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I

Weil die Energie aller bekannten energieliefernden Stoffwechselprozesse im energiereichen
Phosphat des Adenosintriphosphats (ATP) eingefangen wird, wird meist angenommen, dass die
ATP-Spaltung die unmittelbare Energiequelle der vitalen chemischen, mechanischen und osmotischen
Arbeit seil. Diese Annahme ist fiir den Arbeitsaufwand chemischer Synthesen und Reduktionen
vielfiltig bewiesen!.

Erst in jungster Zeit ist es dagegen gelungen, zu zeigen, dass auch fiir die mechanische Arbeit
des Muskels der ganze energieliefernde Stoffwechsel entbehrlich ist, falls den kontraktilen Muskel-
proteinen ATP angeboten wird?3.4,

Es ist von Interesse zu erfahren, ob das gleiche auch fiir die iibrigen Formen vitaler mechanischer
Arbeit gilt. Deshalb wurde gepriift, ob es méglich sei, ATP als Betriebsstoff fiir die folgenden 4
typischen Fille zu verwenden: 1. fiir die Zellkontraktion, durch die sich epitheliale wie fibroblastische
Gewebekulturzellen auf die Teilung vorbereiten; 2. fiir die Chromosomenbewegung in der Anaphase;
3. fiir die Zytoplasmadurchschniirung nach abgeschlossener Kernteilung; 4. fiir Geisselbewegungen.

Diese Priifung ist auch deshalb wichtig, weil schon sehr lange erértert wird, wie weit den Bewe-
gungen der Zellen und der Muskeln der gleiche Fundamentalprozess zugrunde liegt (HEIDENHAINS,
HiLL®, BRacuET?). Dass nicht nur die Muskelkontraktion sondern auch manche Zellbewegungen durch
hohen mechanischen Druck beeinflusst werden, ist von MARSLAND® beobachtet worden. Ebenfalls
aus den letzten Jahren stammen Untersuchungen mit dem Ziel, fiir die Zellbewegung einc dhnliche
Bedeutung des ATP wahrscheinlich zu machen wie fiir die Muskelbewegung—und zwar von
GoLDACRE UND LorcH? und besonders von LETTRE, LETTRE verwendete wahlweise und kombiniert
Atmungs- und Glykolysegifte, um Fibroblastenkontraktionen herbeizufithren oder unméglich zu
machen. Er ordnete auf Grund der bekannten Zusammenhinge zwischen Atmung, Glykolyse und
ATP-Resynthese den Giftwirkungen in plausibler Weise Minderung oder Vernichtung des zelluliren
ATP-Bestandes zu. Er kam so zu der Folgerung, dass die Abrundung ven ausgebreiteten Fibro-
blasten zu kugligen Zellen durch cine Herabsetzung der ATP-Spiegels bewirkt werde, wiihrend
vollstdndige Vernichtung des ATP-Bestandes die Zellen unbeweglich mache.

Doch ldsst sich auch direkt zeigen, dass fiir die Zellbewegungen der ganze energieliefernde
Stoffwechsel ebenso entbehrlich ist wie fiir die Muskelkontraktion, falls nur AT anwesend ist.

11

Denn die Motilitit der Zellen tiberdauert den Tod der Zellen wie die Motilitit der
Muskeln deren Tod iiberdauert, falls bei der Tétung dic kontraktilen oder motorisch
wirksamen Strukturen intakt bleiben. Werden Gewebekulturen durch Extraktion mit
wissrigen Glycerinlosungen abgetétet und von ihren Kristalloiden und einem Teil ihrer
Kolloide befreit, so bleiben sie bei Aufbewahrung in 50%igem Glycerin (Vol. %) iiber
Monate fahig, anf ATP-Zusatz bestimmte Zellbewegungen auszufiihren.

Dies gilt fiir 1. Hithnerfibroblasten aus Amnion, Sclera, Milz, subcutanem Bindegewebe, Skelett-
und Herzmuskel sowie Osteoblasten; 2. fiir Fibroblasten aus lymphogranulomatésem Lymphknoten
des Menschen; 3. fiir Epithelzellen aus Amnion, Retina und Epidermis des Huhnes und 4. in der
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Kultur iiberlebende Zellen aus Ehrlich-Ascitestumor der Maus. Modelle aus Epithelzellen sind nur
beweglich, wenn sie nicht im Verband liegen.

Die Zahl der voraufgegangencn Passagen des betretfenden Gewebestammes in vitro ist ohne
Einfluss.
Wir bezeichnen die in dieser Weise extrahierten Zellstrukturen fernerhin als Zellmodelle-— in

Analogie zu den Fasermodellen aus quergestreiften oder glatten Muskeln.

111

In Modellen, die aus Zellen in den mittleren Stadien der Anaphase hergestellt sind
(vergl. Fig. 1a}, bewegen sich die Chromosomensitze in einer geeigneten z.B. 1.5-10-3 1/
ATP-Losung (0.21 u, pH 7.1) auseinander (Fig. 1b) — nicht selten weit iiber das
physiologische Mass hinaus. Infolgedessen reisst die Zelle nicht selten bis auf den Spindel-
kérper durch. Solche exzessiven Anaphasenbewegungen finden sich allerdings nur, wenn
eine gewisse Verfestigung des umgebenden Cytoplasma aufgehoben wird, die sich
wihrend der Glycerinextraktion einstellt. Art und Ausmass der Bewegung sprechen
dafiir, dass das hier beobachtete Auseinanderweichen der Chromosomensitze nicht

Fig. 1. Anaphasebewegung am Zellmodell durch ATT. (Subcutisfibroblast). Ionenstirke o.2r1 g,
pH 7.1, 37° C. a. ohne ATP; b. 5 min. nach Zugabe von 1.5-10=3 M ATP.

durch einen Zug von den Spindelpolen her erfolgt, sondern durch einen Druck des inter-
chromosomalen Anteils des Spindelapparates. Dies steht in Ubereinstimmung mit den
Folgerungen, die BELAR! schon vor langer Zeit aus gewissen Beobachtungen an
lebenden Zellen zog.

v

Fiir den hier beschriebenen zweiten Teil der Anaphasebewegung ist also ATP der
unmittelbare Betriebsstoff. Der oxydative oder glykolytische Zellstoffwechsel, der fiir
den Ablauf dieser Bewegungen in der lebenden Zelle unentbehrlich ist, dient offenbar
nur der notwendigen Synthese oder Resynthese des ATP.

