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B E W I R K T  DAS SYSTEM P H O S P H O K R E A T I N - P H O S P H O K I N A S E  

D I E  E R S C H L A F F U N G  D E S  L E B E N D E N  M U S K E L S ?  

HILDEGARD PORTZEHL 
Max-Planch-Institut fi~r medizinische Forschung, lnstitut fiir Physiologie, 

Heidelberg (Deutschland) 

5 Beobachtungen haben zu der Meinung gefiihrtl,2,~, 4,5, die Restitution des ATP 
nach der Spaltung sei ein wesentlicher Faktor  der Muskelerschlaffung. Es handelt 
sich um die folgenden Beobachtungen: 

I. BOZLER 1 findet, dass kontrahierte, recht dicke Fasermodelle des Skelett- 
muskels auf Kreatinphosphatzusatz (CP) bei pH 7 erschlaffen, wenn sie sehr kurz 
extrahiert sind und wenn die vorhergegangene Kontraktion in einem ATP (Adenosin- 
triphosphat)-Bad von physiologischer Konzentration (4" Io-3M) stattgefunden hat. 

2. Die Schule von SZENT-GYORGY12,3 findet, dass solche Faserbfindel auf Zugabe 
von CP und CPase (Kreatinphosphokinase) zwar nicht bei pH 7, aber bei pH 6 
erschlaffen, wenn sie vorher bei pH 7 zur Kontraktion gebracht sind. 

3. BENDALL4 kommt  bei den Versuchen, den "relaxing factor" aus Muskelfasern 
zu isolieren, zu dem Ergebnis, dass Myokinase und "relaxing factor" identisch seien. 

4. Das CP-System kann als System der Erschlaffung auch durch Phosphopyruvat  
und Pyruvatkinase ersetzt werden (LORANDS). 

5. Auch mit Phosphocarnosin erschlaffen Modelle (GOODALL6). 
Alle die genannten Systeme restituieren gespaltenes ATP. Es ist aber schwer 

einzusehen, warum die Restitution des gespaltenen ATP nicht nut  neues ATP ffir 
die Kontraktion zur Verffigung stellt, sondern auch gleichzeitig Erschlaffung be- 
wirken soll. 

Deshalb wird in dieser und der folgenden Mitteilung fiberprfiff und analysiert, 
worauf die erschlaffende Wirkung eines ATP restituierenden Systems, des CP- 
Systems, unter den Bedingungen der Versuche von BOZLER einerseits und der SZENT- 
GY6RGYI Schule andererseits beruht. In einer weiteren Mitteilung wird gezeigt, dass 
die Myokinaseaktivit~it eines Muskelextraktes durch Abtrennung der Muskelgranula 
nicht abnimmt, w~ihrend die ganze erschlaffende Wirkung sich in den Granuta 
wiederfindet. 
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II  

Die BozLER'schen Ergebnisse legen die Deutung nahe, dass die erschlaffenden Wir- 
kungen des CP-Systems auf zwei Besonderheiten der Versuchsanordnung beruhen. 

I. Die erschlaffenden Wirkungen des CP-Systems treten nur an kurz extrahierten 
Faserbfindeln ein. 

2. Die Faserbfindel sind aussergew6hnlich dick. Sie bestehen aus "~5o Einzel- 
fasern mit einem Gesamtdurchmesser von ~'~o.5 mm. 

Diese Bfindel werden zum Versuch zwischen ihrem oberen und unteren Be- 
festigungspunkt mit  einer Nadel in etwa 12 Strange aufgespalten. Trotzdem bleibt 
der Durchmesser der einzelnen Str~alge von 15o/~ weit fiber der Warburg'schen 
Grenzschichtdicke. 

Da so kurz extrahierte Fasermodelle noch betfitchtliche Mengen des von MARSH v 
entdeckten "relaxing factors" enthalten, soUte die yon BOZLER angewendete ATP- 
Konzentration yon 4-6. i o -*M durchaus fiberoptimal sein. Dass die BozLER'schen 
Faserbfindel in ATP-L6sungen dieser Konzentration trotzdem krifftig kontrahieren 
ist zu erwarten, weil sie so dick sind. Daher muss die ATP-Konzentration "innen" 
viel niedriger sein als "aussen", so dass die Konzentration " innen"  im Gegensatz zur 
Konzentration "aussen" nicht fiberoptimal ist (vergl. PERRY21). Wird dagegen die 
ATP-Konzentrat ion "innen" durch die Zugabe von hochkonzentriertem CP (durch 
Restitution des gespaltenen ATP) der "aussen"-Konzentration angeglichen, so wird 
sie auch "innen" fiberoptimal, so dass Erschlaffung auf CP-Zusatz zu erwarten ist. 

Die hier gegebene, sehr einfache Interpretation der BoztER'schen Ergebnisse 
wird anschliessend experimentell best~tigt. 

I I I  

Die ATP-Konzentration im Innern der Modelle und im Bad ist praktisch gleich, wenn 
an SteUe Wasser-Glycerin extrahierter Faserbfindel mit einem Durchmesser von 
--,500 ~, dfinne Fibrillenbfindel mit einem Durchmesser von ~ 2/~ verwendet werden. 

