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G E I S S E L M O D E L L E  U N D  A D E N O S I N T R I P H O S P H A T  (ATP) 
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, l lax-Planck- lns l i /u l  /iir medi.ciniscke Uorscku~zg, hzsli tu/  /~ir Pkysiologie, 
Heidelberg ( Deulschlaud) 

Die Entscheidung darfiber, ob das vorhandene ATP Kontraktion oder Erschlaffmlg 
bewirkt, ist im lebenden Muskel einem Membranmechanismus fibertragen, der durch 
unbekannte Zwischenreaktionen die ATP-Spaltung zu enthemmen und dadurch die 
Kontraktion freizugeben vermag. Die rhythmische T~itigkeit der lebenden Muskelfaser 
bei tetanischer Kontraktion ist Ausdruck rhythmisch ablaufender Membranprozesse. 
Werden diese durch Zerst6rung der Zellmembran ausgesehaltet, so ist je nach den 
Bedingungen anhaltende Kontraktion oder anhaltende Erschlaffung die Folge, wenn 
das kontraktile Protein mit  ATP zusammengebracht wird 1. Das beweisen die sog. 
Faser -2 und Fadenmodelle 1, die aus Muskeln hergestellt sind. 

Die durch Extrakt ion mit Glycerin-Wassermischungen hergestellten Modelle yon 
Zellen und Zellteilen a zeigen, dass die Einzelzelle das Zusammenspiel yon Kontraktion, 
Erschlaffung und Streckung auch noch auf andere Weise regulieren kann. So erkl~rt 
sich die Oleichzeitigkeit von Plasmadurchschniirung und Zellstreckung w~ihrend der 
Telophase durch lokale Unterschiede in den Eigenschaften der beteiligten funktionellen 
Proteine 4. 

Auch Spermatozoengeisseln und Trypanosomen k6nnen mit w~ssrigem Glycerin 
extrahiert und dadurch ihrer 16sliehen Eiweisse, Fermente und Betriebsstoffe beraubt 
werden. Solche Gcisselmodelle arbeiten trotz der Membranzerst6rung rhythmisch: wird 
ATP zugesetzt, so wechseln in ihnen Kontraktion und Erschlaffung und laufen als 
Wellenbewegung fiber die Modelle hin ~. 

Soweit untersucht, lassen sich funktionsfiitfige Geisselmodelle aus Trypanosomen* 
und aus den Spermatozoen von Vertebraten (Maus, Hahn) wie yon Wirbellosen (Schmeiss- 
fliegen*, Heusehrecken) herstellen. Ffir quanti tat ive Untersuchungen besonders geeignet 
sind die riesigen Spermiengeisseln grosser Heuschreckenarten (Tachycines*), die ihre 
Kontraktilit~it in den Extraktionsl6sungen bei - - 1 8  ° C bis zu 4 ° Tagen bewahren '*.  

* H e r r n  Prof, I'2RAVS~, T t i b i n g e n ,  d a n k e  i ch  [fir die  f r e u n d l i c h e  l~)ber lassung v o n  H e u s c h r c c k e n ,  
H e r r n  Prof .  I)RmC~, F r a n k f u r t  a .M.,  f i i r  Trypanosoma brucei-infizierte M~iuse, H e r r n  Prof .  STEINER, 
H e i d e l b e r g ,  [fir (lie ~?be r l a s sung  y o n  1)hormia regina. 

** D a s s  A T P  B e t r i e b s s t o f f  d e r  Ci l i en-  u n d  G e i s s e l b e w e g u n g  sei,  istc s c h o n  yon  ENGELHARDX 6 v e t -  
m u t e r  worder l .  V e r s u c h e ,  e ine  \ V i r k u n g  des  ATI? a u f  a b g e t r e n n t e  Ci l i en  n a c h z u w e i s e n  7, b l i e b e n  j e d o c h  
u m s t r i t t c n ,  u n d  a u c h  d ie  B e s c h l e u n i g u n g ,  d ie  d ie  Ge i s se i  s- u n d  C i l i a r b e w e g u n g  9 l e b e n d e r  Ze l l en  d u r c h  
A'ITp erfS.hrt, i s t  v i e l d e u t i g ,  d e n n  es k a n n  s ich  u m  e i n e n  E in f luss  des  A T P  a u f  d ie  Z e l l n l e m b r a n  
o d e r  d ie  ganzc '  Zel le  ha r tde ln .  

I.ileralltr S. 154. 
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An Geisselmodellen laufen rhythmische Bewegungen selbst dann ab, wenn die 
Geisseln von Mittelsttick und Kopf abgetrennt sind: also muss in Geisselmodellen das 
kontraktile Protein selbst die Bewegung steuern. Da jedoch die terminalen Abschnitte 
yon Spermiengeisseln an den Bewegungen mehr passiv teilnehmen, fiihrt ein abge- 
trenntes Geisselende unter ATP Bewegungen nur aus, wenn die Abtrennung nicht weiter 
distal als zwischen mittlerem und letztem Drittel der Geissel e r f o l g t e . -  Werden die 
drei lichtmikroskopisch gut sichtbaren Fibrillen, die in den Spermiengeisseln von 
Tachycines umeinandergewunden sind, durch Behandlung mit hoher Ionenst~rke bei 
schwach alkalischem pH voneinander getrennt, so bewegt sich jede einzeln liegende 
Fibrille ebenfalls noch rhythmisch. 

