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S U M M A R Y  

The  photochemica l  ester if ieat ion of inorganic p h o s p h a t e  into adenos ine  t r iphospha te  by  chloroplas ts  
was inves t iga ted  unde r  anaerobic  condi t ions  in the  presence of e i ther  v i t a m i n  K s or  r a v i n  mono-  
nucleotide.  Ev idence  is presented  in suppor t  of the  conclusion t h a t  v i t amin  K s and  r a v i n  mono-  
nucleot ide are  involved in separa te  p a t h w a y s  for p h o t o s y n t h e t i c  phosphory la t ion .  A t e n t a t i v e  
s cheme  for t he  genera t ion  of adenos ine  t r iphospha te  in chloroplasts ,  cons i s ten t  with this  conclusion,  
is given.  
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PHOSPHAT-AUSTAUSCH ZWISCHEN ATP UND AD32P 

DURCH HOCHGEREINIGTE AKTOMYOSIN-PRAPARATE UND 

GEWASCHENE MUSKELFIBRILLEN 

I. MITTEILUNG 

G. U L B R E C H T  UND M. U L B R E C P I T  

Institut ]iir Physiologie, Max-Planck-Institut Jar medizinische Forschung, 
Heidelberg (Deutschland) 

I 

Es herrseht weitgehende t~bereinstimmung darfiber, dass die Energie fiir den Kontrak- 
tionszyklus aUer Muskeln durch Spaltung der endst~indigen Bindung der Triphosphat- 
Kette der Nukleosid-tri-Phosphate-- besonders des ATP-- geliefert wird. Es bestehen 
gegens~tzliche Meinungen darfiber, ob diese Energie in der Kontraktionsphase (vergl. 
W E B E R  1,2, HILL 3 und DUBUISSON 4) oder aber in der Erschlaffungsphase (KuHN e, 
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MORALES 8 u.a.5,7, 9) ben6tigt wird. Die Frage nach dem Mechanismus der Energie- 
fibertragung wird dutch solche Differenzen nur mittelbar bertihrt. 

Ffir den Betfiebsstoffwechsel wissen wir, skit den bahnbrechenden Untersuchun- 
gen von MI-YFRHOF und seiner Schule, dass dig (~bertragung der Energie sog. energie- 
reicher Phosphat-Bindungen in der Regel dadurch erfolgt, dass Phosphat aus einer 
energiereichen Bindung an die erste Substanz in eine energiereiche Bindung an die 
zweite Substanz hiniiberwechselt. 

II 

Nimmt man an, dass dieses Reaktionsschema auch fiir die (tbertragung von 
ATP-Energie § auf das kontraktile Protein Kilt, so ergeben sich folgende zwei M6glich- 
keiten : 

A T P  + P r o t e i n  ~-- P r o t e i n ~ - ~  I ) + A I ) P  ( t )  

A T P  + I ' r o t e i n  ~ -  A I ) P . ~  P r o t e i n  -i- P (2) 

Wenn das jeweilige ATP-Bruchsttiek energiereich an das Protein gebunden ist, mtissen 
die formulierten Reaktionen reversibel sein. Dann aber sollten unter giinstigen Um- 
st~inden die beiden angegebenen M6glichkeiten mit Hilfe von s2p einer experimentellen 
Priifung zug/inglich sein. Es sollte n~imlich durch Rfickreaktion nach der Formel (I) 
gezeichnetes ATP entstehen, wenn ftir den Spaltungsansatz ungezeichnetes ATP ver- 
wendet und gezeichnetes A D P  in einigermassen betr~ichtlicher Konzentration hinzu- 
geffigt wird. Im Falle der Gfiltigkeit der Formel (2) sollte der gleiche Effekt auftreten, 
wenn radioaktives anorganisches Phosphat im Spaltungsansatz anwesend ist. 