Es l ~ s t  sich mit Hilfe der SCHULZ-MEYERHOF-Formel 8, der bekannten Spaltungs- 
rate des ATP dutch Fibrillen und der von HASSELBACH t~ ermittelten Konstanten ffir 
die Diffusionsgeschwindigkeit des ATP im Innern von FasermodeUen leicht berechnen, 
dass die ATP-Konzentration in solchen FibfiUenbfindeln v o n d e r  OberflAche bis zum 
Zentrum nur auf ,~9  o bis 99% der Aussenkonzentration absinkt (Tabelle I). Damit  
ist auch die ATP-Konzentration "innen" am Wirkungsort genfigend bekannt. 

T A B E L L E  I 

DIE ABHXNGIGKEIT DER [ATP] "INNEN" VON DEM DURCHMESSER DER FIBRILLENBUNDEL UND 
DER [ATP] "AUSSEN" (IM STATIONAREN ZUSTAND DER DIFFUSION) 

A T P - G e h a l t  i m  Z e n t r u m  der Fibri l le  i n  % dee [ A  T P ]  aussen yon 

Fibri l len-  
durchmesser 0.8 • zo-*  M 2.5 • ~ o - D M  5 • IO - s  M 7.5 • I o - 3  M zo  • l o  -~ M 
= 2 r i n t *  

2 90 96 98 99 99 
3 76 92 96 97 98 
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Die Kontraktion I b i s  2 /x dicker Fibrillenprfiparate l~isst sich unter dem Mikro- 
skop Ms Verkfirzung messen und die Wirkung erschlaffender Faktoren durch das 
Ausbleiben der Verkiirzung feststellen. 

Das Verfahren setzt voraus, dass die Kontraktion so lange verhindert werden 
kann, bis die ATP-Konzentration "innen" die H6he der ATP-Konzentration "aussen" 
erreicht hat. Denn be• 20 ° C kontrahieren sich die Fibrillen schon auf die ersten ein- 
dringenden ATP-Spuren mit einer Geschwindigkeit von ~-~2oo% der Standardl~inge 
pro Sekunde (PORTZEHL, 19541°). 

Es hat sich nun gezeigt, dass die Kontraktion Wasser-Glycerin extrahierter 
Fasern oder Fibrillen fiber Minuten hinaus v611ig oder fast v611ig verhindert wird, 
wenn das pH ~ 6 . 3  betr~igt und die Temperatur  o°C nicht fiberschreitet. Deshalb 
werden im temperaturkonstanten Raum von o°C die Ans~itze mit und ohne CP-  
CPase, sowie mit und ohne den "Erschlaffungsfaktor" von MARSH 7 gemischt, die 
L~inge einiger Fibrillen der Fibrillensuspension gemessen und dann der heizbare 
Objekttr~iger auf 20 ° C langsam erw~irmt. 30 bis 60 Sekunden nach Beginn der Er- 
wfirmung sind die Fibrillen auf etwa 20% der Anfangsl~tnge verkiirzt, falls keine 
Hemmung durch Erschlaffungsfaktoren stattgefunden hat, w~ihrend sie im entgegen- 
gesetzten Fall ihre Ausgangsl~inge behalten. 

Die Wirkung yon Erschlaffungsfaktoren auf die ATP-Spaltung l~isst sich dagegen 
be• pH ~'~7 und Zimmertemperatur  verfolgen. Denn die ATP-Spaltung durch das 
Aktomyosin der Fibrillen •st nicht beendet, wenn die Kontraktion beendet •st, 
sondern l~iuft beliebig lange weiter, wenn gentigend ATP angeboten wird. Daher •st 
es m6glich, durch Verwendung sehr dtinner Fibrillensuspensionen in einem verh~iltnis- 
m~ssig grossen ATP-Volumen die Zeit der ATP-Spaltung so lange auszudehnen, dass 
das, was in den ersten 2 bis 3 Sekunden geschieht, gegenfiber der Gesamtspaltung 
vernachl~issigt werden kann. 

IV 

Fig. I zeigt, dass sich Wasser-Glycerin extrahierte und ausgewaschene Fibrillen bei 
~-~pH 6.3, einer Ionenst~irke ~ o . I  7 / ,  in Mg-Gegenwart um 80% der Anfangsl~inge 
verktirzen, wenn die Temperatur  yon o ° C auf 20 ° C erh6ht wird. Der Betrag dieser 
Verkfirzung •st gleich ffir alle ATP-Konzentrationen yon 0.8 his 9" I°-a. Dies war zu 
erwarten, weil be• 20 ° C der fiberoptimale Bereich der ATP-Konzentration erst mit 
Konzentrationen > Io -*M beginnt, w~ihrend wir aus Spaltungsversuchen wissen, 
dass die der Kontraktion zu Grunde liegende ATP-Spaltung bis herab zu einer ATP- 
Konzentration < 5 . I o - 4 M  mit der gleichen maximalen Geschwindigkeit verl~iuft 
(Vgl. auch Fig. 2b). 