Diese B e o b a c h t u n g e n  s ind  beschrXnkt  auf  die Geisseln der  Spermien  yon  Tachycines*, denn  
n u r  diese grossen Geisseln k 6 n n e n  an  bel iebiger  Stelle d u r c h s c h n i t t e n  u n d  aufgespa l t en  werden.  Fiir  
Trypa~zosomengeisseln s ind  analoge Ver fah ren  noch  n ich t  g e f u n d e n  worden.  

Die Umschaltung yon Kontraktion auf Erschlaffung (oder Streckung)wird an- 
scheinend lokal ausgel6st dutch die jeweilige Verformung der Geissel an der betreffenden 
Stelle. Bewegung und Gegenbewegung scheinen sich gegenseitig auszul6sen. Ftir diese 
These sprechen die Wirkungen, die bei Behinderung der Bewegung auftreten: werden 
Geisseln an umsehriebener Stelle mechanisch festgelegt, so findet man h~ufig zu beiden 
Seiten des Fixierungspunktes einen verschiedenen Rhythmus. Geisseln, die durch 
Retraktion des yon der Unterlage abgel6sten Einbettungsmediums (vgl. im method. 
Teil) gestaucht und in enge Windungen gelegt sind, bewegen sich nicht mehr. 

Die E i n b e t t u n g  der  Spe rma tozoen  und  Trypanosomen in ein d i innes  F i b r i n k o a g u l u m ,  die es 
e rm6gl ich t ,  das  gleiche Modell u n t e r  wechse lnden  B e d i n g u n g e n  zu beobach ten ,  e r l aub t  der  f ixierten 
Geissel  n u r  wel lenf6rmige  K o n t r a k t i o n e n .  Gelegent l ich  w u r d e n  f r e i s c h w i m m e n d e  Modelle u n t e r s u c h t ,  
u m  die \ ¥ i r k s a m k e i t  der  Geisse l t~t igkei t  ftir die F o r t b e w e g u n g  zu pri ifen.  N u r  bei  kurz  ex t r ah i e r t en  
Zellen f m d e t  e i n e -  wenlX auch  wenig  g e r i c h t e t e -  Lage-  u n d  O r t s ~ n d e r u n g  s tar t ,  bei  l ang  ex t ra -  
h i e r t en  Modelien ist  der  Ge i s se lappara t  hierft ir  zu s tar r .  Bei  kurz  e x t r a h i e r t e n  Trypanosomemnodellen 
s ind die fiir die lebende  Zelle cha rak te r i s t i s chen  schne l l enden  K 6 r p e r b e w e g u n g e n  zu beobach ten ,  
an  viel t~gig ex t r ah i e r t en  Modellen l au fen  n u r  noch  wel lenf6rmige  K o n t r a k t i o n e n  an Geissel  u n d  
undu l i e r ende r  M e m b r a n  ab**.  

A u c h  u n t e r  op t ima len  B e d i n g u n g e n  ble ibt  die B e w e g u n g  der  Modelle h in t e r  den  B e w e g u n g e n  
lebender  Geisseln zuriick. Sie k o m m t  diesen u m s o  nXher, je kiirzer die Modelle ex t r ah i e r t  u n d  je 
l~nger  sie m i t  A T P  b e h a n d e l t  werden .  Ursache  der  regress iven  VerAnderungen  s ind  ansche inend  
D e n a t u r i e r u n g  u n d  z u n e h m e n d e  Verfes t igung,  die sich ~hnlich auch  bei  anderen  Modellen e ins te l l t  1°. 

I I I  

Alie q u a n t i t a t i v e n  A n g a b e n  der  Figs.  1-  7 bez iehen  sich auf  Modelle aus  den  Spermiengeisse ln  
yon  Tachyc incs ,  da  diese fiber S t u n d e n  gleichmXssig reagieren.  Jede  K u r v e  g ib t  das  Verha l t en  einer  
Geissel  wieder.  Da  Sch lagf requenzen  > 8/sec n ich t  m e h r  s icher  au szuzah l en  sind, wurden  die K n r v e n  
in den  h o h e n  F requenzbe re i chen  n u t  ges t r iche l t  u n d  das  E in se t zen  von Messwer ten  wurde  zumeis t  
u n t e r l a s s e n .  