Es zeigt sich, dass s2p gezeichnetes ATP nie entsteht, wenn die Spaltung durch 
Aktomyosin-Priiparate in Gegenwart yon radioaktivem anorganischem Phosphat 
stattfindeO ° (vergl. Tab. I). Diese Unm6glichkeit AT3zP durch Zusatz yon radioakti- 
vem anorganischem Phosphat zu erhalten, beruht nicht darauf, class die Protein-ADP- 

T A B E L L E  I 

A I J S T A U S C I t V E R S U C H E  IN G E G E N ~ , V A R T  V O N  321-) 

Gi[t ,CA I'P ] f 3lg++ f ,'azl'f AMivit4t~- 
Eiwtisspr~parat Temp. Art u. molare Konz. tool tool too l  zunahrat im A T P  

F i b r i l l e n  2 0 ° ( ;  0 . 0 0 2 5  o . o o t  0 .02  
F i b r i l l e n  z o ¢ C  --  o . o t 2 5  o . o o l  o .o1( )  
F i b r i l l e n  o ~ C  -- o . o o  3 o . o o o  7 o . o o  7 
l : i b r i l l e n  2oCC F u a d i n *  0 . 0 0 4 4  0 . 0 0 3  o . o o r  3 0 . 0 2  
F i b r i l l e n  2 o ° C  F u a d i n *  o . o 0 8 7  o . o o  3 o . o o  x 3 0 . 0 2  
F i b r i l l e n  2 o ° C  F u a d i n "  o . o l  3 0 . 0 0 3  o . o o l  3 0 . 0 2  
F i b r i l l e n  2 0 " ( "  G e r m a n i n  "*  0 . 0 0 0 6  0 . 0 0 3  o . o o  13 o . o 2  
F i b r i l l e n  2 o ° C  S a l y r g a n " " "  0 . o 0 o  5 0 .o  i o . o o  [ 0 . 0 0 8  
M y o s i n  2o~C ---  o . o o  5 o . o o 6  o . o o  5 
M y o s i n  o° ( "  - -  0 . 0 0 5  0 . 0 0 6  o . o o  5 

" F u a d i n  = A n t i m o n - b i s ( b r e n z k a t e c h i n - N a - d i s u l f o n a t ) .  
** G e r m a n i n  = S u r a m i n  = N as -N ,N ' -b i s (m-ami nobenzoy l -m-amino -p -me thy lbenzoy l - l -  

n a p h t h y l a m i n o t r i s u l f o n a t ) - c a r b a m i d .  
*** S a l y r g a n  ~ M e r s a l y l  ~ o - [ ( 3 - l - I y d r o x y m e r c u r i - z - m e t h o x y p r o p y l ) - c a r b a m y l ] - p h e n o x y -  

e s s i g s ~ . u r e .  

§ A n m e r k u n g :  A T P  = A d e n o s i n t r i p h o s p h a t ,  A I ) P  - - A ( l e n o s i n d i p h o s p h a t ,  I > =: a n o r g .  P h o s p h a t  

l . ilevalur ,~. I09. 