Fig. I. Einf luss  des CP-CPa s e -Sys t e m s  und ~ 
des Ersch la f fungsfak tors  auf  die Abhiingig-  ~ = 
ke i t  der F i b r i l l e n k o n t r a k t i o n  v o n d e r  ATP- = ~ 6, 
Kon t r ak t i on .  # ~ o . I 7 ,  p H  ~ 6 , 3 ,  O x a l a t  "~ c~ 

U E 
e ~  4" Io-aM,  MgC12 2 -+ 6" Io -aM,  F ib r i l l en -  ~ ~ 4 
konzentra . t ion = 4 mg/mm, , m i t  ATP, :~ 

ATP + o.oi21//CP + 3 -+ I3 m g / m l C P a s e ,  ~ L 2 I .  

• ATP + Faktor ,  O ATP + F a k t o r  + :~ ~ , 
4.5" io  aM Ca. ) I i I i i i i l L I ~ 1 

0.7 1 9 3 4 5 6 8 3 1 0  
m o [ o P e  A T P -  K o n z e f ~  P o t i o n  • 1 0  
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T A B E L L E  I I  

DIE BESEITIGUNG DES A D P  DURCH CP- -CPASE WAHREND DER ATP-sPALTUNG DURCH FIBRILLEN 

( I o n e n s t ~ , r k e ~ , ~ o . I  7 # ,  o . o o 5 M  MgCI~, o . o o 5 M  O x a l a t ,  p H ~  7, T e m p .  20  ° C) 

Der Spaltungsansatz enth~lt A u#reten yon 
Spaltungs- 

zeti l*Mol A DP/ml I*Mol Kreatin/ml 
CPase Fibrill. A T P  CP in Min. chromatogr, colorimetr. 
mg/ml mg/ml ~Mol/ml l*Mol/ml bestimmt bestimmt 

lO. 3 0 .42  4 .25  i o  o '  k e i n  o .28  
lO. 3 o .42  4 .25  IO 2 '  k e i n  o .77  

lO. 3 0 .49  7 .65  i o  o '  - -  0.2 
lO. 3 o .49  7.65 i o  2 '  k e i n  0 .64  

5.1 o .49  7 .65  i o  2 '  k e i n  0 .67  
5- i 0 . 49  7 .65  i o  4 '  k e i n  o .96  
5. I 0 . 49  7 .65  i o  8 '  k e i n  1 .64 

Werden den gleichen Ans~tzen CP + CPase in einer Konzentration zugesetzt,  die 
das Auftreten yon freiem ADP als Folge der ATP-Spaltung vollst~ndig verhindert 
(Tabelle II)--oder mit anderen Worten, die das ATP ebenso schnell restituiert wie 
es gespalten w i r d - - s o  tritt die gleiche Verkfirzung mit der gleichen Geschwindigkeit 
auf wie ohne CP-System. Auch dies gilt ffir den ganzen Konzentrationsbereich yon I 
his 9" I ° - 3 M  ATP (Fig. I). 

Dass die ATP-Spaltung durch die Fibrillen in Gegenwart yon CP~System nicht 
zum Auftreten von papierchromatographisch nachweisbarem ADP ffihrt, zeigt zwar, 
dass es infolge der Restitution des ATP durch das CP-System nicht zu einer An- 
h~ufung yon ADP kommt,  aber dieser Test sagt noch nichts darfiber aus, wie gross 
die Lebensdauer des einzelnen ADP-Teilchens zwischen Spaltung und Restitution des 
ATP ist. Um diese Lebensdauer des einzelnen ADP-Teilchens m6glichst kurz zu 
halten, wurde die CPase-Konzentration bei der Prfifung der Fibrillenkontraktion 
200 bis 300 real h6her gehalten, als es n6tig ist, um die ATP-Spaltung dutch die 
Fibrillen zu kompensieren. TabeUe III zeigt, dass die Creatinbildung aus CP als Folge 
der ATP-Restitution* bereits bei einer CPase-Konzentration von 0.035 mg/ml ebenso 
gross ist wie die gleichzeitige Phosphatabspaltung aus dem ATP durch die Fibrillen 
(gemessen in Abwesenheit yon CP und CPase). Tabelle III zeigt ferner, dass infolge- 
dessen die Transphosphorylierungsgeschwindigkeit dieselbe bleibt, auch wenn die 

T A B E L L E  I I I  

ABH*NGIGKEIT hER KREATINBILDUNG VON DER CPASE-KONZENTRATION WAHREND DI~R 
ATP-sPALTUNG DURCH FIBRILLEN 

(Ionenstiirke o . 1 6 / z ,  o . o o 5 M  MgC12, o . o o 5 M  K - O x a l a t ,  p H i 7 ,  T e m p .  20 ° C) 

Im ml Spaltungsansatz sind enthalten an: 

mg CPase mg Fibr. pMol A T P  I~Mol CP 

gebildetes A TP-Spaltung 
Kreatin in ohne CP-CPase 

I*Mol #Mol P 
rain. mg Fibr. rain. mg Fibr. 

o . o 3 5  o .89  4 .72  I I  o .38  
o .35  o . 8 9  4 .72  I I  o .41 
3.5 0 .89  4 .72  I I  0 .38  0"38 
5 . 2 6  0 .89  4 .72  I I  0 . 36  

* Entsprechend der Gleichung C P  + A D P  ~ Cr  + ATP. 

