepolarisation fiir
das Einsetzen des Verkiirzungsvorganges verantwortlich ist und daf} auch innerhalb
gewisser Grenzen die Grofe einer Dauerverkiirzung (Kontraktur) von der Grofe der
Depolarisation abhingt (Kutscaa 1963 u. a.). Eine Reihe von Beobachtungen legen
aber die Annahme nahe, dafl die Depolarisation der Membran nur der Trigger ist zur
Ausldsung von Folgereaktionen, durch die schliefflich der Kontraktionsmechanismus in
Gang gebracht und unterhalten wird. Glieder in diesem Kettenmechanismus sind viel-
leicht die H*-Ionen (Kurscua & BrecHT 1961, KuTscHa et al. 1964), von denen
nicht die Rede sein soll, sicherlich die Ca*t+-Ionen, iiber deren Wirkung hier berichret



238 K. BrecuT und S. SEEBER

wird. Entscheidend ist das Auftreten freter Catt im Innern der Muskelfaser, sei es,
dafl sie durch das Aktionspotential aus bestimmten Bindungsorten in Bruchteilen von
Sekunden freigesetzt werden (Zuckung), sei es, dafl sie bei lingerer Depolarisation
von oberflichlichen Schichten der Zelle bezichungsweise vom extracelluliren Raum in
tiefer liegende Reaktionsorte diffundieren, von wo aus der Kontraktionsmechanismus
ausgeldst und so lange unterhalten wird, als eine bestimmte Konzentration freier Cat+
vorhanden bleibt. Durch Bindung bezichungsweise Riickbindung der Ca™+ (Muskel-
eiweif}, Grana) oder — falls ein Gradient vorhanden — auch durch Abdiffusion an die
Oberfliche beziehungsweise in den extracelluliren Raum kann der Ca*+-Spiegel im
Innern so weit abfallen, daf} die mechanische Ankopplung insuffizient wird. Die vor-
liegenden Untersuchungen haben erneut gezeigt, dafl eine Depolarisation der Membran
allein weder bei tonischen noch bei phasischen Muskeln eine nennenswerte Kontraktur
auslosen! oder gar ldngere Zeit unterhalten kann. Dies ist nur mdglich, wenn geniigend
Ca*t zur Verfiigung stehen. Dabei ist es schwierig oder gar unmoglich, genaue quan-
titative Beziehungen zwischen der Grofle der Depolarisation, der Grofe und dem
Verlauf der Kontraktur und der Cat*-Ionenkonzentration aufzustellen, da die
Cat+ eine gegensitzliche Funktion haben: Sie {6rdern den durch die Depolarisation
angestoflenen kontraktilen Effekt, aber sie wirken — als Antagonisten zum Kalium —
hemmend auf die Depolarisation. Fiir die ,Kontraktur-Wirkung® des Calciums ist also
das Verhiltnis [K*]:[Ca**] mit entscheidend, nach NIEDERGERKE (1959) auflerdem
das Verhiltnis [Ca*+]:[Nat]?, da Ca und Na an Bindungsorten oberflichlicher
Schichten der Muskelzelle konkurrieren sollen. Der Finfluff des Ca auf den Verkiir-
zungsmechanismus bei Kontrakturen ist demnach sehr komplexer Natur. Man wird
daher auch keine einfachen Verhiltnisse erwarten diirfen, wenn man nach Beziehungen
zwischen Ca*+ und Stoffwechselprozessen sucht.

