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or lower vol tage DC power  supply  wi th  appropr ia te  al tera-  
t ion of the  b ias ing  resis tors  if necessary.  I t s  opera t ion  is as 
follows: on arr ival  of a posi t ive  pulse grea ter  t han  5 V, 
T1 is t u rned  on and  T3 tu rned  off; on the  decay of the  
swi tching pulse, T1 is t u rned  off and T3 tu rned  on shor t ing  
the  electrodes and  thus  reducing electrode polar izat ion.  
The inclusion of T3 in th is  circuit  also insures t h a t  any  
cur ren t  leakages t h rough  T1 are largely shun t ed  away  
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A schematic drawing of the electronic switch for massive stiimflation 
described in the text. 

f rom the  muscle b a t h  (R3). T2 and T4 are control l ing 
t rans i s to rs  while R1 and  R2 are series cur ren t  regulators .  
The s t imulus  cur ren t  is ad jus tab le  by  means  of these  resis- 
tors  f rom 40 mA to 4 amp.  R4 is included to  mon i to r  
cur ren t  a t  a scale of 1 V per  amp.  

In  condi t ions  of co n s t an t  operat ion,  the  cur ren t  leakage 
across a 1 0 o h m  resistor,  subs t i t u t ed  for the  physiological  
sal t  solution, is less t h a n  0.10 mA, which  is too small  to  
cause percept ib le  physiological  changes  in the  muscle  
unde r  invest igat ion.  The rise t ime  of the  o u t p u t  of the  
swi tch  when  opera ted  wi th  the  o u t p u t  of a Grass $8 
s t imula to r  is 5 txsec; and is thus  ident ical  wi th  the  rise 
t ime  of the  swi tching pulse 5. 

Zusammen/assung. Es wird  ein schneller, t rans is tor i -  
s ier ter  Schal ter  ffir mass ive  Muskelre izung beschrieben.  
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V e r h a l t e n  d e s  E i s e n s t o f f w e c h s e l s  u n t e r  e x p e r i m e n t e l l e m  S t r e s s .  M e t h o d i k  z u r  B e s t i m m u n g  d e s  
~ m o n - h a e m  )) - E i s e n s  i m  G e w e b e  

Das nicht  aus dem Haem-Molekii l  s t a m m e n d e  Eisen im 
Gewebe wurde 1928 von  STARKENSTEIN und WEDEN 1 mi t  
heisser HC1 ex t rah ie r t  und  die Fa rb reak t ion  mi t  Thio- 
cyana t  ausgel6st. Nach Einf f ihrung der  Chromogene in 
die Diagnost ik  ~ 8 wurdc  die Ausarbe i tung  neuer  und 
empfindl icherer  Methoden  m6glich 9-~5, aber  gleichgiiltig, 
mi t  welcher  davon  wir auch arbei ten,  k o m m t  es jedoch 
htiufig vor, dass die e rha l tenen  Ergebnisse  schlecht  re- 
p roduz ie rbar  s ind ~~ Aufgrund  unserer  E r f ah rungen  be- 
ruh t  die St reuung der  Ergebnisse  haupts~ichlich darauf,  
dass  im Verlauf der  E x t r a k t i o n  mehr  oder  weniger  H a c m -  
Eisen ebenfalls  f reigesetzt  wird und  die zum op t ima len  
Ablauf  der Fa rb reak t i on  n6tige pH-E ins t e l l ung  er- 
schwert ,  sowie dass ausfal lende Lipide die zu foto- 
met r ie rende  Farb l6sung  eintr i iben k6nnen.  

Die im folgenden mi tge te i l t e  E i s e n b e s t i m m u n g  im 
Gewebe besei t igt  die erw/ thnten M~ingel. Die E x t r a k t i o n  
erfolgt  mi t  4%iger  heisser HC1, die Ente iweissung  wird in 
ebenfalls  heissem Milieu mi t te ls  Trichloressigs~ture und 
die Fa rb reak t ion  mi t  sul fonier tem B a t h o p h e n a n t h r o l i n  
durchgefi ihr t .  