L i t e r a t u r  S .  4 8 2 .  
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CPase-Konzentration um angen~ihert das 200 fache auf 5.26 mg/ml gesteigert wird. 
Dies ist ein zweites Argument, dass bereits o.o35 mg/ml CPase die ATP-Spaltung 
voll kompensieren. Im Kontraktionsversueh aber wurde nicht o.o35 mg/ml, sondern 
3 his 13 mg/ml CPase der gleiehen Fibrillenmenge zugegeben. 

Es zeigt sich also, dass CP + CPase keinerlei erschlaffende und kontraktions- 
behindernde Wirkung besitzt, falls durch das CP-CPase-System die ATP-Konzen- 
tration "innen" nicht veriindert werden kann, weil sie "innen" und "aussen" von 
vornherein gleich ist. Die gleiehen Fibrillen sind andererseits gegen die Wirkung des 
von MARSH entdeckten "relaxing factor" ausserordentlich empfindlich. Wird n~imlich 
dieser Marsh-Faktor im aktiven Zustand, d.h. bei v611iger Abwesenheit von Ca- 
Ionen n, n, hinzugeffigt, so wird die Verkfirzung der Fibrillen bei Erw~irmung von o ° 
auf 2o°C vollst~tndig unterdrfickt, w~ihrend die Inaktivierung des Faktors durch 
Zugabe von Ca-Ionen genfigt, um wieder die volle Verkiirzung um 8o % der Ausgangs- 
l~inge herbeizuffihren (Fig. i). 

Auch auf die ATP-Spaltung wirkt das CP-CPase-System nicht hemmend, wenn 
die Versuchsanordnung die M6glichkeit ausschliesst, dass das CP-CPase-System die 
ATP-Konzentration "innen" erh6ht und dadurch optimale ATP-Konzentrationen 
"innen" auf fiberoptimale Werte anwachsen l~sst. 

Fig. 2a best~itigt ftir i o ° C  und Fig. 2b ftir 2o°C die schon litnger bekannte 
Tatsache, dass die ATP-Spaltung ebenso wie die ATP-Kontraktion zwischen IO -3 und 
io-~M ATP bei 2o°C v o n d e r  ATP-Konzentration vollst~indig unabNingig ist und 
bei IO ° C nur in Konzentrationen > 7" Io - aM ATP ein wenig absinkt, falls die Mg- 
Konzentration 5" Io-SM nicht fiberschreitet. Die Fig. 2a und 2b zeigen ferner, dass 
die Gegenwart des von MARSH entdeckten Erschlaffungsfaktors die ATP-Spaltung in 
dem ganzen fraglichen Bereich der ATP-Konzentrationen bei IO und 2o ° C praktisch 
aufhebt, so lange kein Ca zugegen ist, w~ihrend Ca-Gegenwart die urspriingliche 
Spaltungsgr6sse wiederherstellt (Fig. 2b). 

._c l 10°C 

• "q-'r-, , , - - D ,  , , '  ......... • , , , , ~ e t " ~ ' , O  , , 

~E 0.7 1 2 3 4 6 8 10 
=, molore ATP-Konzentrution • 103 

k0 
~05cm I. • 20°C 

~'E--O.3 | • • • 

F 

~ 0 . 1  • m • 

I ~ e ' ' ' 'Qj Of 

0 8 ,  , 5 6  8 , 0  
moIore ATP-Konzentr~tion • 10 3 

Fig. 2a and 2b: Der Einfluss des Erschlaffungsfaktors und des CP-CPase-Systems auf die Ab- 
hg, ngigkeit der ATP-Spaltung vonder ATP-Konzentration. (a) Reaktionsbedingungen wie in Fig. i 
doch betr~gt das pH abweichend 6.8 und die CPase-Konzentration 0.9 mg/ml. (b) wie (a), doch 

betrAgt das pH 7 und die CPase-Konzentration variiert zwischen o.o 3 und io mg/ml. 

Trotz dieser Empfindlichkeit der Fibfillen gegen den yon MARSH entdeckten 
Faktor  spalten diese Fibrillen bei I0 ° C (Fig. 2a) und 20 ° C (Fig. 2b) in Anwesenheit 
yon CP + CPase fiber den ganzen Bereich der ATP-Konzentrationen in genau dem 
gleichen Umfang wie in Abwesenheit dieses transphosphorylierenden Systems. Dass 
das System wirklich maximal transphosphoryliert, ergibt sich daraus, dass in jedem 
einzelnen Versuch eine Menge von Kreatin frei gesetzt und gemessen ist, die dem 
Betrag an gespaltenem ATP gleieh ist. 