Bei Depolarisationskontrakturen (etwa Acetylcholin- oder Kalium-Kontrakturen)
ist nun — wie wir schon friiher beschrieben haben (BarTELS & BRECHT 1952) ~ auch der
oxydative Stoffwechsel erhdht. Es ist nicht bekannt, auf welchem Wege eine Steigerung
der Atmung wihrend der Kontraktur zustande kommt und wie sie der Kontrakeur-
grofe angepaBt wird. Die Depolarisation als solche konnte die Stoffwechselprozesse
direkt ausldsen und auch quantitativ bestimmen oder auch indirekt tiber den Kontrak-
tionsvorgang oder {iber Zwischenglieder, vielleicht iber die gleichen, die bei der elektro-
mechanischen Kopplung eine Rolle spielen. Fiir die Beantwortung dieser Fragen sind
besonders solche Versuchsbedingungen geeignet, bei denen definierte Anderungen des
Membranpotentials ohne Beteiligung mechanischer Effekte eintreten. Dies geht bei-
spielsweise an phasischen Skelettmuskeln durch Erhdhung der extracelluliren
K+-Konzentration auf zweierlei Weise: 1. Die Depolarisationen erfolgen schon bei
relativ geringen K+*-AuBenkonzentrationen ohne groflere mechanische Effekte. Es
treten nur Einzelzuckungen und kurze Zuckungssalven auf, aber keine Kontrakturen.
Nach etwa 1 bis 2 Minuten ist der Muskel unerregt und schlaff trotz weiterbestehen-
der K-Depolarisation. 2. Bei starker Erhdhung der K*-Konzentration (60-120 m
mol/l) erfolgt ein initialer Tetanus von erwa 30 bis 60 Sekunden Dauer, an den sich —
je nach Jahreszeit — eine fliichtige Kontraktur (im Sommer) oder eine iiber wenige

1 Die steile initiale Verkiirzung ist immer ein kurzer Tetanus (BrecHT et al. 1961).
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Minuten dauernde Kontraktur (im Winter) anschliefit, worauf der Muskel (Sartorius)
trotz starker Depolarisation, mechanisch ruhig bleibt2.

Die Resultate der Untersuchungen mit K*-Erhéhungen bis zu etwa 20 m mol/} sind
nicht einheitlich. Hrr & Howazrti (1957) haben die Untersuchungen von Soranpr
(1936) wieder aufgegriffen und durch Wirmeproduktionsmessungen am M. sartorius
(Rana temporaria) den depolarisierenden Einflufl erhdhter extracellulirer K-Konzen-
trationen auf den Energiewechsel untersucht (dort auch die dltere Literatur). Eine Er-
hohung der K+-Konzentration (2,5 m mol/l) der Ringerlosung auf das etwa zehn-
fache ruft eine lang dauernde Steigerung der Ruhe-Wirmeproduktion um das 10- bis
20-fache hervor, obwohl dabei keine nennenswerten mechanischen Effekte auftreten.
Die Verfasser vermuten, dafl eine teilweise Depolarisation der Oberfliche eine be-
grenzte Anderung der inneren Organisation der Zelle auslse, wodurch einige chemische
Reaktionen in Gang kommen, die auch sonst an der Erregungsiibertragung ins Innere
beteiligt sind. Da die Motorik nicht oder hochstens nur sehr kurz und — im Vergleich
zur Wirmeproduktionssteigerung — nicht nennenswert beteiligt ist, schliefen die Ver-
fasser auf eine vom kontraktilen Mechanismus unabhingige direkte Beeinflussung von
Stoffwechselvorgingen durch die Membranpolarisation. Zu einer anderen Ansicht kom-
men HEGNAUER et al. (1934) auf Grund ihrer Studien iiber den Op-Verbrauch bei er-
hohter extracelluliren K*-Konzentration. Sie finden eine enge Korrelation zwischen
Qg-Verbrauch und Mechanik und halten es fiir ,,hochst wahrscheinlich, dafl ein Anstieg
im Og-Verbrauch nur zu sehen ist, wenn eine Kontraktur stattfindet und daf}, umge-
kehrt, eine Kontraktur nicht abliuft ohne einen Anstieg des Stoffwechsels“. Eine quan-
titative Beziehung zwischen Og-Verbrauch und Verletzungspotential ist nicht zu
sichern, dagegen lauft nach Ansicht der Verfasser keine Kontraktur ab ohne Spaltung
von Keratinphosphat. Im Bereich bis 15 m mol/l extracellulires K wird die Spaltung
des Kreatinphosphats als ,,Schrittmacher® fiir den QOg-Verbrauch betrachtet, oberhalb
dieses Konzentrationsbereiches soll diese Rolle der Milchsiure zufallen. Die Milch-
saurewerte sind unterhalb 15 m mol/l K deshalb so niedrig, weil hier noch eine rasche
oxydative Beseitigung moglich ist. FLECKENSTEIN et al. (1961) haben neuerdings die
Spaltung energiereicher Phosphate unter dem EinfluR erhhter extracellulirer K*-
Konzentrationen untersucht. Auch sie finden eine enge Beziehung zwischen Mechanik
und Kreatinphosphatspaltung jedoch keine Korrelation zwischen der Depolarisation in
hoben K*-Konzentrationen und der Stoffwechselaktivitit.