Die minimale ATP-Konzentration, die in Suspensionen von Muskelfibrillen mit 
einem Fibrillendurchmesser yon 1-1,5 ~ maximale Kontraktion erzeugt, d.h. gerade 

* Der  D u r c h m e s s e r  des Spern la tozoenkopfes  is t  bei  Tachycines n ich t  gr6sser  als  der  Geissel- 
d u r c h m e s s e r ;  K o p f  u n d  Geisselende der  Spermien  s ind  jedoch dn rch  iilre un te rsch ied l iche  Zusp i t zung  
a u s e i n a n d e r z n h a l t e n .  

** A u c h  eine yon  der  M e m b r a n  abger i s sene  Geissel  beweg t  sich noeh ;  ggnzl ich aus  d e m  K6rpe i  
he rausge l6s t e  Trypanosomengeisseln w u r d e n  n ich t  beobach te t .  

Literatur S. x54. 
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gross genug ist, um trotz der Spaltung des eindringenden ATP auch (tie zentralen Ant,dh 
der Fasern zu durchtr~inken, ist wenig grSsser als Io -~ =1I ll und betr~igt ftir Tac/aycincs- 
geisseln mit einem Durchmesser yon o.q ff etwa 5' I o 6  3f. Schon hi,Tin lmdet ~4ch einc 
{}bereinstimmung entwickhmg's~geschichtlich welt auseinanderlic~4ender Prozessc. 

Die Bewegungsgeschwindigkeit der (;eissehnodclh, ist t,,mlperaturabh~ingig m,1 
verdoppelt sich jeweils zwischen o" und zo '  und zwischen Io ° und 2o ° C (Fig. r). 
,'X, hnlich verhalten sich Muskelmodelle, deren Verktirzungsgeschwindigkei* mit der Ten> 
peratur zunimmt, weil sie ATP bei hiiheren Temperaturen schneller spaltenL Vermutlich 
dtirfte dieselbe Erklarung auch fiir (;eissehnode]lc zutreffen. Dazu passen die Angaben 
NELSON'S 12, der in isolierten SpermienKeisseln eine wirksamc, strukturgebundene ATPase 
auffand. 
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3 l  ] k t h y l e n d i a m i n o t e t r a a c e t a t .  

Far die rhythmische Bewegtmg der Geisselmodelle sind geringe Mengen Mg ++ er- 
forderlich- -wie Iiir die Kontratktion yon Muskel- und Fibroblastenmodellen. Die 
Kontraktilit~it aller Modelle erlischt, wenn diese Spuren dutch 5 . z o - a M  Aethylen- 
diaminotetraacetat gebunden werden. Regelm~ssigkeit und Frequenz der Geissel- 
bewegung werden durch Zugabe yon zo -a M Mg ++ gesteigert und dutch Konzentrationen 
> zo -2 ell gehemmt (Fig. 2). 

5 . zo - SM Salyrgan* unterdr/ickt die Bewegung der Geisselmodelle und zo 2~1I 
Monojodacetat verringert zwar die Bewegungsgeschwindigkeit, hebt die Beweglichkeit 
aber nicht auf. Die Giftempfindlichkeit der Geissehnodelle ist also ~ihnlich abgestuft wie 
die Empfindlichkeit der Muskehnodelle. Dagegen kann bei (;eissehnodellen das Salyrgan 
nut unvollkommen dutch 2"zo -2 3,I Cystein entgiftet werden. 

Die Intensit~tt der Kontraktion aller Muskcl -~a, ,,, und Zellmodelle ~ nimmt ab, wenn 
die ATP-Konzentration iiber ein Optimum hinaus erhSht wird, das je nach der Art des 
Modells (und der Extraktionsdauer, ionalit;tt und Temperatur) verschiedene Werte 
hat. Diese Optima liegen in der Regel zwischen zo afli und > zo -2.1I ATP. Die 
Trypa~aosomenmodelle stellen bei Gegenwart von 5" z°-a M ATP ihrc, Bewegqmgen sogar 
vollst~ndig ein. Spermatozoengeisseln sind dagegen durch ATP-Konzentrationen his 
2.5" Io--~ xlI nicht zu lfihmen (bei Ionenst~irken his o. 3 if). 

* ?qalJcv] ( h y d r o x y l m ' r c u r i - u l c t h o x y p r o t ) 3  1 - ) a m i d ( u , r t h o a c e t a t .  

Lile*'aluv N. z.54. 
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l;s ist bisher nicht gelungen, an Geiss~,hnodellen Kont rak t ion  ohne Erschlaffung ablaufen zu 
iassen. Dauerverkf i rzung der Oeisseln wird auch dann nicht erreicht, wenn durch niedrige ionen- 
sttirken (urn O.lO/~) und ein schwach saures p i t  Bedingungen eingestellt  werden, die nach den 
Er fahrungen  an anderen Modellen koutrakt i le  Prozesse begimstigen und Erschlaffung oder Streckung 
ausschalten a. Allerdings kOnnte die .~tauchun~ tier elastischen Geisselelemente, die durch symmetr ische  
Anspanaung  der kontrakfi len Geissetanteile bewirkt  wird, zu gering sein, um erkennbar  zu werden 
--wS.hrcnd asvmmetr i sch  auftretende kontrakt i le  Kr~tfte durchaus  in der Lage sein mOgen, die 
eiastischeu l~Aomente rhy thmisch  zu verbicgen. 