Literatur S. 482. 
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Die mitgeteilten Versuche zeigen: 
I. Die F~ihigkeit isolierter Fibrillen, physiologische Konzentrationen an ATP 

(von lO -3 bis Io-2M) zu spalten und sich dabei zu kontrahieren, wird durch den 
Yon MARSH entdeckten Erschlaffungsfaktor unterdriickt. 

2. Wenn dagegen CP + CPase--selbst in extrem hohen Konzentrationen-- 
anwesend sind, spalten die gleichen Fibrillen die gleichen ATP-Konzentrationen v611ig 
ungehemmt und kontrahieren sich dabei. 

Die Befunde zeigen darfiber hinaus, dass das CP-CPase-System weder die Kon- 
traktion dutch ATP noch die ATP-Spaltung hemmt, sobald daffir gesorgt ist, dass 
dieses System nicht in der Lage ist, die ATP-Konzentration im Innern des kontrak- 
tilen Systems zu erh6hen. Die entgegenstehenden Befunde der Literatur erkl~iren sich 
tats~ichlich daraus, dass das CP-CPase-System die niedrige ATP-Konzentration im 
Innern dicker Bfindel extrahierter Fasern auf die h6heren Werte des Aussenbades 
zu erh6hen vermag. Hierdurch wird die Innenkonzentration h~iufig fiberoptimal. 

Da aber im lebenden Muskel--wie in den Fibrillen--die Innenkonzentration an 
ATP durch das CP-CPase-System nie erh6ht wird, sondern h6chstens durch Resti- 
tution in der ursprfinglichen H6he erhalten bleiben kann, scheidet das CP-CPase- 
System als physiologischer Erschlaffungsfaktor aus. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Herstellung tier Fibrillensuspensionen 
(a) Fiir  die K o n t r a k f i o n s v e r s u c h e  w u r d e n  die t o t e n s t a r r e n  Fase rn  eines K a n i n c h e n - p s o a s  

im S t a r m i x  I Minu t e  (Stufe III)  zerkleinert .  Dies geschah  en tweder  sofort  oder  n a c h d e m  die 
Fa se rn  einige Tage  in 9o% igem Glycerin  m i t  O.OlM K - O x a l a t  bei - - 1 6  ° C a u f b e w a h r t  waren.  
Die Z e r k l e i n e r u n g - - v o n  8 g F a s e m - - g e s c h a h  in 7 ° ml  O.o lM P h o s p h a t p u f f e r  p H  6.2, u m  einer 
Que l lung  vorzubeugen .  Die so e rha l t ene  Suspens ion  wurde  abzen t r i fug ie r t  u n d  e inmal  m i t  

~ i o o  m l  o . I M  KC1 + O.OlM P h o s p h a t  p H  6. 4 gewaschen.  Von d e m  Zent r i fugenniedersch lag  
der W a s c h u n g  wurde  n u r  die obers te  Schicht  verwende t ,  die lange Einzelfibril len u n d  Fibril len- 
bi indel  bis zu e inem m a x i m a l e n  D u r c h m e s s e r  yon  2/* enthAlt.  Die Fibril len wurden  in 8 o % i g e m  
Glycerin + O.OlM K - O x a l a t  bei - - I 6 ° C  au fbewahr t .  Ih re  Kont rak t ions fAhigke i t  wie die 
H e m m u n g  dieser K o n t r a k t i o n  d u t c h  den  Ersch la f fungs fak to r  is t  noch  n a c h  IO Tagen  solcher 
A u f b e w a h r u n g  unverAnder t .  F a r  die Versuche  wurde  die Glycer in-hal t ige  F ibr i l lensuspens ion  nach  
5o-facher Ve rd f innung  u n m i t t e l b a r  verwende t .  

(b) Die Hers t e l lung  der Fibri l len ftir die Spa l t ungsve r suche  weich t  von  d e m  oben beschr ie-  
benen  Ver fahren  im  Fo lgenden  ab :  

i .  Alle L 6 s u n g e n  s ind  phospha t f r e i ,  u m  die Empf ind l i chke i t  der  B e s t i m m u n g  der ATP-  
Spa l tung  n ich t  zu verkle inern.  

2. wurde  in e inem doppel t  so grossen V o l u m e n  einer  o .o7M KC1 + O.o lM K - O x a l a t - L 6 s u n g  
mi t  d e m  S t a rmix  z e r k l e i n e r t - - u n d  zwar  3 × 3 Min.  m i t  Stufe III,  i n sge samt  also 9 Minu ten .  
D e n n  die F ibr i l l ensuspens ion  soll so rein u n d  h o m o g e n  sein, dass  die Suspens ion  m i t  der P ipe t t e  
abgemessen  werden  kann ,  ohne  dass  der  Eiweissante i l  des P ipe t t en inha l t e s  s chwank t .  

3. Schliesslich w u r d e n  diese Fibri l len 3 × gewaschen,  u m  alle P h o s p h a t r e s t e  der Muskel faser  
zu besei t igen.  

4. Die A u f b e w a h r u n g  der Suspens ion  fand  in 4 5 % i g e m  Glycerin + O.o lM K - O x a l a t  bei 
- - 1 6  ° C s ta t t .  