Ferner beweist der Modellversuch, dass die geschilderte Bewegung auf der Er-
zeugung eines vektoriellen Drucks durch eine Reaktion zwischen kolloidaler Struktur
und ATP beruht, und nicht auf einem Wachstum des interchromosomalen Spindel-
anteils durch Einbau von Protein, wie es bisher fiir méglich gehalten wurde. Dies
bedeutet aber gleichzeitig, dass der Mechanismus des zweiten Teils der Anaphase-
bewegung von dem Mechanismus der Muskel- und Zellkontraktion verschieden sein muss.
Liteyatur S. 194.
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v

Der Anaphasebewegung des Modells
unter ATP folgt nicht selten der Beginn
der Durchschniirung’ des Cytoplasma
(Fig. 2a,b). Hier mag es sich um eine
Kontraktion zirkuldrer dquatorialer Fila-
mente handeln. Doch ist diese Modell-
bewegung noch nicht niher analysiert.

Auch die abgetrennten Schwinze
durch Saponin oder durch Extraktion
abgetoteter Spermatozoen fithren noch
nach 2-wéchiger Aufbewahrung in Gly-
cerin ihre typischen Geisselbewegungen
aus, wenn sie mit ATP durchtrinkt
werden. Die Frequenz der Bewegungen,
nicht die Bewegungsgrdsse nimmt dabei
mit steigender ATP-Konzentration zu.
Es ist eine spezielle Fahigkeit dieses
Modells — und nur dieses Modells —
unter ATP spontan rhythmische Bewe-
gungen auszufithren statt einer einma-
ligen Kontraktion. Das Proteinsystem
scheint hier komplexer zu sein, Infol-
gedessen ist die Flagellabewegung nicht
unmittelbar mit der Bewegung der

; ; Fig. 2. Cytokinese am Zellmodell durch ATP
g;lﬁk}fiilrrr;g(eiillsszslzc\;lezg;;l.cl}llfgl-e ﬁgfézgvii (S(%leraﬁbrl)blast). I'onenstéir_ke o.12 u, pH 75
37°C. a. ohne ATP; b. 5 min. nach Zugabe von

gung durch ATP. 1.5-107% M ATP.

VI

Die Bewegung, durch die aus der immer flachen und hiufig sehr langen Interphaseform der
Fibroblasten kurz vor der Kernteilung eine fast kugelférmige Zelle wird, sieht wie eine Kontraktion
aus. Doch ist keineswegs allgemein anerkannt, dass die kontraktilen Strukturen selbst sich gerade
in diesem Augenblick zusammenziehen. So vertritt LETTRE1? die Meinung, dass der Ubergang von
der ausgebreiteten in die Kugelform auf der Erschlaffung der kontraktilen Elemente beruhe. Er
zieht diesen Schluss, um zu erkliren, dass die Abkugelung der Zelle gerade durch solche Stoffwechsel-
bedingungen ausgeldst werden kann, unter denen ein Absinken des ATP-Spiegels zu erwarten ist.
Er nimmt deshalb an, dass die kontraktilen Elemente den Zellinhalt einhiillen und durch seitlichen
Druck wihrend der Interphase die Zelle strecken. Eine solche Mechanik bereitet der Vorstellung
keine Schwierigkeiten, wenn die Zelle in der Interphase die Form einer Spindel mit rundem
Querschnitt hat. Die von LEw1s1? vorgeschlagene und von LETTRE iibernommene Art der Mechanik
ist aber schwer vorstellbar, wenn die Zelle in der Interphase die Form eciner flachen, angenihert
isoradialen Scheibe hat (vgl. Fig. 3a).

Der Modellversuch zeigt, dass auf ATP-Zusatz alle Zellmodelle aus der Interphase-
form in die Kugelform tibergehen — gleichgiiltig, ob sie in der Interphaseform mehr
langliche oder mehr runde Scheiben waren (vgl. Fig. 3, 4).

Werden die Modelle durch Einbettung in fibrinreiches Medium in der Ausgangs-
form festgehalten, so werden die Zellmodelle durch die Gewalt der Kontraktion zerrissen
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(Fig. 5). Und selbst bei Einbettung in
verdiinntes Plasma bleibt bei der Kon-
traktion sehr hdufig die Zellmembran
zurtick, sodass auf dem Weg der kon-
trahierten Zelle der urspriingliche Zell-
umriss noch schattenhaft sichtbar ist.
Die Formidnderung der Zelle erfolgt
also mit emner Kraft, die gut durch eine
aktive Kontraktion, aber nur schwer
durch eine Erschlaffung kontraktiler
Elemente erklirbar ist. Da bekanntlich
auch viele Arten von Muskelmodellen
sich bei der Entwicklung der isome-
trischen Maximalspannung selbst zer-
reissen, scheint das Verhiltnis von
isometrischer Maximalspannung zur
Zerreissfestigkeit fir Muskel- und Zell-
modelle gleich zu sein.

Fig. 3. Kontraktion von Zellmodellen durch

ATP (Amnionfibroblasten). Ionenstérke o.14

u, pH 7.0, 37° C. a. ohne ATP; b. 12 min.
nach Zugabe von 21073 M ATP.

b

Tig. 4. Wie Fig. 2. a. ohne ATP’; b. 12 min. nach Zugabe von 2-1073 W ATDP.