IV 

Das kontraktile Protein der Spermatozoengeissel ist schwerer zu extrahieren als das 
kontraktile Protein des Muskels TM und der Fibroblastenzelle. Zwar wird die Kontrak-  
tilit~tt der Spermatozoenmodelle durch Ionenst~irken > o. 4/~ aufgehoben, doch ist 
dieser Effekt dutch Verdiinnen selbst dann noch reversibel, wenn eine L6sung von I M 
KC1 4,-2.1o -~ 3/  Pyrophosphat (I ~ I . I  t*) 3o min bei o°C auf die Modelle einwirkt. 
Also kommt  die durch hohe Ionenst~irken erzeugte Kontraktionshemmung nicht deshalb 
zustande, weil das kontraktile Protein ill L6sung geht. Das Verhalten der Oeisselmodelle 
best~itigt die an Muskelmodellen gemaehte Erfahrung 1°, dass t in Intervall  der Ionen- 
st~rke existierL, in dem das kontraktile Protein unf~ihig zur Kontraktion (bezw. Super- 
pfiizipitation) ist, aber noch im Gelzustand verharrt.  

Ers t  durcll mehrstfmdige Behandlung mit  L6sungen einer Ionenst~irke yon I ~ wird die Beweg- 
lictlkeit der Sperlnatozoenmodelle irreversibel zerstOrt. Trypanosomenmodelle sind empfindlicher, in 
o. 4 ilI KC1-LOsung verlieren sie schon in kflrzester Zeit die F~ihigkeit, in w~rdflnnten LOsungen auf 
Zusatz yon ATP mit  Bewegung zu reagieren. 

V 

Als Betriebssubstanz der Geisselbewegung wirkt ATP spezifisch und ist weder dutch 
Adenosinmonophosphat, Creatinphosphat noch durch anorganisches Pyrophosphat,  
Triphosphat und sog. Hexametaphosphat  zu ersetzen. Bereits 5 - IO. IO-6M ATP ge- 
niigen, um Geisselmodelle aus Spermatozoen in Bewegung zu setzen. Wird die ATP- 
Konzentration erh6ht, so steigt die Bewegungsgeschwindigkeit, - -  und zwar bei kurz 
extrahierten Modellen rascher als bei lang extrahierten Modellen (Fig. 3). Diese ATP- 
Wirkung ist unspezifisch und dutch Erh6hung der Ionenst~irke (Fig. 4), durch Zus~itze 
von Pyrophosphat  (Fig. 5), Polysulfos~iuren (Fig. 5 und 6) oder allgemein durch solche 
Massnahmen zu imitieren, die Muskelmodelle "weichmachen ' ,  d.h. ihren Dehnungs- 
widerstand senken. Hochfrequente Geisselbewegung ist mithin auch bei niedriger ATP- 
Konzentration m6glieh, wenn die mangelhafte Plastizit~it der Modelle durch hohe Ionen- 
st~rken (Fig. 4) oder durch Weichmacher {Fig. 6) verbessert wird. ~dlnlich wird in 
mehrw6chig extrahierten und daher verfestigten Modellen durch ATP-Konzentiationen 
> io -~ M Bewegung vielfach erst dann erzeugt, wenn Pyrophosphat oder 2-1o. lO -6 M 
Germanin zugesetzt werden (Fig. 5). Zwischen Schwelle und Optimum beruht die 
ffequenzf6rdernde Wirkung des ATP offenbar auf seiner Wirksamkeit  als Weichmacher. 

Die Amplitude der Geisselbewegung steht in umgekehrtem Verh~iltnis zur Be- 
wegungsfrequenz (Fig. 3). Diese Tatsache macht es unm6glich, an den Spermienmodellen 
von Tachycines zu beurteilen, ob der Elementarvorgang der Bewegung bei Anwesenheit 
hoher ATP-Konzentrationen und Ionenst~rken ebenso wieder nachl~isst, wie dies bei 
allen anderen Modellen~, 14 beobachtet  wird. Denn die mittlere Geschwindigkeit der 

Lih'ralur S. 154. 
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Bewegung des einzelnen Geisselquerschnitts ergibt sich als Produkt aus Frequenz und 
Amplitude. Bei ATP-Konzentrationen > IO 3 M kann zwar die Amplitude des Geissel- 
ausschlags noch gemessen werden, abet die Frequenz wird zu gross, um ausgez~ihlt 
werden zu k6nnen (vgl. Fig. 3 und method. Teil). Infolgedessen l~isst sich nur sagen, 
dass bis zur Konzentration IO -a M ATP die Geschwindigkeit der Querschnittsbewegung 
zunimmt. Das gleiche gilt fiir die Steigerung der Ionenst~rke iiber das optimale Mass 
hinaus, d a s - - j e w e i l s  ve r sch i eden - -be i  allen anderen Modellen eine Abnahme der 
Bewegung zur Folge hat. Andererseits steht lest, dass durch Ionenst~irken > o.4/* 
Tachycinesgeisseln (~thnlich wie Muskel- und Zellmodelle) v611ig stillgelegt w e r d e n - -  
ohne dass mit der Ann~iherung an diesen Welt  eine Frequenzabnahme und eine Ver- 
gr6sserung der unmessbar klein gewordenen Bewegungen zu beobachten wfiren. 