Fiir  den  Ver such  wurde  das  Glycer in  au f  der Zentr i fuge  ausgewaschen  u n d  die Suspens ion  
noch  I Minu t e  m i t  d e m  S t a r m i x  behande l t ,  u m  den z u s a m m e n z e n t r i f u g i e r t e n  Bodensa t z  wieder 
v611ig zu homogenis ie ren .  

Der Fermentgehalt der Fibrillensuspensionen 
Die F ibr i l l ensuspens ion  der  K o n t r a k t i o n s v e r s u c h e  enthAlt  n ich t  unbet rAcht l iche  Mengen  an  
Myokinase  u n d  m6gl icherweise  auch  e twas  CPase.  Beides e rsche in t  unwesen t l i ch ,  weil die 
Fibri l len in allen FAllen, in denen  n ich t  E r sch la f fungs fak to r  zugese tz t  wird, voll kon t r ah ie ren .  

Die F ibr i l l ensuspens ion  der Spa l t ungsve r suche  enthAlt  sehr  wenig  CPase:  C P - S p a l t u n g  
~ i o %  der A T P - S p a l t u n g .  Der  Myok inasegeha l t  wurde  n ich t  un t e r such t .  
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Die Herstellung der Kreatinphosphokinase (CPase) 
Dies geschah nach der Methode 13 y o n  KUBY, NODA UND LARDY TM. Nur  auf die Kristallisation 
wurde verzichtet. Die \¥ i rksamkei t  solcher Pr~parate  geht  aus Fig. 3 hervor. Die Fig. 3 zeigt, 
dass durch I m g  Ferment  nach 3 ° Sek. 46.5/~Mol Phospha t  yon CP auf ADP tibertragen sind. 
Da der Ansatz am Anfang 87/~Mol ADP enthielt, heisst dies, dass nach 3 ° Sek. fiber die H~lfte 
des A D P  aufphosphoryl ier t  worden ist. 

Aus der anf~inglichen ADP-Konzen t ra t ion  yon 2. io adl,l und der anfi~nglichen CP-Konzen- 
t ra t ion von 5.5" 1o-31]// berechnet  sieh mit  Hilfe der yon KUBY, INODA UND LARDY 14 ffir 3 °o C 
ermit tel ten Michaeliskonstanten fiir ADP (KAD p = 8' IO -4) und ffir CP (Kcp = 5" IO-Z) ffir diesen 
Versuch eine Ferments~tttigung yon o.68 ADP × o. 5 CP = o.34 = 34% des Fermentes.  Ftir das 
Substrat-gesAttigte Fe rment  ergibt sich demnach eine Transphosphoryl ierungsra te  yon 27o/zMol 
Phospha t /mg  Ferment .  Min. bei 2o ° C. Diese Umsatzra te  dfirfte sich ffir 3o°C  auf ungef~ihr 
600 #Mol Phospha t /mg  Ferment .  Min. erh6hen. Diese Durchschnit tsgeschwindigkei t  korrespon- 
diert einigermassen befriedigend mit  der von KUBY, NODA IJND LARDY 14 fiir die kristallisierte 
CPase angegebenen Anfangsgeschwindigkeit  i , ioo/~Mol Phospha t /mg  Ferment .  Min. Denn es 
handel t  sich um die Durchschnit tsgeschwindigkeit  der Phosphoryl ierung von mehr  als der H~ilfte 
des anwesenden Phosphats .  

Die Herstellung des Erschla~ungs[aktors 
Die Muskeln des frisch get6teten Kaninchens  werden mit  dem 3-fachen Volumen einer o.o4M KC1 
+ o.o2M Histidin + o.oo5M K-Oxalat-L6sung,  p H  7, 2 × 2 Min. m i t  dem Starmix (Stufe I I I )  
bei etwa o ° C zerkleinert. Nach Ent fe rnung  der unl6slichen S t ruk turen  (durch Zentrifugieren bei 
o ° C, noch e twa 20 Min.) wird der E x t r a k t  auf  o . i M  KC1, o.o2M Histidin, 5" Io -3M K-Oxala t  
und 4' I ° - 3 ~  MgC12 genau eingestellt und in der Regel nicht 1Anger als 4 Tage bei o ° C aufbewahr t  
und gebraucht .  Sehr h~ufig--ffir  die Spal tungsversuehe i m m e r - - w u r d e n  die aus dem Muskel 
s t ammenden  Phosphate  und anderen wasserl6slichen Substanzen des Muskels durch Dialyse gegen 
die oben angegebene Salzpuffer-Mischung entfernt.  Das wAhrend der Dialyse ausfallende Myogen- 
fibrin wurde abzentr ifugiert .  
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Fig. 3- Die Phosphoryl ierung yon ADP durch 
das CP-CPase-System.  2. Io-3M ADP, 5.5' IO-a 
M CP, 5" I ° - 3 M  MgC12, 5" Io - aM K-Oxalat ,  
Ionensti~rke ~ o . i 8 / z ,  p H  ~ 7 ,  Tempera tu r  

20 ° C. 
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Fig. 4. Die Bildung yon Kreat in  aus CP in 
Gegenwart  von CPase w~hrend der ATP 
Spal tung durch Fibrillen. 4.7. io-3M ATP, 
O.o l iM CP, 0.35 mg CPaseeiweiss/ml, o.89 mg 
Fibrilleneiweiss/ml, 5" i o -aM MgCli, 5.5' I o-3~/  
K-Oxalat ,  Ionensti~rke ~ o . I  7 /~, p H  ~ 7 ,  

Tempera tu r  20 ° C. 