Literatur S. 194.
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Iig. 5. Isometrische Kontraktion von Zellmodellen durch ATP (Sclerafibrobl.). Die Zellmodelle
werden durch Erhéhung des Plasmagehalts im Ziichtungsmedium an der Verkiirzung gehindert.
Ionenstarke o.17 g, pH 7.2, 377 C. a. ohne ATI’; b. 12 min. nach Zugabe von 8-1073 M ATP.

VII

Da die maximale isometrische Spannung der Zellmodelle nicht gemessen werden kann, wurden
dic quantitativen Angaben durch Messung der relativen Verkiirzung (471 x 100/L, L = Ausgangs-
lange) an langgestreckten Zellmodellen gewonnen. Die Messung der Verkiirzung statt der Spannungs-
zunahme hat allerdings einen Nachteil: Da die Zellmodelle ebenso wiec Muskeln?! und Muskelmodelle22
nicht in der lage sind sich aktiv zu verlingern, kann nicht fest gestellt werden, wie weit die Zell-
kontraktion reversibel ist.

Quantitative Angaben iiber die Abhingigkeit der Verkiirzung der Zellmodelle von den unab-
hingigen Variabeln (Konzentration des ATP, der Tonen, der Gifte usw.) sind nur dann richtig, wenn
die Diffusionsstrecke des ATD kleiner ist als die WaRBURG sche Grenzschichtdicke. Diese Bedingung
ist fiir die Zellmodelle (vertikaler Durchmesser <(5 u) offenbar gewahrt, solange die ATP-Konzen-
tration nicht kleiner ist als 1- 103 M. Denn das Ausmass der Verkiirzung wird durch Steigerung der
ATP-Konzentration iiber 1-1073 M hinaus nicht mehr erhéht.
Das aber sollte der Fall sein, wenn das ATP in der Konzentra-

tion 1-1073 W den Mittelpunkt der Zelle nicht erreicht, weil das 80
ATP bereits unterwegs restlos gespalten wird. Ergebnisse fiir &% o a
ATP-Konzentrationen kleiner als 10-3 M werden infolgedessen in 2
der Regel nicht angefiihrt. J 50
g
R . .. . . 2
Die Verkiirzung der Zellmodelle hiingt in der gleichen 4
charakteristischen Weise von der ATP-Konzentration ab 40
wie die Verkiirzung, die Spannung und die ATP-Spaltungs- g

rate der Muskelmodelle. Alle diese Aktivititen aller dieser
Modelle fallen oberhalb einer bestimmten ATP-Konzentra-
tion durch Eigenhemmung des Substrates ATP steil ab.
Dieser Bereich der Eigenhemmung, der sogenannte iiber- h 3 o )
optimale Bereich der ATP-Konzentration beginnt fiir (ATP] x 1079m
Modelle aus Fibroblasten und Skelettmuskeln bei 20° C,  LFig- 6 Abhangigkeit der Kon-
. N . . traktion von der Temperatur:
neutraler Reak.txlgn und anpahernd physiologischer Ionen- i o¢ (33); + 4°C (0). Tonen-
stirke etwa bei Uberschreitung einer ATP-Konzentration stirke o0.13 u, pH 7.z, Sclera-
von 1072 M. Mit wachsendem pH, wachsender Ionenstirke ﬁbmblaStentri?il;?t’ 8 Tage ex-
und fallender Temperatur verschiebt sich diese Grenze ’
fiir Zell- und Muskelmodelle in gleicher Weise auf niedrigere Werte der ATP-Konzen-
tration (Fig. 6).
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Im Bereich optimaler ATP-Konzentrationen ist die maximale Verkiirzung der Zell-
modelle der maximalen Verkiirzung der Muskelmodelle gleich. Sie betragt bei Tempera-
turen zwischen etwa 20 und 37° C bei beiden Objekten

70-809% der Ausgangslinge (vgl. Fig. g). Bel Erniedri- sol-
gung der Temperatur auf o° C sinkt der Betrag der h
maximalen Verkiirzung fiir dic Zellmodelle wie fir ‘; *
Muskelmodelle? und lebende Muskeln? auf ungefahr 540F
drei Viertel der maximalen Verkiirzung, die bei §
. . . X x

20-37° C erreicht wird (Fig. 6). 8 20k \

Auch mit optimaler ATP-Konzentration nimmt
die maximale Verkiirzung steil ab, sowie die Reaktion ¥ L 1 '

der Losung deutlich von pH 7 abweicht (Fig. 7). Auch 5 5 7 8

g 9
dies ist bei Faser- wic Fadenmodellen des Muskels ’

ihnlich. Fig, 7, Abhingigiels dor Konerak
Nur die Geschwindigkeit der Verkiirzung ist fiir  konzentration. Sclerafibroblasten

die Zellmodelle viel kleiner als fiir Muskelmodelle. i::’li ;f’lgaﬁe ;;‘fr%hieg;rllg’]“e:

Verkiirzen sich die Zellen in einem Koagulum, das 25% 2.5-10-3 M.

Hithnerplasma enthilt, so ist die Abrundung der Zell-

modelle bei 20 C° in 35 min (Halbwertzeit etway min), bei 37° C in knapp 1o min

abgeschlossen. Der Temperaturkoeffizient der Verkiirzungsgeschwindigkeit scheint

demnach — dhnlich wie der der Muskelkontraktion — etwa 2 zu betragen.

VIII

Ausser durch ATP kann die Kontraktion der Zellmodelle — wie die Kontraktion
der Muskelmodelle?:*> — nur durch ITP (Inosintriphosphat) betrieben werden. Pyro-
phosphat bis zu einer Konzentration 2-10-2 M, Adenosin-3-phosphat und m-Inositol-
hexaphosphat bis 1-10-% M sowie Triphosphat und sog. Hexametaphosphat bis 5+ 10-3M
sind als wirkungslos erprobt.