Reagenzien, L&ungen, Aus/iihrung. S~mtliche Reagen-  
zien von p.a. Re inhe i t sg rad  wurden  in durch  Glasdesti l la-  
t ion eisenfrei g e m a c h t e m  Aqua dest .  gel6st. Die zu den 
Bes t i nnnungen  ve rwand te  Glasware mach t en  wir in 6 N  
H N O  3 eisenfrei. 10%ige HC1, 33~ Trichloressigsgure,  
hergeste l l t  aus redest i l l ier ter  Substanz.  (~A-L6sung~), 1% 
Askorbinsgure  en tha l t endes  0 ,4M Na~HPO~ in 1N 
NaOH,  hergeste l l t  u n m i t t e l b a r  vor  Verbrauch .  ((B- 
L6sung~, Ba thophenan th ro l ind i su l fonsgure  als Di-Na-  
t r iumsalz  in 0 ,4M P h o s p h a t p u f f e r  yon p H  5,5. Die Sul- 
fona t ion  wurde  nach  WATKINS und B U T L E R  16 durchge-  

fiihrt.  Das cn t s t andene  l ) i -Nat r iumsa lz  16stcn wir in 
10 ml Aqua  dest.  und  s te l l ten mi t  konzen t r ic r tc r  HC1 
auI pH -- 5,5 ein. 1)iese S tanmfi6sung  wurde  vor  Verwcn-  
dung  mi t  2,8~ NaoHPO4•  2H20 , 13,05%igem 
KH2PO 4 und Aqua dest .  im Verh~iltnis I : 1 : 4 : 4 versetz t .  
Die Phospha t l6sungen  m a c h t e n  wi t  nach JONES ~7 mi t  in 
redes t i l l ie r tem Chloroform gel6stem 8-Hydroxych ino l in  
eisenfrei. Fa rb reagens :  Mischung yon  ,A))- und ,B~)- 
L6sung im Verh/i l tnis  1:2. E i s en s t an d a rd :  200 txg Fe/  
100 ml in 6,6~ Trichloressigs~iure und 3,2% HC1 ent-  
ha l t ende r  L6sung. Lee rwer t -L6sung  wie S tandard -  
L6sung, nur  ohne Eisen.  
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Die zu u n t e r s u c h e n d e n  Organe  w u r d e n  n a c h  E n t n a h m e  
u n t e r  f l iessender  phys io logischer  Kochsa lz l6sung  ge- 
re in ig t  u n d  zwischen F i l t e r pap i e r  ge t rockne t .  E i n  genau  
abgewogenes  Gewebestf ick,  im  a l lgemeinen  m i t  e inem 
Gewich t  zwischen 0,3 u n d  0,4 g, wurde  in der  11fachen 
Menge A q u a  dest.  homogen i s i e r t  (U l t r a -Tur rax ,  J a n k e  
u n d  Kunke l ,  S t au fe n  i. Br.) und  3 ml  des Homogen i sa t e s ,  
das  e iner  Gewebeme nge  yon  0,25 g en t sp r i ch t ,  in  ein 10 ml  
fassendes  ka l ib r i e r t e s  Z e n t r i f u g e n r 6 h r c h e n  m i t  Schliff- 
s t6psel  i ibe r t ragen ,  in  d e m  sich bere i t s  2,0 m l  HC1 be- 
fanden .  Die 4% H C l - e r h a l t e n d e n  H o m o g e n i s a t - P r o b e n  
w u r d e n  s o d a n n  fiir 30 ra in  in  ein W a s s e r b a d  v o n  85 ~ ge- 
b r a c h t  u n d  n a c h  jeweils  5 ra in  gr i indl ich  gemisch t .  N a c h  
schnel le r  A b k i i h l u n g  m i t  Le i tungswasse r  zen t r i fug ie r t en  
wir  die P roben .  Je  2,0 ml  des tZbers tandes  w u r d e n  in ein 
W a s s e r m a n n r 6 h r c h e n  i iber t ragen ,  m i t  0,5 m l  Tr ich lor -  
essigs/iure verse tz t ,  n a c h  gr i indl icher  Mischung  fiir 15 rain  
in das  oben  e rw/ ihn te  W a s s e r b a d  g e b r a c h t  n n d  n a c h  
rascher  A b k i i h l u n g  e r n e u t  zent r i fugier t .  Zur  Aus l6sung  
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7ugesetz~s Hgl~-Osen 
Kalibrationskurve und ~non-haem*-Eisengehalt in Gewebeproben 
nach Hgb-Eisenzusatz. (A) Kalibrationskurve. 200 btg Fe ent- 
sprechen 800 b~g/g Eisengehalt im Gewebe. (B) Eisengehalt identischer 
Leberhomogenisatproben nach Zusatz versehiedener Mengen yon 
Hgb-Eisen. 