Das  ATP der F i rma Pabst ,  Milwaukee, Wisc. USA. enthielt  nach papierchromatographischer  
Analyse nur  ~ i %  ADP und Spuren yon anorganischem Phosphat .  Weitere Verunreinigungen 
fehlten. 

Das  A D P  und  das CP s t am m t en  yon der Sigma Co., St. Louis, USA. Zum Teil wurde das 
CP auch nach dem Verfahren yon ENNOR UND STOCKEN la durch Phosphoryl ie rung yon Kreat in  
im Ins t i t u t  hergestellt.  

Das Phenylmercur iaceta t  s t a m m t  yon der F i rma Schuchardt ,  Mfinchen, die tibrigen Chemi- 
kalien waren analysenreine PrAparate der F i rma Merck, Darms tad t .  
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Die Bestimmung der A TP-Spaltung erfolgte bei Abwesenheit  yon Krea t inphospha t  durch die 
Bes t immung des anorganischen Phospha ts  nach FISKE UND SUEEAROW TM, modifiziert nach RocK- 
STEIN UND HARRON 17. In  diesem Fall wurde der fermentat ive Vorgang durch Eiweissf~illung mi t  
lO% iger Trichloressigsiiure (Trichloressigs~iurekonzentration ~ 4 % )  gehemmt.  

Wenn  CP und CPase zugegen waren, wurde die ATP-Spal tung in der Regel durch die Be- 
s t immung  des freigesetzten Kreat in  nach ENNOR UND STOCKEN TM gemessen. Um den Zerfall des 
noch in takten CP zu vermeiden, erfolgte die Unterbrechung des Fermentprozesses  durch Phenyl-  
mercuriacetat  nach CHAPPELL UND PERRY TM und nachfolgender Enteiweissung mit  0. 3 N Ba(OH)~ 
und 5% ZnSO~ bei p H  8 nach SOMOGYI ~°. 

Auch unter  diesen UmstAnden hat  man  mit  einigermassen unregelmiissigen Kreat in-Leer-  
werten infolge der Labilitiit des CP zu rechnen. Die hierdurch bedingte Ungenauigkei t  wird ver- 
mieden, wenn das freigesetzte Kreat in  nicht als Differenz yon Versuch und Leerwert  (blank) 
bes t immt  wird, sondern wenn es aus einer Umsatz-Zei tkurve  abgelesen wird (vgl. Fig. 4). 

Da n~imlich die ATP-Spal tung und also auch die Freisetzung des Kreat in gradlinig mit  der 
Zeit verlliuft, kann  die Geschwindigkeit der I<reatin-Freisetzung aus der Steigung der Geraden 
abgelesen werden, ohne dass ein parallel bes t immter  Leerwert  berficksichtigt zu werden braucht .  
Selbstverst~indlich erhglt  man  durch den Schni t tpunkt  der Geraden mi t  der Ordinate zus~itzlich 
auch noch den Lee rwer t - - abe r  den Leerwert  des Versuches selbst und nicht einer parallelen 
Kontrolle. Diese Methode hat  sich als so iiberlegen erwiesen, dass sie von ihrer Einffihrung an 
ausschliesslich angewendet  wurde.  

Die Kont rak t ion  der Fibrillen wurde mit  dem Phasenkont ras tmikroskop  (Okular 12. 5 + 
Hilfslinse 1.6, Objektiv Ph I I  40/0.65) im o ° C-Raum beobachtet .  Es wurde ein Tropfen einer 
Suspension verwandt ,  der im Gesichtsfeld IO bis 20 Fibrillen enthielt.  In  der Regel wurde die 
Anfangsl~inge und der Verkfirzungsbetrag an io  Fibrillen ausgemessen. 

Die Verkfirzung finder s ta r t  bei Erw~irmung der Fibrillen auf ~ 2 o  ° C. Hierfiir wurde Wasser  
yon 2o ° C durch eine 4 m m  dicke Plexiglaskammer geleitet, die den Objekttri iger ersetzte. Auf 
diese K a m m e r  wurde ein Deckglas mit  einem Tropfen der Fibril lensuspension gelegt, der yon 
einem zweiten Deckglas bedeckt war .  So war ein rascher und sauberer Wechsel der AnsAtze 
m6glich. Die Erwi i rmung erfolgt dutch  W'asser yon 20 ° C mit  einer Str6mungsintensit i i t  von etwa 
7 ° ml/Min. Da die Wand  (Plexiglas und Deckglas) zwischen der Suspension und dem Wassers t rom 
n u t  eine Dicke yon 0.8 m m  hatte ,  war  die Suspension ~ 2 o  Sek. nach Str6mungsbeginn auf 
ungefiihr 20 ° C erw~irmt und gleichzeitig die Kont rak t ion  maximal.  Trotzdem wurde die Fibrillen- 
liinge erst  nach einer Minute zum zweiten Mal ausgemessen. 