Unsere eigenen Untersuchungen, iiber die hier berichtet wird, befassen sich nur mit
der Wirkung h o h e r (vorwiegend isotonischer) K*+-Konzentrationen auf den Og-Ver-
brauch phasischer und tonischer Muskeln3. Es zeigt sich ein deutlicher Parallelismus
zwischen Spanungsentwicklung und Og-Verbrauch. Sobald die mechanischen Effekte
(Tetanus und Kontraktur) voriiber sind — rasch bei den Sartorien, langsamer bei den
Recti — sinkt auch der Op-Mehrverbrauch trotz maximaler Depolarisation ab, oft unter

* Manchmal kénnen schwache sogenannte ,Nachkontrakturen® bestehenbleiben, die auf
plastischer Deformierung beruhen (RexcurL 1960) und keinen erhshten Og-Verbrauch erkennen
lassen (BrEcHT et al. 1955).

$ Untersuchungen iiber den Einflufl niederer K+-Auflenkonzentrationen (bis 30 m mol/l)
werden zur Zeit mit einer fortlaufend messenden Sauerstoffelektrode durchgefithre. Dariiber
wird an anderer Stelle berichtet werden.
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das Ausgangsniveau. Hier besteht also keine Beziehung zwischen Membrandepolari-
sation und Erhhung der Atmung, im Gegenteil, es scheint so, als ob die Atmung bei
bestehender maximaler K-Depolarisation zunehmend vermindert wird. Dies ist nicht
der Fall, wenn man nach erfolgter K-Kontraktur die isotonische KCl-Losung wieder
durch normale Ringerl8sung ersetzt. Hier bleibt die Atmung erhdht, obwoh! die mecha-
nische Spannung schon weitgehend abgeklungen ist (Abb. 2). Wir haben schon frither
(BrecHT et al. 1955) die Ursache fiir diesen verldngerten Oa-Mehrverbrauch in der
Wiederherstellung der normalen lonenordnung, der Struktur und der energetischen
Verhiltnisse der Zelle und ihrer Membran gesehen. Bei bleibender maximaler Depola-
risation kénnen solche Regenerationsprozesse offenbar nicht ablaufen, der Stoffwechsel
wird gehemmt. Einen dhnlichen Effekt fanden Smrta & Soranpt (1938) und Hirr
& HowarpT (1957) bel ihren Wirmemessungen an Sartorien: Unter hohen K*-Kon-
zentrationen erfolgt ein rascher Riickgang des Wirmeanstiegs, ein Phinomen, fiir das
die Autoren keine Erkldrung finden. Eine Reihe von Beobachtungen spricht jedoch
dafiir, dafl hierbei unter anderem das Ca eine Rolle spielt. Wihrend einer K-Depolari-
sation treten Cat+ (zum Teil als Komplexverbindung mit Phosphat) aus der Muskel-
zelle aus, vor allem wenn ein Konzentrationsgradient in die Aufenldsung besteht
(SuaNEs & BiancHr 1960, KoxeTsu & MivamMoTo 1961, ABoo et al. 1961). Dieser Ca-
Austritt ist besonders stark bei hohen K+-Konzentrationen und damit starker Depo-
larisation®. Die Folge davon ist einmal die bekannte elektromechanische Entkopplung
und in Parallele zu der Erschlaffung ein Abfall des Op-Verbrauchs. Daf} das Ca hier im
Spiele ist, zeigen die Versuche mit variiertem Ca-Gehalt. An Ca-verarmten Muskeln
(durch Baden in Ca-freier Ringerldsung) erfolgt die mechanische Entkopplung in isoto-
nischer KCl-L3sung duflerst rasch und ebenso rasch der Riickgang des Og-Mehrver-
brauchs, dem sich eine stirkere Abnahme der ,Ruheatmung “anschlieBt, so daff man
von einer ,Entkopplung der Atmung® sprechen konnte. Ein umgekehrtes Bild ergibt
sich bei Anreicherung der Ca*+ (Baden der Muskeln in Ca-reichen Ringerlosungen).
Hier werden — auch an phasischen Muskeln (Sartorius) — mit steigenden Ca**+-Kon-
zentrationen die Kontrakturen in isotonischer KCl kriftiger und linger (PauscHingEr
& BrecuT 1961); entsprechend ist auch der Og-Verbrauch erhht und verlingert.
Man darf aus diesen Befunden schliefen, dafi Ca**-Ionen nicht nur den Ver-
kiirzungsmechanismus, sondern auch den FEnergiestoffwechsel aktivieren. Diese An-
nahme wird durch neuere Beobachtungen gestiitzt. Die schon erwihnten Untersuchun-
gen von FLECKENSTEIN et al. (1961) iiber den Stoffwechsel energiereicher Phosphate
zeigen, dafl eine K-Depolarisation am calciumverarmten Rectus abdominis von Rana
esculenta nur von einer geringen Abnahme des Kreatinphosphats begleitet ist, Cal-
ciumanreicherung dagegen die Kreatinphosphatspaltung stark erhht. In gleichem
Sinne sprechen Glykolysestudien an Sartorien (Rana pipiens) von Kaye & Mowm-
MAERTS (1960): Die Aktivierung der Glykolyse bei ErhShung der extracelluldren
K-+-Konzentration ist von der Cat*-Konzentration abhiingig, woraus die Verfasser
auf einen Eingriff der Ca** in ein frithes Glied der glykolytischen Fermentkette
schliefen. Da sie mit relativ geringen K+-Mengen arbeiten (20 m mol/l), durch die an