Recovery-Messungen (A) Rfickmessung des zu Rattenleberhomo- 
genisat zugesetzten Eisens 

Rattenleber Zugesetztes Kalkuliertes Gemessenes *Recovery* 
(g) Fe (btg) Fe (b~g) Fe (btg) (%) 

- 25,0 25,0 
0,25 - 24,3 

0,25 12,5 36,5 35,7 97,8 
0,25 25,0 49,0 50,8 103,4 
0,25 50,0 74,0 77,2 104,3 
0,25 100,0 124,0 124,0 100,0 
0,25 200,0 224,0 214,0 95,0 

(B) Eisengehalt verschiedener Mengen desselben Rattenmilzhomo- 
genisates 

Rattenmilz Zugesetztes Kalkuliertes Gemessenes ~r Recovery,> 
(g) Fe (b~g) Fe (b~g) Fe (b~g) (%) 

- 25,0 25,0 
0,5 - -55,0 

0,1 25,0 36,0 36,7 102,1 
0,2 25,0 47,0 45,2 96,1 
0,3 25,0 58,0 56,8 98,0 
0,4 25,0 69,0 71,9 104,2 

der  F a r b r e a k t i o n  p i p e t t i e r t e n  wir  in  W a s s e r m a n n r 6 h r c h e n  
0,5 ml  des g e w o n n e n e n  tAberstandes,  bez iehungsweise  
0,5 ml  A r b e i t s s t a n d a r d ,  bez iehungsweise  0,5 ml  Lee rwer t -  
16sung u n d  se tz t en  1,5 ml F a r b r e a g e n z  zu. N a c h  gr i ind-  
l i chem Mischen  des R 6 h r c h e n i n h a l t s  l iessen wir  die 
R 6 h r c h e n  15 min  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  s t ehen  und  lasen  
d a n n  die E x t i n k t i o n e n  des A r b e i t s s t a n d a r d s  und  de r  
P r o b e n  gegen die des Lee rwer t s  bei  535 n m  Wellenl/~nge 
a m  S p e k t r o f o t o m e t e r  ab. Den  E i sengeha l t  yon  1,0 g 
Gewebe  e r r e c h n e t e n  wir  so, dass  wi r  den  Q u o t i e n t e n  de r  
E x t i n k t i o n e n  der  G e w e b e p r o b e n  und  des A r b e i t s s t a n -  
da rds  m i t  der  a n g e w a n d t e n  V e r d i i n n u n g  (50) und  d e m  
e ingemessenen  E i s engeha l t  des A r b e i t s s t a n d a r d s  (1,0 lzg) 
mul t ip l i z ie r ten ,  das  he iss t  

Ext inkt ion Probe 
btg Fe/1,0 g Gewebe Extinkt ion Standard )< 50. 