Dies gilt ffir langextrahierte Spermatozoenmodelle (Fig. 4). Dagegen ist bei kurz 
( <  2 Tage) extrahierten Spermatozoenmodellen und bei allen Trypanosomenmodellen 
starke Erweichung durch hohe ATP-Konzentrationen oder Ionenst~rken yon Unregel- 
m~issigkeiten der Bewegung und Frequenzabfall gefolgt bevor die Modelle vollst~indig 
gel~ihmt sind. 

Nicht unter allen Bedingungen scheint Pyrophosphat  auf Spermienmodelle nur als 
Weichmaeher zu wirken. Is t  die molare Konzentration des ATP Ioomal  kleiner als die 
des Pyrophosphat,  so verlangsamt Pyrophosphat  die Bewegung oder unterdriickt sie 
vollkommen. Diese Hemmung wird sofort beseitigt, wenn die ATP-Konzentration 
erh6ht wird (Fig. 5). Sie kann also nicht durch iibermXssige Erweichung des Modells 
zustande kommen, denn solche Hemmungen werden durch Erh6hung der ATP-Kon- 
zentration verst~irkt. Offenbar unterdriickt Pyrophosphat,  wenn es in sehr viel h6herer 
Konzentration als ATP anwesend ist, die Kontraktion durch kompetit ive Hemmung 
der ATP-Bindung an das kontraktile Eiweiss. Giftwirkungen des Pyrophosphat  sind 
auch an den Modellen von glatten ~5 und quergestreiften 16 Muskeln beobachtet  worden. 

vI 

Polysulfos~iuren (Trypanrot, Germanin (Bayer 2o5)*, Heparin, Liquoid Roche) 
hemmen die Bewegung yon Geisselmodellen ~thnlich wie sie die Kontraktion yon ZelP- 
und Muskelmodellen hemmen. 2-5" IO -6 M Germanin genfigt, um kurz extrahierte Try- 
panosomenmodelle unbeweglich zu machen, 5" IO-~ M Germanin und 5" lO-5 g/ml He- 
parin sind erforderlieh, um die gleiche Wirkung an kurzextrahierten Spermatozoen- 
modellen zu erzielen, Die Germaninwirkung ist bei Spermatozoenmodellen v611ig, bei 
Trypanosomenmodellen nur schlecht durch Auswaschen reversibel. 

Polysulfos~iuren sind zugleich wirksame Weichmacher 17. Sie beschleunigen daher 
zun~ichst die Bewegung soleher GeisselmodeIle, die durch lange Extraktion verfestigt 
sind. Um diese Modelle unbeweglich zu machen, sind Iomal  h6here Germaninkonzen- 
trationen erforderlich, als sie fiir kurz extrahierte Modelle geniigen. Mit zunehmender 
ATP-Konzentration steigt die Gift-Wirksamkeit aller Germaninkonzentrationen be- 
trlichtlich an (Fig. 6). 

Germanin wirkt auch auf andere Modelle je nach der Extraktionsdaucr verschieden: io ~ M 
Germanin hemmt die Kontraktion einstiindig extrahierter Fibroblastenmodelle und beschleunigt 
die Kontraktion vieltXgig extrahierter Modelle auf das 4-Sfache. 

" N%-sym.-bis(m-amin~benz~y~-m-amin~-p-methy~benz~y~-~-naphthy~-amin~-4~6~8-trisu~f~nat). 
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,'4hnlich wie Germanin verhalten sich Heparin und Liquoid Roche. 5"~o :' g/ml 
Heparin beschleunigen die Geisselbewegung lang extrahierter Spermatozoenmodelle' und 
hbhere Heparinkonzentrationen bringen sic zum Stills(and. 

VerltlUtlich bestehen 13eziehmlgen zwischen dec \Virksamkeit  dec l'olvsulfos;iuron als K e n  
traktionsgiftc und ihrer \X:irksamkeit als \ \ :eichmachcr.  Well e twa physioio~4ische A'l?l'-t(ouzen- 
t ra t ionen geniigcn, unl kurz extrahicr te  Geisselmodel[c opt imal  odor fast optimal plastisch zu roach(n, 
helnmen schor~ Schwellenl¢onzentrationen Germanin in kurz-extrahier ten Modellen dic Kontrakt ion.  
Dagegen werden (lie gleichen ( ;e rmaninkonzent ra t ionen be| lailg-extrahiertel~ ModeJlen benOtigt. 
um die \VeichheiI der Pdipara te  den Verhfiltlfissen in kurzextrahicr ten Modellen anzugleichen 9 [Ji~d 
erst wenn die ( ;ernlaninkonzentrat ion welter gesteigert wird, loekert sich das (;efiige dcr Modelie 
so sehr, dass die Kontral¢tilitfit leidet. 