Die Kont rak t ion  liisst sich auch durch die Tempera tu r  yon o ° C nur  vollstiindig unterdrficken, 
wenn der p H  saurer  als 6.5 ist. E r  be t rug in der Regel 6.3. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Phosphokrea t in  (CP) in Gegenwart  yon Phosphokinase (CPase) bringt  ATP-haltige 
Muskelmodelle nur  dadurch zur Erschlaffung, dass das CP-System die ATP-Konzent ra t ion  " innen"  
durch Rest i tu t ion des gespaltenen ATP auf fiberoptimale Werte erh6ht. 

2. Es wurde deshalb untersucht ,  wie weir die ATP-Kont rak t ion  und die ATP-Spal tung durch  
das CP-CPase-System beeinflusst werden, wenn als Modelle Fibrillen-Biindel mit  einem Radius  
H I / z  verwendet  werden. Denn im Innern  so dfinner Fibrillenbtindel ist  die ATP-Konzen t ra t ion  
- - i m  Gegensatz zum Innern  von Fasermodel len- -von  vornherein prakt isch ebenso hoch wie im 
Aussenbad. Sie kann  infolgedessen auch durch die Aktion des CP-CPase-Systems nicht weiter  
erh6ht  werden. 

3. Diese Fibrillenbfindel verkiirzen sich in Gegenwart  und Abwesenheit  des CP-  CPase- 
Systems in genau gleichem Umfang.  Dies gilt auch dann, wenn das CP-  CPase-System in einer 
Konzentra t ion  zugegen ist, die 30o real gr6sser ist als die Konzentrat ion,  die die ATP-Spal tung 
durch die Fibril len gerade kompensiert .  

4. Dagegen verschwinden ATP-Kont rak t ion  und -Spaltung sofort und vollstAndig, wenn den 
gleichen Fibrillenbfindeln der yon MARSH entdeckte "relaxing factor"  des lebenden Muskels im 
aktiven Zustand zugesetzt wird. 

5. Erschlaffungsfaktor  und C P - C P a s e - S y s t e m  sind also nicht identisch. Vielmehr ist der 
Erschlaffungsfaktor  das einzige bisher bekannte  physiologische Agens, das in der Lage ist, die 
Erschlaffung und den Ruhezus tand  des lebenden Muskels zu bewirken, solange dieser Fak to r  
im akt iven Zustand ist. 

SUMMARY 

i. Phosphocreat ine (CP) in the presence of phosphokinase (CPase) produces relaxat ion in 
ATP-containing muscle models only as a result  of the CP sys tem raising the ATP concentrat ion 
inside the muscle model to overopt imal  values by  rest i tut ion of the split ATP. 

2. I t  has therefore been investigated to wha t  extent  the ATP contract ion and the AT]? 
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split t ing are influenced by  the CP-CPase system, when fibril bundles with a radius of ca. ~ F' 
are used as models. Inside such a thin fibril bundle  (in contras t  to the interior of fibre models) 
the ATP concentrat ion is, to begin with, practically as high as in the bath.  Consequently it cannot  
be increased fur ther  even by  the action of the CP-CPase system. 

3. These fibril bundles contract  in exactly equal extent  in the presence and absence of the 
CP-CPase system. This also holds good when the CP-CPase sys tem is present  in a concentrat ion 
30o t imes greater than  tha t  which exactly compensates  the ATP splitting by  the fibrils. 

4. On the other  hand, ATP contraction and split t ing disappear immediately and completely 
when the "relaxing factor"  of living muscles (discovered by  MARSH) is added in the active s tate  
to the same fibril bundles. 

5. Relaxing factor and CP-CPase sys tem are thus  not  identical. Further ,  the relaxing factor 
is the only physiological agent known at  present tha t  is able to bring about  relaxation and a s tate  
of rest in living muscle, as long as it is in the active state. 
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THE INFLUENCE OF RELAXING FACTOR ON THE pH D E P E N D E N C E  
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I 

In  the exper iments  of BOZLER 1 the sys tem phosphocreat ine-phosphokinase  (PC system) produces 
relaxation ( through ATP restitution) by  increasing the ATP concentrat ion inside the muscle fiber 

• ' * * *  " Z E  L model to the overopt lmal  concentrat ion of the ba th  (see the preceding repor t  of PORT H ). 

* Postdoctoral  Research Fellow, National  Hear t  Ins t i tu te ,  U.S. Public Heal th  Service. 
** Present  address:  Depar tmen t  of Pharmacology,  H a rva r d  Medical School, Boston.  

*** Physiological ATP concentrat ions are over-optimal  if the models contain sufficient relaxing 
factor. 
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