4 Bei solch starken und lingeren Membrandepolarisationen treten auch andere Stoffe aus
der Zelle aus, unter anderem Fermente wie Aldolase (Zisrier 1958), wodurch wichtige Stoff-
wechselreaktionen lahmgelegt werden kdnnen.
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Sartorien keine nennenswerten und keine linger dauernden mechanischen Effekte auf-
treten, nehmen sie an, daf hier eine direkte Wirkung des Ca auf den Stoffwechsel
vorliegt, ausgeldst durch die Membrandepolarisation.

Mit dieser Feststellung ist die Frage nach den kausalen Verkniipfungen dieser
verschiedenen Vorginge aufgeworfen. Kein Zweifel besteht dariiber, daff die Depola-
risation weder die Mechanik noch den Stoffwechsel direkt ankoppeln kann. Dafiir sind
Kopplungsglieder notwendig, und Ca gehdrt dazu. Das Problem verschiebt sich zu der
Frage weiter, ob die Ca**-Ionen Mechanik und Stoffwechsel unabhingig voneinander
bzw. parallel zueinander aktivieren kbnnen. Da die Atmung als restitutiver Prozef
nicht die unmittelbare Energie fiir die Verkiirzung liefert und ihr daher auch nicht
vorausgehen kann, ist die Problemstellung anders als bei FLeckensTEIN et al. (1961),
die sich, ohne allerdings zu einer Entscheidung zu kommen — mit der Frage befaflten,
ob die Ca®7 nur die Spaltung von energiereichen Phosphaten aktivieren, woraus dann
die Verkiirzung resultiert, oder ob sie umgekehrt die Verkiirzung in Gang setzen,
wodurch sekundir erst die Spaltung von energiercichem Phosphat zustande kommt,
oder ob schlieflich die Cat+ beide Prozesse nebeneinander (und also auch unabhin-
gig voneinander) ankoppeln kOnnen. Hier fragt sich nur, ob ein Vorgang, der die
Verkiirzung auslést, auch die zur Erholung notwendigen energieliefernden Reaktionen
gleichzeitig (oder frithzeitig) in Gang setzen bzw. begilinstigen kann. Ein direkter
Beweis zur Beantwortung dieser Frage steht uns nicht zur Verfiigung, Man kann nur
versuchen, nachzuweisen, ob Ca tiberhaupt Stoffwechselprozesse auch unabhingig von
der Mechanik aktivieren kann. Fiir die Glykolyse, die auch zu den restitutiven Pro-
zessen gehort, haben dies — wie schon besprochen — Kaye & MommagrTs (1960) bereits
wahrscheinlich gemacht. Fiir die Atmung glauben wir durch die vorliegenden Ergeb-
nisse einige Anhaltspunkte im gleichen Sinne erbracht zu haben.