Vollig gleichartig ist fiir die Kontraktion der Muskel- und Zellmodelle auch die Art,
wie einerselts ITP und Mg+? und andererseits ATP und Mg+? zusammen wirken. Es ist
vom Muskel schon lange bekannt, dass eine Modellkontraktion durch ITP nur dann
auftritt, wenn Mg-Tonen in hoherer Konzentration zugegen sind. Die volle Aktivierung
wird erst durch M/s0 Mg+? erreicht!®. Fig. 8 zeigt, dass der Mgt?-Bedarf der ITP-
Kontraktion der Zellmodelle quantitativ der gleiche ist: auch die Verkiirzung der Zell-
modelle erreicht unter ITP den gleichen Wert wie unter ATP erst dann wenn /50
Mg+? zugegen ist (Fig. 8 + g).

Ersatz des Mg*2 durch Ca*? ist vollig wirkungslos (Fig. 8). Auch fiir die Kontraktion
der Muskelmodelle ersetzen Ca-Tonen die Mg-Tonen nicht, obwohl sie die ITP-Spaltung
wieder in Gang bringen!s.

Wenn die ITP-Wirkung durch Mg*? voll aktiviert ist, hingt die maximale Ver-
kirzung der Zellmodelle von der ITP-Konzentration in genau der gleichen Weise und
genau dem gleichen Umfang ab wie von der ATP-Konzentration (vgl. Fig. g). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass das beim Muskelmodell ebenso ist (vgl. IT der folgenden
Mitteilung von PoRTzEHL). Sie zeigen dariiber hinaus, dass die absoluten Werte der
maximalen Verkiirzung fiir Muskel und Zellmodelle im iiberoptimalen wie im optimalen
Bereich der ITP und ATP-Konzentration vollig identisch sind.
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Unter ATP kontrahieren sich die Muskelmodelle auch ohne Mg+2-Zusatz, aber dicse
Kontraktion wird durch Zusatz von 10-* bis 1072 M Mg+? vergréssert? und durch Vor-
behandlung mit Losungen von Enthirtungsmitteln (Hexametaphosphat und Trilon B
= Athylendiaminotetraacetat-Na) ganz oder fast ganz unterdriickt??. Durch Mg+-

Zusatz wird die Kontraktionsfihigkeit? wieder hergestellt (vgl. folgende Mitteilung, III).

o x
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Fig. 8. Abhéngigkeit der Kontraktion 32 Tage
extrahierter Modelle von der Gegenwart von
Mgt? und Ca*? Bei Kontraktion durch ATP
2-107% M (x); bei Kontraktion durch ITP
2-107% M (O}. Amnionfibroblasten Huhn, Ionen-
stirke o.15 g, pH 7.2,37° C. Punkt A: 2.5-10-3
M ITP ohne Mg*?, ohne Cat2-Zugabe. Punkt B:

Fig. 9. Abhingigkeit der Kontraktion 39 Tage
extrahierter Modelle von der [ATP] (x) und
[ITP] (O). Amnionfibroblasten Huhn, Ionen-
stiarke bis zu [ATP] bzw. [ITP] 10-1073 M =
0.15 u, bei hoheren Konzentrationen bis 0.35
ansteigend, pH 7.2, 37°C. [Mg" - bei ATP-Zugabe
= 5-1073 M, bei ITP-Zugabe = 151073 M.

wie A mit zo: 1078 M Ca+2. Punkt C: 2.5- 103 M
ATP ohne Mg*?, ohne Cat?-Zugabe.

Genau das gleiche gilt fiir die Zellmodelle, deren ATP-Kontraktion auch in erdalkali-
freien Losungen stattfindet, durch Mg*2-Zusatz erhcht und durch den Enthirter
Trilon B unterdriickt wird (vgl. Tabelle I).

TABELLE I

MAXIMALE VERKURZUNG UNTER DEM EINFLUSS DER Mg*Z—KONZENTRATION
BEI DER ATP-KONTRAKTION DER ZELLMODELLE

Mg+2-Konzentration max. Verkiirsung. %
1072 M Mgt2 84
10~% M Mgt? 82
Kein Zusatz 70
51078 M Trilon B 4 2.5-1073 M Mgt2? 45
5-1073 M Trilon B o

Offenbar ist Mg*2 fiir die ATP- wie fiir die ITP-Kontraktion der Zellmodelle ebenso
unentbehrlich wie firr die Kontraktion der Muskelmodelle. Und offenbar ist der Mg+2-
Bedarf der ITP-Kontraktion bei beiden Modellarten um den gleichen, sehr hohen Betrag
grosser als der Mg+2-Bedarf der ATP-Kontraktion. Die véllige Gleichheit in den kompli-
zierten und spezifischen Wechselwirkungen zwischen Mg+2, ATP, ITP und der kontrak-
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tilen Struktur der Zelle einerseits und der Muskeln andererseits ist ein besonders starkes
Argument fiir die Identitit des Fundamentalprozesses der Muskel- und der Zell-
kontraktion.

IX

Es zeigt sich, dass die Modelle bei der Kontraktion bisweilen auch im weichen und
verhdltnismissig plasmaarmen Normalmedium zerreissen. Dies tritt ein 1. wenn die
ATP-Konzentration {iberoptimal ist (z0-1073 M), 2. wenn die Modelle unmittelbar vor
der Kontraktion lingere Zeit mit 2-10-2 M Pyrophosphat vorbehandelt waren. Ausser-
dem wird durch die Vorbehandlung mit Pyrophosphat die Verkiirzungsgeschwindigkeit
der ATP-Kontraktion besonders dann gesteigert, wenn die ATP-Konzentration nicht
allzu hoch (<< 1073 M) ist. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass die organischen
und anorganischen Polyphosphate — ebenso wie fiir den Muskel und die Muskel-
modelle? — auch fiir die Zellmodelle “Weichmacher’ sind.