I)ie hohe ( ;ermaninempfindlichkoit  der 7'r),pam~some~mlodelle hitngt oftenbar ztisammen mit 
ihrer hohen Emptindlichkeit  gegen a}le \Veichmacher (z.B. auch das ATI'). IAihmung der 7"rypano- 
somemnodelle t r i l l  schon be|  ( ;ermaninkonzell trat iorlen (in, (lie kleiner sind als diejenig(n, die sich 
be |  der Umrechnmlg therapeut ischer  Dosen auf  das mensehliche KOrpervohmlelt cr;~eben. Daher 
is( die therapeutische \Virkung (It's (;ermanila vielleicht unter  anderem 
vine \Virkung auf den (;eisselapparat  wie (ties yon friiheren [-nter- 
suchern schon ve rmute t  wurde t~. ])och is( seine therapeutischc Wit- 5 
kung spezi/hsch, seine \Virkung auf {[as (;eissehno{|{~ll (lagegen nur an ~ z 
seinen Charakter  als Polysulfos;hlre .~ebunden. ~.5 

Die all~cmeine Vergiftung alh.r Kontrakt ionsprozcsse durch 
l 'olysulfosthlren scheillt im besonderen Fall der Geisselt)ewegung aueh ~41 
eine biologische Bedcutm~g zu haben. F/ir die Besnimmg yon Seei~e- 
leienl | s t  die Agglutination der Spermien an der Eioberflttchc V o f  3 i 
aussetzung. Sie wird erreicht (lurch dem Heparin ~ihnliche 
Polysulfos~turen, die das Ei aus seinell fiusseren }lfillen (jell-,.- coat) 
abscheidet  19. Unter  der Voraussetzung,  (lass (lie Polysulfostmr(, in 
die Spermiengeissehl wirklich eindringt, is( deren Stillegung auf 
Grund der Modellbeobachtungen zu fordern. 

Der Wirkung  yon We | ch ina (hem entgegengesetzt  is( die \Virkung 
yon Pro tamin  17. Protamin verfestigt die (;eissehnodelle wahrscheinlich 
ebenso, wie es Zelhnodelle verfestigt: daher  verlallgsamt es in Kon- 
zentrat ionen <~ 2. lo- '~ g/ml (als Sulfa() die Bewegung und verr ingert  
- - insbesondere be |  langextrahier ten Modellen - die l~ewegungs- 
grbsse. Dieser l~;liekt \ a n n  nicht (lurch Auswaschen, wohl aber durch 
Steigerung der ATl~-Konzentration oder Ionenst:~[rke be| sol(hen 
Modellen ausgeglichen werdcn, die noch nicht vollsttindig gelt~hmt 
waren (Vig. 7)- Die! Reakt ivier tmg bewegungslos gewordener Modelle 
gelilagt imr  selten. Konzent ra t ionen > 5" ~o-5 g/ml ltthmen alle Modelle irreversibel. Die Protamin- 
wirkultg is( durch Arginin bis ~o :~ .ll und durch Polyaminovinylalkohol* bis 5'  lO-4 ~4/Inl nicht 
zu imitiercn. 

1 2 3 4 5 
"'iO- Sg/ml Protam;nsulfat 

Fig. 7- Protamin nnd Schlag- 
frequenz. 28 Tg. extr.  Me- 
dell(; p H  7.4, I = o.2o/1. 
O Z ~  5"1o-4:11 ATP; 
• • Reaktiviermlg durch 

2.5.1o-2 M ATI'. 

J~hnlich wie Protamin wirken Ca-Ionen auf Geisselmodelle. 5 . i o  -a M Ca ++ ver- 
ringert ihre Bewegungsgeschwindigkeit und Bewegungsgr6sse. Auch dies( Wirkung st 
durch Steigerung der ATP-Konzentration auszugleichen. Im Gegensatz zu der Wirkung 
des Protamin is( der Ca++-Effekt durch Auswaschen reversibel. 

Hemmende Verbindungen mit unbekanntem Wirkungsmodus sind Strophanthin 
und Di~ithylstilb6strol. 5'1o-5 g/ml Strophanthin senken die Schlagfrequenz und Be- 
wegungsgr6sse yon Spermienmodellen auf etwa die H~tlfte, ~o -4 M Di~ithylstilbSstrol 
hemmt die Bewegung vollst~indig. Auswaschen hebt die Wirkung beider Stoffe auf. 