Nach Untersuchungen an unserem Institut (KuTscHa 1963) nehmen tonische und
phasische Muskeln des Frosches aus Ca-reichen Ringerldsungen (z. B. 18 m mol/l CaCly)
betrichtliche Mengen an Ca auf (bis auf das 2- bis 3fache des Grundgehaltes in 1 Stun-
de; vergleiche auch GiierT & Fenn 1957). In diesem Bereich treten noch keine Ver-
kiirzungen auf; diese erfolgen erst bei hoheren Konzentrationen (BRECHT et al. 1961,
Kutscua 1963) und werden dann immer weniger reversibel (Rigor). Das bedeuter,
dafl im Bereich relativ niederer Ca*+-Auflenkonzentrationen (bis etwa 20 m mol/l)
keine zur Kontraktion fiihrende Erhshung der Ca**-Ionenkonzentration erreicht
wird. Trotzdem erh&ht sich hier schon deutlich der Oo-Verbrauch, sowohl bei phasi-
schen als auch bei tonischen Muskeln. Worauf diese Atmungssteigerung beruht und
welche Vorgidnge daran beteiligt sind ist schwer zu iiberschauen. Sie kénnte durch
verschiedene andere, von Ca®+ beeinflufite Reaktionen (Kreatinphosphatspaltung,
Glykolyse) verursacht werden. GiserT & FENN (1957) vermuten eine Ca-Pumpe, die
Ca stindig nach aufen pumpt. Sie schliefen das unter anderem auch daraus, daf die
Ca-Ionenkonzentration nur sehr langsam ansteigt, wenn die Ca-Auflenkonzentration
erhoht wird. Der Energiebedarf der Pumpe wird bei Normalbedingungen auf etwa
190 des Ruhestoffwechsels geschiitzt; er steigt bei erhthter Ca-Aufenkonzentration.
In diesem Zusammenhang sind auch die Untersuchungen von Novorny & Vyskoci
(1963) tiber den Einflufl von Membran-stabilisierenden Stoffen auf den Ca®-Einstrom
in den Sartorius und den Og-Verbrauch bei Depolarisation mit 20 m mol/l Kalium zu
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nennen. Aus der gleichzeitigen Hemmung des Os-Verbrauchs und des Ca-Einstromes
durch Physostigmin und anderen Umstinden schlieflen die Autoren auf einen engen
Zusammenhang zwischen dem durch K+ erhohten Og-Verbauch und der Cat+-
Kinetik.

In den letzten Jahren ist die Existenz einer Ca®+-Pumpe nachgewiesen worden,
die durch Speicherung von Cat™ in den ,Erschlaffungsvesikeln® die Konzentration
freier Cat* im Innern der Muskelfaser regelt (FlasseLBacu & MakINOSE 1961, MAxI-
NosE & HasseLeacn 1963). Was an eindringenden Catt die ,duflere Cat™+-Pumpe®
nicht schaflt, wird von der ,inneren Ca*+-Pumpe®in den Erschlaffungsvesikeln {Grana)
konzentriert. Die Energie dazu wird zwar primir aus energiereichem Phosphat (FHas-
SELBACH et al. 1961), letzten Endes aber aus dem oxydativen Stoffwechsel bezogen. Die
in unseren Untersuchungen gefundene Steigerung der Atmung in einem Bereich von
Cat+-Auflenkonzentrationen (bis etwa 20 m mol/l), bei denen noch keine mechani-
schen Effekte zu beobachten sind, konnte zum Teil auf dieser aktiven Speicherung der
eindringenden Ca*t+ beruhen. Erst wenn alle Bindungsméglichkeiten von Ca erschdpft
sind, treten bei hoheren Cat+-Auflenkonzentrationen (36 m mol/l und héher) freie
Ca*++ in zunehmender Zahl auf und fithren bald zu unphysiologischen, irreversiblen
Zustinden sowohl im Bereich der Mechanik (Starre) als auch des Stoffwechsels (Hem-
mung der Atmung),