Diese Weichmacherwirkung ist mit Sicherheit nicht die Ursache der Zellkontraktion—etwa
durch eine gewisse Verfliissigung der Modelle und eine resultierende Freisetzung von Oberflichen-
kriften. Denn eine Kontraktion ldsst sich durch hohe Pyrophosphatkonzentrationen (ohne ATP)
nicht hervorrufen und bleibt unter ATP gerade dann aus, wenn die ATP-Konzentration iiberoptimal
und die Weichmacherwirkung durch ATP deutlich wird.

X

Der Ahnlichkeit oder Identitit der physiologischen Faktoren, welche die Kon-
traktion von Zell- und Muskelmodellen beeinflussen, entspricht eine ebenso grosse
Gleichartigkeit der toxikologischen Einfliisse (vgl. die folg. Mitt.): das heisst, auch die
Kontraktion der Zellmodelle wird bei allen Temperaturen und ATP-Konzentrationen
durch 5-107* M Salyrgan* und 5-107* M Oxarsan** unterdriickt. Eine Konzentration
von 7.5-10~% M Salyrgan hemmt die Verkiirzung durch 2-10-3 M ATP nicht oder fast
nicht, sie hemmt sie dagegen merklich wenn die ATP-Konzentration auf 15-10~3 M
erhoht wird. Die Hemmung der Kontraktion durch Schwermetallgifte wird aufgehoben,
wenn eine wesentlich héhere — z.B. die zwanzigfache — Konzentration an Cystein
gleichzeitig zugesetzt wird.

Ebenso wie mit metallhaltigen organischen Verbindungen kann die Kontraktion
der Zell- wie Muskelmodelle (vgl. die folg. Mitt., IV) auch durch Gifte mit mehreren
Sulfogruppen unterdriickt werden: Fuadin, Trypanblau, Trypanrot, Germanin und
Liquoid Roche. Fuadin*** ist gleichzeitig auch ein metallhaltiges Gift. Da aber die
Giftwirkung durch Cystein nicht aufgehoben werden kann$, sondern nur durch Ca+2§
oder Auswaschen, scheint die Wirkung nicht auf einer Blockierung der SH-Gruppen
durch das Metall, sondern ebenso wie bei den genannten andern Substanzen auf einer
Reaktion der Sulfogruppen mit dem kontraktilen Protein zu beruhen (Fig. 10).

Die Giftkonzentrationen gleicher Wirkung fallen mit steigender Zahl der Sulfo-
gruppen in der oben angegebenen Reihenfolge ab. So hemmt 5-10~* M Germanin ebenso

* Salicyl-(A-hydroxymercuri-f-methoxypropyl-Jamidoorthoacetat.
** m-Amino-p-oxyphenylarsen(I11)oxyd.
*** Komplexverbindung von Antimon(II1I) mit 2 Molekiilen Brenzcatechindisulfosiure.
§ Durch das SH-Reagens BAL kann die Fuadinwirkung aufgehoben werden!4. Doch kommt diese
Entgiftung offenbar zustande, weil BAL das Fuadin fillt und aus der Losung entfernt. Dagegen ist
Fuadin-Cat? wasserklar 13slich.
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vollstindig wie 2-10-2 M Fuadin. Niedrigere Fuadinkonzentrationen unterdriicken die
Kontraktion nur in relativ hochkonzentrierten ATP-Ldsungen (vgl. Fig. 10). Alles dies
ist beim Muskel ebenso (vgl. die folgende Mittei-
lung, IV).

Die hoher sulfonierten Korper — Trypanrot,
Germanin, Liquoid Roche — konnen ebenfalls
durch Auswaschen entgiftet werden. Da diese
Korper enorm quellend wirken, kann nicht beurteilt
werden, ob auch hier die Hemmung mit der ATP-
Konzentration zunimmt.

Die von BozLERr! entdeckte reversible Hem-
mung der Kontraktion von Muskelmodellen durch
1 bis 2 molare Harnstofflésungen findet sich auch
bei den Zellmodellen. Die quantitative Analyse
ergibt, dass die Hemmung der Zell- wie der Muskel-
modelle (vgl. die folg. Mitt., IV) unvollstindig ist.

o=

Qo
[}

o

relat. Verkirzung %
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Fig. 10, Wirkung von Fuadin und
Harnstoff auf die Kontraktion 35 bis

Ausserdem scheint die Harnstoffhemmung der
Zellkontraktion an der Grenze zur optimalen ATP-
Konzentration stirker zu sein als bei niedrigen
ATP-Konzentrationen (Fig. 10). Die Harnstoff-
hemmung ist — unabhingig von der ATP-Konzen-
tration — durch Auswaschen, aber nicht durch Ca-
Ionen aufzuheben. Doch diirfen die Harnstoffkon-
zentrationen und die Ionenstirke des Systems nicht

39 Tage extrahierter Modelle. Amnion-
fibroblasten Huhn, Ionenstirke 0.16 u,
bei [ATP] > 1072 M ansteigend bis zu
0.32 u, pH 7.2, 37° C. Ohne Zusitze
(x); mit 5-107% M Fuadin (Q); mit
10-107% M Fuadin (A\); mit 20-10-3 M
TFuadin (O). Punkt A: 5-107% M
TFuadin + 15-107% M CaCl,. Punkt
B: 5:107% M Fuadin + 350-1073 M
Cystein. Punkt C: 10- 1073 M Fuadin

+ 30-107% M CaCl, (Punkt A, B, C
sind Mittelwerte aus je drei Bestim-
mungen); mit 1 M Harnstoff (@).

zu hoch und die Dauer der Harnstoffeinwirkung
nicht zu lang sein.

Wie die Kontraktion der Muskelmodelle!® wird
auch die Verkiirzung der Zellmodelle durch Monojodacetat bis zu einer Konzentration
von 10-%* M und durch Colchicin bis zu einer Konzentration von 0.1 mg/ml nicht be-
einflusst. Diese Colchicinkonzentration ist mehr als tausendmal so hoch wie die Konzen-
tration, die die Mitose lebender Fibroblasten vollstindig hemmt.