W i r  m 6 c h t e n  d a r a u f  a u f m e r k s a m  machen ,  dass  sich eine 
E in s t e l l ung  des s o g e n a n n t e n  Gewebe-Leerwer ts ,  der  an-  
stelle y o n  F a r b r e a g e n z  e inen  0 , 4 M  P h o s p h a t p u f f e r  en t -  
ha l t ,  er i ibr igte ,  well  der  Trichloressigs~ture e n t h a l t e n d e  
l~be r s t and  i m m e r  k r i s t a l l k l a r  und  farb los  war,  auch  w e n n  
sehr  b lu t r e i che  Gewebe zur  A u f a r b e i t u n g  kamen .  Zu r  
1Kontrolle der  M e t h o d i k  h a b e n  wir  folgende Versuche  
du rchge f i i h r t :  25, 50, 100 n n d  200 btg Eisen  in je 0,5 ml  
V o l u m e n  g a b e n  wir  zu je 0,5 m l  e iner  4~ HC1 bezie-  
hungsweise  zu HC1 und  R a t t e n l e b e r h o m o g e n i s a t  en t -  
h a l t e n d e n  Proben .  Als <~Recovery~>-lV[essung f i ih r ten  wir  
die Me thode  m i t  je 5 ml  Homogen i sa t -HC1-Gemisch  
durch,  wobei  die E inze lp robe  je 25 ~zg exogenes  Eisen  u n d  
0,1 bez iehungsweise  0,2 bez iehungsweise  0,3 bez iehungs-  
weise 0,4 bez iehnngsweise  0,5 g R a t t e n m i l z g e w e b e  in 
4%ige r  HC1 enth ie l t .  Die even tue l le  S t6 rw i rkung  von  aus  
H a e m o g l o b i n  s t a m m e n d e m  Eisen  u n t e r s u c h t e n  wir, in- 
d e m  wir  100 bis  500 btg Haemog lob ine i sen  und  jeweils die 
gleiche Menge R a t t e n l e b e r h o m o g e n i s a t  e n t h a l t e n d e  Pro-  
ben  in i n s g e s a m t  5 ml  4 % i g e m  HC1-Milieu auf  ih ren  Ge- 
h a l t  a n  ~non-haem>>-Eisen u n t e r s u c h t e n .  

Ergebnisse, Dishussion. W i r  h i e l t en  es fiir a n g e b r a c h t ,  
bei  der  <~non-haem~>-Eisenbestimmung im Gewebe Eisen-  
e x t r a k t i o n  in he issem HC1-Milieu ],1~ m i t  dem E i s e n n a c h -  
weis d u r c h  B a t h o p h e n a n t h r o l i n  ~'8 zu ve rb inden .  Die 
g i ins t igs ten  Ergebn i s se  k o n n t e n  wir  d a n n  erzielen, w e n n  
wi t  n a c h  de r  ob igen  Aus f i ih rung  vorg ingen ;  so is t  es ge- 
lungen,  die e ingangs  erw/~hnten M/ingel zu umgehen .  Wie  
die F i g u r  u n d  die Tahel le  zeigen, s ind die Ergebn isse  gu t  
r ep roduz i e rba r  : die (~ R e c o v e r y ,  l iegt  zwischen 95, 5 % u n d  
104, 3 % u n d  die K a l i b r a t i o n s k u r v e  ver lguf t  im  m e s s b a r e n  
Abso rp t i onsbe re i ch  l inear .  Verh/ i l tnismAssig grosse l~en-  
gen H g b - E i s e n  bee in f lus s t en  weder  die Spezifit/~t noch  
die E m p f i n d l i c h k e i t  des Reak t ionsab laufes .  Die Abwei-  
chung  der  Ergebn isse  der  rou t inem~ss ig  du rchge f i i h r t en  
P a r a l l e l b e s t i m m u n g e n  v o n e i n a n d e r  lag in 97% der  FSJle 
zwischen 0 u n d  4%,  in den  res t l i chen  3% der  F/~lle zwi- 
schen  5 u n d  10%. E i n e  E i n t r i i b u n g  des zu fo tome t r i e r en -  
den  F a r b g e m i s c h e s  k o n n t e n  wir  be i  unserer  Aus f i i h rung  
n iemals  b e o b a c h t e n .  

Summary. The  n o n - h a e m i n  i ron was e x t r a c t e d  f rom 
t issues  b y  h o t  hydroch lo r i c  ac id  and  d e t e r m i n e d  b y  sul- 
p h o n a t e d  b a t h o p h e n a n t h r o l i n  d i sod ium salt .  Th i s  m e t h o d  
is of r easonab le  sens i t iv i ty ,  no t  inf luenced b y  haemo-  
g lobin  i ron and  gives wel l - reproducible  results .  
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