TECHNIK 

Zur Herstcl lung der Modelle und unl das Verhal ten des gleichen Modells gegenfiber variierten 
Bedmgungen  zu pr/ifen, empfiehlt  es sich, ve t  der Ex t rak t ion  die geisseltragenden Zellen durch (in 
d/innes Fibr inkoagulum auf Deckgltisern zu tixieren. Die eingebet te ten Modelle ragen wtihrend des 

" Das Prttparat verdanke ich Herrn  Dr. (;RUBHOFV~'R, Heidelberg. 
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Versuchs in eine mit  der Versuchsl6sung geftillte K a m m e r  mit  seitlichem Zu- und Abfluss und  werden 
in dieser Anordnung mikroskopiert.  

Heuschreekenhoden sind das Ausgangsmater ia l  fiir die Gewinnung yon Spermatozoen. Sic 
werden im Einbe t tungsmedium zerzupft und als Suspension mit  einer Pipette auf Deckgl~sern auf- 
g e s t r i c h e n . -  Trypanosomen enthal tendes  t31ut infizierter M/~use (gewonnen durch Kupieren der 
Schwanzspitze) wird mit  dem Einbe t tungsmedium I : 20 his 4 ° gemischt  und wie die Hodensuspension 
ausgestrichen. Nach Gerinnen des Mediums in einer feuchten K a m m e r  werden die Deckgliiser in 
Gefiisse mit  Extrakt ionsl6sung versenkt.  Sterile Arbeitsbedingungen erfibrigen sich bei der Ein- 
bettung.  Geprtift und verwendbar fiir die Herstellung yon Trypanoson~enmodellen sind Tr. brucei 
und Tr. gambiense. 

Das Einbe t tungsmedium ftir die Spermatozoen besteht  aus lO% Hfihnerplasma (gewonnen 
aus der A. carotis in paraffinierten Gl~sern ohne ZusStze) und 80 % Tyrodel6sung. Unmit te lbar  vor 
dem Ausstreichen werden lO% Hfihnerembryonalextrakt  (1:3) zugegeben, um die Gerinnung des 
Mediums in Gang zu bringen. Bei der Herstellung yon Trypanosomenmodellen wird d~.e Tyrodel6sung 
durch Pferdeserum ersetzt. Die eintretende Agglutination der M/iuseerythrozyten ist belanglos. 
Freischwimmende Modelle sind am besten durch Zerzupfen des Fibrinkoagulum eingebetteter 
Modelle zu erhalten. 

Alle Extraktionsl6sunge.n enthiel ten KC1 zur Einstellung der Ionenst~rke, IO -2 M Phosphat-  
puffer und 2. IO -~ M N%H-Athylendiaminote t raaee ta t  in 5 ° vol %iger Glycerinl6sung. Die Ionen- 
st~rke betrug einheitlich o.15 #, das Verh~ltnis prim/see Phosphat  35/65 oder 4o/6o. Ext rahier t  
wurde 24 Stunden bei o ° b i s  - - 5  ° C, danach wurden die Pr~iparate in den Extrakt ionsl6sungen 
bei - - 1 8  ° C, Spermienmodelle gelegentlich auch bei o °C  aufbewahrt.  Ffir die Zusammensetzung 
der Versuchsl6sungen, die Extrakt ionsdauer ,  die Ext rak t ions tempera tur  und ihren Einfluss auf die 
Verfestigung der Pr/~parate gilt das friiher gesagte 17. 

Alle Versuchsl6sungen enthielten KC1 zur Einstellung der Ionenst~rke, 1o -2 M Phosphatpuffer,  
5 bis io.  io  -2 M MgC12 und ~. IO -3 M Cystein. In den Versuchen mit  Ca ++ wurde der Phosphatpuffer  
durch einen KHaPO4-Na2Glycerinophosphatpuffer ersetzt. Spermienmodelle reagieren gleieh- 
mSssiger, wenn sic vor Versuchsbeginn 3 ° rain bei o ° C mit  ATPhalt igen L6sungen (etwa lO -a M 
ATP) vorbehandelt  werden. Die Modelle bleiben fiber Stunden funktionsf~hig, wenn extreme Be- 
dingungen vermieden werden. Trypanosomenmodelle sind empfindlicher und sollen bald nach der 
Rtickfiihrung in rein wSssrige L6sungen in den Versueh genommen werden. 

Die Schlagfrequenz wurde im Phasenkontras tmikroskop durch Ausz~ihlen bes t immt,  die 
Bewegungsgr6sse durch Ausmessen der Fibrillenunsch~rfe auf langfristig belichteten Mikrophotos 
und Abzug des Durehmessers  der ruhenden Fibrille yon dem gefundenen \Vert. Alle Versuche fanden 
bei Zimmertempera tur  s tat t .  

Na4ATP verdanken wir der Fi rma Homburg  (Frankfurt),  Salyrgan den Farbwerken Hoechst.  
Germanin wurde yon den Farbenfabriken Bayer  (Elberfeld), Hepar in-Na (als Liquemin) und Liquoid 
Roche v o n d e r  Fi rma Hoffmann-La Roche, Protaminsulfa t  von der Firnla Schuchardt  (Mtinchen) 
bezogen. 