XI

BozLERY hat entdeckt, dass sehr kurz extrahierte Muskelmodelle sich in ATP-Lésungen etwa
physiologischer Konzentration wenig oder gar nicht kontrahieren. Dagegen kontrahieren sich auch
solche Muskelmodelle sofort mit normaler Stirke, wenn noch Cat? hinzugegeben wird. Aus den
Befunden von MarsH? und BENDALL!® sowie HassELBacH und WEBER!® ergibt sich, dass die von
BozLEr entdeckte Sonderstellung kurz extrahierter Muskelmodelle auf ihrem Gehalt an MARsH-
BENDALL-(M.B.-)Faktor?® beruht. Der M.B.-Faktor hemmt die ATP-Kontraktion der Muskelmodelle
umso vollstindiger, je hoher seine Konzentration und je hoher die ATP-Konzentration ist. Die
Kontraktion durch sehr niedrige ATP-Konzentrationen hemmt er iiberhaupt nicht. Er verschiebt
also mit anderen Worten die Grenze der iiberoptimalen ATP-Konzentration, der Eigenhemmung
des ATP, nach unten. Die Wirkung des MB-Faktors wird durch sehr niedrige Konzentrationen von
Ca*? und auch von Coffein sofort aufgehoben!®. 24,

Die Verkiirzung sehr kurz extrahierter Zellmodelle ist ebenfalls kleiner als die
Verkiirzung missig oder lang extrahierter Modelle (Fig. 11). Dies gilt besonders fiir
ATP-Konzentrationen grosser als 10-2 M. Dies sieht dhnlich aus wie die Wirkung eines
zelleigenen M.B.-Faktors, Aber es gilt auch in geringerem Umfang fiir Konzentrationen
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kleiner als 1072 M ; und ausserdem ist die Hemmung der sehr kurz extrahierten Zellen
von der ATP-Konzentration innerhalb der Grenzen 10-2 bis 10-2 M vollstindig un-
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Fig. 11. Abhingigkeit der Kontraktion
von der [ATP], Extraktionsdauer der
Zellmodelle und Ca*2-Gegenwart. Kurve
1: 1 Stunde extrahiert, ohne Cat2 (A),
mit 5-107% M Coffein (@). Kurve: 2 bis
10 Tage extrahiert, ohne Cat? (). Kurve
3: 1 Stunde extrahiert mit 5-10-3 M
Cat? (A), 2 bis 10 Tage extrahiert mit
5-107% M Ca*? (R). Kurve 4: 39 Tage
extrahjert ohne Cat? (x), mit5-1073 M
Cat? ().

abhingig (Fig. 11). Das ist anders als die Wirkung
des M.B.-Faktors aus Muskeln.

Die Kontraktionshemmung der kurz extra-
hierten Zellmodelle wird weitgehend aufgehoben
bei Gegenwart von 5-10-3 M Cat? (Fig. 11). Das
passt zu der Wirkung eines M.B.-Faktors. Die
Hemmung wird nicht beeinflusst durch Coffein
(Fig. 11). Das wire ein Gegensatz zum M.B.-
Faktor des Muskels?t.

M.B.-Faktor, der aus Kaninchenmuskeln ge-
wonnen ist, hemmt die Kontraktion auch von
Modellen aus Froschmuskeln und von Modellen
aus Adduktor von Anodonta?. Er hemmt dagegen
die Kontraktion der Zellmodelle nicht.

Wird Brei aus Embryonalgewebe statt aus
Muskeln nach dem Verfahren extrahiert, das sich
fir die Extraktion des M.B.-Faktors bewihrt
hat, so hemmt auch dieser Embryonalextrakt
die Verkiirzung der Modelle nicht — auch dann
nicht, wenn durch fortdauernde Zugabe von
ATP hohe ATP-Konzentrationen gegen die ATP-
Spaltung durch den Extrakt aufrecht erhalten
werden.

Die ATP-Kontraktion der Zellmodelle ist vollstindig unterdriickt, wenn die Kul-
turen nur wenige Minuten in Glycerin extrahiert oder aber statt dessen durch Zerstérung
der Membran mit Saponin get6tet werden. Diese Anfangshemmung der ATP-Kon-
traktion dehnt sich in den Monaten Februar und Mirz sogar auf Kulturen aus, die
einige Tage extrahiert sind. Diese Form der Anfangshemmung wird durch Ca-Ionen
nicht beeinflusst. Dagegen verschwinden alle diese physiologischen Anfangshemmungen
vollstindig, wenn die Modelle mehrere Wochen in 50%iger wissriger Glycerinldsung

aufbewahrt werden.

Es sieht also so aus, als wenn die Zelle iiber mindestens 2 Hemimfaktoren verfigte,
einen, der Ca*2-unempfindlich und einen anderen, der Ca*2-empfindlich ist. Wieweit der
zweite mit dem M.B.-Faktor verwandt ist, muss offen bleiben {Tabelle II).

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass fiir alle untersuchten Zellbewegungen
der ganze Energiestoffwechsel der Zelle entbehrlich ist, wenn nur dafiir gesorgt wird,
dass der ATP-Spiegel auf der richtigen Hohe bleibt. Die Ergebnisse zeigen ferner, dass
der Zelle verschiedene Mechanismen zur Verfiigung stehen, um mit Hilfe des ATP
Bewegungen auszufithren und mechanische Arbeit zu leisten.

So wird im zweiten Teil der Anaphase ATP zur Erzeugung eines Druckes benutzt,
der die Chromosomensitze auseinandertreibt.