Nach den vorliegenden Beobachtungen und nach der Literatur ist an einer direkten
Beeinflussung von Stoffwedhselvorgingen durch Ca kaum zu zweifeln. Trotzdem 14t
sich die oben aufgeworfene Frage, ob und wie bei der Erregung (Depolarisation) frei-
gesetzte Cat™ direkt (aufler auf die Mechanik) auch auf verschiedene Stoffwechsel-
prozesse und speziell die oxydativen einwirken, noch nicht beantworten. Dazu sind
weitere Untersuchungen notwendig.

ZUSAMMENFASSUNG

Der Oy-Verbrauch phasischer und tonischer Muskeln (Sartorius und Rextus abdo-
minis, Rana temporaria) unter dem Einflufl hoher extracelluldrer K*+-Konzentratio-
nen wurde mit Hilfe der Platinelektrode intermittierend fortlaufend bestimmt bei
gleichzeitiger Registrierung der Mechanik. Es sollte besonders untersucht werden, ob
Bezichungen bestehen zwischen der Membrandepolarisation, der mechanischen Span-
nung und dem Energiestoffwechsel, und welche Rolle dabei die Ca*™ spielen. Die
wichtigsten Ergebnisse sind folgende:

1. Der Og-Verbrauch tonischer und phasischer Muskeln in isotonischer KCl-Losung
geht der Spanungsentwidklung (Tetanus und Kontraktur) parallel. Die Atmungs-
steigerung geht zuriids, sobald sich die Verkiirzung 18st. Trotz Weiterbestehens der
Dauerdepolarisation sinkt die ,Ruhe-Atmung® laufend ab. Wird dagegen die iso-
tonische KCl-Losung rechtzeitig durch Ringerldsung ersetzt, so bleibt die Atmung
noch einige Zeit gesteigert (restitutive Prozesse). Sogenannte ,,Nachkontrakturen®
als Ausdruck eines ,plastischen Tonus“ zeigen keinen Os-Mehrverbrauch.

2. Bei Ca-verarmten Muskeln sind in isotonischer KCIl-L&sung (ohne Ca) sowohl die
Spannungsentwicklung als auch die Atmungssteigerung stark reduziert, wihrend
umgekehrt beide Gréflen bei Ca-reichen Muskeln erheblich zunehmen.



Muskelstoffwechsel und Calcium 243

3. Wird dem Muskel in Ca-freier Ringerldsung Ca entzogen, so steigt der Og-Ver-
brauch mifig an, bei phasischen Muskeln wohl wegen der auftretenden Spontan-
zuckungen, bei tonischen Muskeln wegen einer schwachen Kontraktur (,Ca-Ent-
zugskontraktur® tonischer Muskeln von Rana temporaria).

4. Wird dem Muskel in Ca-reichen Ringerldsungen (9-18 m mol/l CaCls) Ca zuge-
fuhrt, so steigt die Atmung bereits deutlich an, noch bevor mechanische Effekte
erkennbar sind. Wird die Ca-Konzentration stirker erhdht (36 m mol/l bis isotoni-
schem CaCly), so erfolgt eine langsame, relativ schwache Spannungsentwicklung.
Dabei steigt der Os-Verbrauch voriibergehend an, um dann bald, trotz bleibender
Verkiirzung wieder laufend abzufallen (Rigor).

5. Der Og-Verbrauch zeigt Beziehung zur Mechanik, aber nicht zur Depolarisation
der Membran. Diese wirkt auf beide Gréflen unter Vermittlung von Kopplungs-
reaktionen, bei denen Ca®+ offenbar eine wichtige Rolle spielen. Es wird die Frage
diskutiert, ob es neben der elektro-mechanischen auch eine direkte Ca++-abhingige
elektro-respiratorische Kopplung in der Muskelzelle gibt. Die Beantwortung dieser
Frage bedarf weiterer Untersunchungen.
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