H e r r n  P ro f .  H .  H .  WEBER d a n k e  i ch  fiir  z a h l r e i c h e ,  a n r e g e n d e  D i s k u s s i o n e n ,  de r  

D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  fiir g rossz f ig ige  S a c h b e i h i l f e n ,  

ZUSAMMENFASSUNG 

Glycerin-wasserextrahierte Geisseln yon Spermatozoen uud Trypanosomen (Geisselmodelle) 
schl/ingeln sich unter  ATP. In allen ihren Abh/~ngigkeiten entspricht  diese Bewegung der Kontrakt ion 
yon Fibroblasten- und  Muskelmodellen, doch ist es eine Besonderheit  des kontrakti len Apparats  
der Geisseln, auch unter  kons tanten  Aussenbedingungen zwischen Kontrakt ion und Erschlaffung 
zu wechseln. Diese Spontaneiti~t muss  dem kontrakti len Apparat  selbst zugeschrieben werden, well 
sie in abgetrennten Teilen der Geissel ebenfalls auf t r i t t  und  well die Membranen der Zellen und 
ihre selektive Permeabili t~t  bei der Herstellung der Modelle zerstOrt werden. 

ATP ha t  fiir die Geisselbewegungen doppelte Bedeutung.  Es ist spezifischer Betriebsstoff und 
wirkt unspezifisch als Weichmacher.  Da die Weichheit  der Modelle ihre Bewegungsgeschwindigkeit  
best immt,  regelt die ATP-Konzentra t ion die Schlagfrequenz. Germanin ist fiir die Bewegung yon 
Trypanosomenmodellen ein iiusserst wirksamer Inhibitor.  

SUMMARY 

Flagella of spermatozoa and trypanosomes extracted in glycerine-water (flagellum models), 
undula te  in the  presence of ATP. These movements  correspond in all respects to the  contraction 
of fibroblast- and muscle-models, bu t  it is a peculiarity of the contractile sys tem of the flagella to 

Literatur S. z54. 

II  



154 H. HOFFM.\NN-BERLING VOL. 16 (1055 

a l t e rna t e  be tween  con t rac t ion  and r e l axa t ion  t inder cons t an t  ex te rna l  condit ions.  This spontaut , i t  x 
m u s t  be a t t r i b u t e d  to the  con t rac t i l e  a p p a r a t u s  itself, because i t  occurs even i~1 separa ted  t)avt> 
of the f lagel lunl  and  because the cell m e m b r a n e s  and the i r  select ive pe rmeab i l i t y  are dcstrov¢'<I in 
the p r e p a r a t i o n  of the  nlodels.  

ATI ) has  a double  funct ion in l lagel lar  m o v e m e n t .  It works  specifically to catlse c tmtract i ,m 
and  unspeci f ica l ly  as a plas t ic iser .  Since the  p l a s t i c i t y  of the m{>dels de t e rmines  the  speed of theiT 
m o v e m e n t ,  the  ATP concen t r a t i on  cont ro ls  the  f r equency  of the beat .  Ge rman in  is an ex t renIe lv  
effective i nh ib i t o r  of the  m o v e m e n t  of lrypa~osomc models.  

Des flagelles de spermatozoYdes e t  de lrypanosomes e x t r a i t s  it l ' eau  glycdrin6e (flagelles inod61es) 
s e n t  animds de m o u v e n l e n t s  ondu la to i r e s  en pr6sence d 'ATP.  Ces mouven l en t s  cor respondent  h tous 
dgards £ la con t rac t ion  des  mod~les de f ibrobias tes  e t  de muscles;  cependan t ,  le syst/21ne contrac t i le  
des flagelles pr6sente  la p a r t i c u l a r i t 6  de passer  de l ' d t a t  cont rac td  fi l ' d ta t  d6contrac t6  dans des 
condi t ions  (le mil ieu ex td r i eu r  cons tan tes .  Cet te  spontandi td  es t  une propridtd du syst ;mle cont rac t i le  
lui-m6nle,  pu i squ 'e l l e  se ntanifes te  en m6me t e m p s  dans  des rdgions sdpardes du ttagelle e t  puisqn( 
les n l embranes  cel lu la i res  e t  leur  permdabi l i td  sdlect ive sen t  suppr imdes  au cours  de la p r6para t ion  
des mod61es. 

L ' A T P  i n t e r v i e n t  de deux  fa~ons dans  le m o u v e m e n t  des t lagelles:  il p rovoque  sp6cif iquement  
la con t r ac t i on  et  il contr61e non spec i f iquement  la p las t ic i t6 .  Pu i sque  la  p las t ic i t6  du mod61e d6termine  
la  v i tesse  de ses mouven len t s ,  c 'es t  Ia concen t ra t ion  en ATt '  (lui rbgle la frdquence des ondula t ions .  
La  ge rman ine  est  un i nh ib i t eu r  e x t r 6 m e m e n t  eflicace du n l o u v e m e n t  des flagelles modbles de 
tgy~a~loso~e, 
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