Dagegen beruht die Zellkontraktion, die die Fibroblastenteilung einleitet, auf einem
durch ATP erzeugten Zug kontraktiler Elemente. Das Auftreten dieser Kontraktion
allein auf ATP und ITP, die quantitative Ubereinstimmung der Kontraktion der Zell-
und Muskelmodelle in Abhingigkeit von der ATP-, ITP- und der jeweils bendtigten
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TABELLE II
UBERSICHT UBER DAS VERHALTEN VON ZELL- UND MUSKELMODELLEN

Erniedrigt die diber-

Hemmt die Kontraktion optimale [ATP] Wirkung ist reversibel
d.Zele  d. Muskels e ot Cheal e

Hohe [ATP] <+ —+ Auswaschen
Kurzfrist. Extrakt. + -+ + + Cat? (teilw.) Cat?
M.B.-Faktor — -+ — + Cat?
Pyrophosphat 2-10=2 M — — — —
Temperatur < 10°C —+ e + + Wiedererwiarmung > 10°C
H < 6.5 -+ -+ — — Neutralisieren
pH> 7.5 —+ -+ -+ + Neutralisieren
Ionenstirke > 0.2 u + -+ + + Verdinnen
Monojodessigs. Na

1102 M — — e —
Salyrgan 5-107* M + + — — Cystein 2-1072 M
Oxarsan 5-10°4 M -+ + — Cystein 2- 1072 M
Fuadin 5-107% M — — -+ + Auswaschen

Cat?
Germanin 5-1074 M + —+ ? ? Cat2 —
Auswaschen

Harnstoff 1 M + —+ -

+ Auswaschen
Colchicin 0.1 mgfccm —

Mg+2-Konzentration, die Gleichheit in der Konzentration und Wirkungsart der ver-
schiedenen Gifte, die Gleichheit der maximalen Verkiirzung, das gleiche Verhaltnis von
kontraktiler Spannung zur Zerreissfestigkeit, die Gleichartigkeit des Temperaturein-
flusses und mancherlei weitere Einwirkungen (vgl. Tabelle II) zeigen, dass die fundamen-
tale Reaktion zwischen kontraktilem Protein und ATP fiir Zell- und Muskelbewegung
gleich ist. Die Muskelbewegung ist phylogenetisch offenbar aus ganz bestimmten
elementaren und uralten Zellbewegungen hervorgegangen, von denen eine — aber nicht
die einzige -— in Betracht kommende Form hier ausfiihrlicher beschrieben ist.

Dagegen ist sehr zweifelhaft, wieweit fiir Muskel- und fiir Zellbewegungen die
Auslése- und Hemmungsvorginge identisch sind, durch die der Ubergang von der Ruhe
zur Kontraktion und von der Kontraktion zur Erschlaffung der kontraktilen Elemente
bewirkt wird.

TECHNIK

Gewebeziichtung : Verwendet wurden Deckglaskulturen. Die Kulturen wurden 24 bis 48 Stunden
in einem Gemisch aus 259%, Hiihnerplasma, 259% Embryonalextrakt und 509, Tyrodelésung be-
briitet. Zur Herstellung des Embryonalextrakts wurde zerkleinertes, abzentrifugiertes und vom
Uberstand abgetrenntes Gewebe g-tigiger Hiithnerembryonen mit dem gleichen Volumen Tyrode-
16sung 20 min. bei 37° C bebriitet und danach das Gewebe durch erneutes Zentrifugieren entfernt.

Da sich liangere Zeit in vitro gehaltenes und durch mehrere Passagen fortgeziichtetes Gewebe
in den geschilderten Versuchen von frisch ausgepflanztem Gewebe nicht unterscheidet, wurde vor-
wiegend frisch ausgepflanztes Gewebe aus 8 bis g-tigigen Hiihnerembryonen verwendet.

Extraktion: Die lebende, auf o° C vorgekiihlte Kultur wird zusammen mit dem Deckglas, auf
dem sie wichst, in die gekiihlte Extraktionslosung versenkt.

Extraktionslésung: KCl o.12 M; K-Na-Phosphat-Puffer prim./sec. Phosphat 2/3 o.o1r M;
Cystein 0.004 M in 45 vol.%iger Glycerinlosung. Ionenstirke der Losung o.15 u, pH~ 7.—In
spiteren Versuchen wurde Cystein durch Athylendiaminotetraessigs.-NagzH als Schwermetallschutz
ersetzt und die Ionenstirke durch Herabsetzen der KCl-Konzentration wieder auf o.15 u gebracht.
Doch sind missige Abweichungen von dieser Ionenstirke nach oben und unten bedeutungslos.

Litevatur S. 194.



voL. 14 (1954) ATP ALS BETRIEBSSTOFF VON ZELLBEWEGUNGEN 193

Die Extraktion erfolgt im allgemeinen bei 0° C. Niedrigere Temperatur verlangsamt sie und
hemmt die Zerstérung der Zellmembran. Mehrstiindige Erwdrmung der Priparate auf Zimmer-
temperatur wird in den Glycerinlosungen ohne erkennbare Schiadigung vertragen. Die Riickfiihrung
der extrahierten Priparate in die rein wissrigen Versuchslésungen geschieht schrittweise.

Versuchsanordnung: Die Beobachtung der Priparate erfolgt im Phasenkontrastmikroskop.
Die Kulturen tauchen in eine mit den Versuchslosungen gefiilite Kammer mit seitlichem Zu- und
Abfluss. Die gleichen Zellen wurden vor und nach der Kontraktion auf Mikrophotogrammen aus-
gemessen. Aus der Summe ihrer Lingen und der Anderung dieser Summe nach der Kontraktion
ergibt sich die relative Verkiirzung der Zellen in Prozent der Ausgangslinge nach A L X 100/L
(L == Ausgangslinge).

Die Ionenstidrke der Losungen wurde durch Variation der KCl-Konzentration eingestellt und
lag bei den Kontraktionsversuchen zwischen o.12 und 0.16 u. Die Losungen enthielten als Puffer
1-1072 M Phosphat, Ca*?-haltige Losungen statt dessen 21072 M Cystein, in spiteren Versuchen
ein Gemisch aus 1-107%2 M Na,-Glycerinophosphat und Salzsiure, das unter den Versuchsbedin-
gungen mit Cat? keine Fillungen ergibt. Den Losungen wurde 1.5 bis 10-1073 M MgCl, zugesetzt,
der pH anschliessend mit der Glaselektrode kontrolliert.

Im Gegensatz zum eingespannten Muskelfasermodell kénnen verkiirzte Zellmodelle nicht wieder
gestreckt werden. Jede Kultur ist daher nur fiir einen Versuch brauchbar. Die Versuchspunkte der
Kurven sind jeder an einem anderen Objekt gewonnen worden. Doch reagieren Kulturen mit gleicher
Vorgeschichte geniigend einheitlich, um den Vergleich miteinander zu gestatten.

Gifte wurden vor der ATP-Losung den Priparaten zugesetzt. Substanzen, die die Wirkung
von Giften aufheben, wurden mit dem Gift vor Zugabe zum Priparat gemischt oder nach Gift-
vorbehandlung der Praparate mit der ATP-Lésung zugesetzt.

Na,-ATP verdanken wir der Firma Henning, Berlin, und den Zellstoffwerken Waldhof, Mann-
heim. Beide Priparate enthielten 8o-9o 9, ATP und als Verunreinigungen ADP, AMP, anorganisches
TPhosphat, geringe Mengen Pyrophosphat und Kohlehydrat. Der ATP-Gehalt der Versuchslésungen
wurde durch Analysen kontrolliert.

Oxarsan und theophyllinfreies Salyrgan wurde uns von den Farbwerken Héchst freundlich zur
Verfiigung gestellt. Fuadin verwandten wir als injektionsfertige Losung der Farbenfabriken Bayer.
Die Stammldsungen enthalten geringe Bisulfitzusitze, die die Modellkontraktion nicht beeinflussen.
Germanin wurde ebenfalls von den Farbenfabriken Bayer, Elberfeld, bezogen. Trilon B iiberliess uns
die Badische Anilin- und Sodafabrik in Ludwigshafen.

Herrn Regierungsrat Dr. G. A. KauscHE danke ich fiir sein férderndes Interesse,
Herrn Prof. Dr. H. H. WEBER fiir seine Einladung an das Physiologische Institut der
Universitit Tabingen und seine Beratung, Herrn Prof. Dr. BickenBacH und Frl. Dr.
GARTNER fiir die Uberlassung von Gewebekulturen der Universititsfrauenklinik
Tiibingen, der Firma Zeiss-Winkel schliesslich fiir die Leihgabe eines ihrer Forschungs-
mikroskope.

ZUSAMMENFASSUNG

Werden epitheliale oder mesenchymale Zellen aus Gewebekulturen durch Extraktion mit
Wasser-Glycerinmischungen von ihren Kristalloiden und einem Teil der globdren Proteine befreit,
so entstehen Zellmodelle, die den Fasermodellen des Muskels analog sind. In der Interphase extra-
hierte Zellen kontrahieren sich auf ATP-Zusatz qualitativ und—soweit priifbar—auch quantitativ
ebenso wie die Fasermodelle aus Muskeln. Die Kontraktion der Zellmodelle hingt ausserdem von
allen Versuchsbedingungen in gleicher Weise ab wie die Kontraktion der Fasermodelle aus Muskeln.

Auch der zweite Teil der Anaphasenbewegung linft im Modell unter ATP ebenso ab wie in der
lebenden Zelle. Doch handelt es sich hier—im Gegensatz zur Kontraktion der Zell- und Muskel-
modelle—nicht um eine Zug-, sondern um eine Druckmechanik.

Auch die dquatoriale Einschniirung des Cytoplasma telophasischer Zellen findet bei Zugabe
von ATP im Modellversuch statt.

Modelle aus Schwinzen von Spermatozoen schlingeln sich in ATP-haltigen Losungen. Die
Frequenz der Bewegungen nimmt mit steigender ATP-Konzentration zu.

SUMMARY

If epithelial cells or mesenchymatous cells of cultured tissues are freed of their crystalloids and
a part of their globular proteins by extraction with water/glycerol solvent, cellular models are
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obtained analogous to fibre models prepared from muscles. During the interphase the extracted cells
contract after addition of ATP, qualitatively and, as far as it could be examined, quantitatively
just like the models of muscles. The different experimental conditions influence in the same way
the contraction of cellular models and that of muscular models. The development of the second
part of the anaphase movements, in the presence of ATP, is the same for the models as for living
cells. However, in this case—in contrast to the contraction of cellular as well as muscular models—
a pressure and not a pulling is concerned.

The equatorial shrinking of cytoplasm in cells in telophase is also obtained by the addition of
ATP to the model.

The models prepared from tails of spermatozoa show undulatory movements in ATP solutions.
The frequency of the movements increases with increasing ATP concentration.

RESUME

Sil'on débarrasse de leurs cristalloides et d’une partie de leurs protéines globulaires par extrac-
tion a l’eau glycérinée des cellules épithéliales ou mésenchymateuses de tissus en culture, on obtient
des modeles cellulaires analogues aux modeles fibrillaires des muscles. Pendant Iinterphase, des
cellules extraites se contractent, aprés addition d’ATP, qualitativement et — autant qu’il était possible
de contrdler — aussi quantitativement comme des modeles fibrillaires preparés des muscles. Les
diverses conditions expérimentales influent en outre de la méme fagon sur la contraction des modéles
cellulaires et sur celle des modéles musculaires. Le déroulement de la deuxiéme partie des mouvements
anaphasiques, en présence d’ATP, est le méme pour les modeles que pour les cellules vivantes.
Cependant il s’agit dans ce cas — a 'inverse de la contraction des modeles cellulaires ou musculaires
— non d’un phénoméne de traction, mais d'un phénoméne de pression.

Le rétrécissement équatorial du cytoplasme chez les cellules en télophase est également entrainé
par I’addition d’ATP au modéle.

Des modeles constitués par des queues de spermatozoides sont animés de mouvements ondula-
toires dans des solutions d’ATP. La fréquence des mouvements augmente parallelement 4 la con-
centration en ATP.
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