102 C. ULBRECHT, M. ULBRECHT VOL. 25 (I957) 

Verbindung so schnell welter gespalten wird, dass ffir eine Rfickreaktion keine Zeit 
bleibt; denn diese Rfickreaktion tritt auch dann nicht auf, wenn die konkurrierende 
Weiterreaktion durch Vergiftung der Aktomyosin-ATP-ase oder durch tiefe Tempera- 
turen sehr stark gehemmt wird, Tab. I. Diese Versuche schliessen also eine Reaktion 
nach Formel 2 aus. Wenn dagegen die ATP-Spaltung in Gegenwart von radioaktivem 
ADP und inaktivem ATP verl~tuft, wird immer gezeichnetes ATP erhalten, falls Mg ++ 
zugegen sind (vergl. Tab. II und Fig. I u n d  2). 
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Fig.  i .  A k t o m y o s i n  : Akt i v i t ~ t s aus -  
t a u s c h  zwischen A T P  und  ADa2P in 
Abh~.ngigkeit  yore SpMtungsg rad .  
O r d i n a t e :  spezifische Akt iv i tAt  in 
Impu l sen  min  -1/*Mol Nukleo t id  -1. 
Abszisse:  gespa l t enes  A T P  in % 
.der A u s g a n g s m e n g e .  x - -  × 2o°C; 
O - - O  o°C. A T P  = o .oo33M,  
ADS2P = o .oo33M,  MgCl z = 
o . o o 6 M ,  p H  = 7, Eiweiss  = 
o . 1 2 % ,  Ionens t~ rke  = o.26 /~. 
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Fig. 2. Bez iehung  zwischen A u s t a u s c h -  und  Spa l tungsg rad  
yon Aktomyos in -  und  Fibr i l len-PrApara ten  u n t e r  verschie-  
denen  Bed ingungen .  Ord ina te :  speziflsche Aktivit~Lt im 
AT P  in % der  m a x i m a l  m6gt ichen  Akt iv i t~t .  Abszisse:  
gespa l tene  ATP-Menge  in % der  Anfangsmenge .  K u r v e  I : 
A k t o m y o s i n  o°C @ - - 0  0.26 $2; 0 - - O  0.4 /~; K u r v e  2: 
Ak t omyos i n  o°C Q - - O  o.08/~; K u r v e  3 : A k t o m y o s i n  2o°C 
O----O o.26/~, {) - -G)  o.4t*, z~--zx o.8/~; K u r v e  4: Akto-  
myos in  2o°C ~ k - - A  o .18/z ;  K u r v e  5: Fibril len o°C × - - ×  
o.I /~; K u r v e  6: Fibril len 2o°C T - - Y  o. 18/ l  in Gegenwar t  
yon o .o1M Fuad in ;  K u r v e  7: Fibril len 2o°C m - - m  o . i8  H. 

Die Geschwindigkeit, mit der Phosphatreste zwischen ADn2P und ATP ausge- 
tauscht werden, ist unter verschiedenen Bedingungen ausserordentlich verschieden. 

Diese Geschwindigkeit ist immer dann gross, wenn Pr~tparate aus gereinigtem 
Aktomyosin verwandt werden. Sie ist im Gegensatz zur Spaltungsrate ffir ein gegebe- 
nes Aktomyosin-Pr~parat vonder  Ionenst~rke nicht deutlich abh~ngig (vergl. Tab. I I). 
Die Geschwindigkeit des Phosphat-Austausches ist immer gr6sser als die Spaltungs- 
geschwindigkeit des ATP; die Austauschrate erreicht den 20-fachen Weft der Spal- 
tungsrate, wenn die Spaltungsrate niedrig ist (d.h. bei hoher Ionenst~rke und Mg ++- 
• Gegenwart, Tab. II Spalte 6, Fig. 2). 

Nun ist seit langem bekannt (SzENT-GYoRGYI 1a,14 und HASSELBACH19"), dass die 
ATP-Spal tung--  im Gegensatz zum Phosphat-Austausch - -  etwa yon o. 1-o.3/~ ausser- 
.ordentlich stark abnimmt. Dieser Abfall der Spaltungsgeschwindigkeit wird darauf 

l . i t e ra tur  S'. lO 9. 
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T . \  1¢1.;1.1.1: I r 

. \ U N I . \ I ' N ( ' | I R : k T I ' ; . N "  VI )N  A K T O M Y O N | N -  U N I )  FIF)RILI , I " ,N-PR 'APARATEN B E I  1) (" U N I )  2 0  (.~ 

I B ( : r c c h n u n g  s iche  n l c t h o d i s c h e r  Tell)  

x 2 ) 4 .5 

Ione)tslarkc [.4 7"t'~ :'A l i p ;  lfl~)~lo[ lllslnol .']t*slau~¢htol¢* Nfiallt, rU,,srah.* J')apa)at 

t) 
()uoltcnl." 
.qpalte "l 
Spalte 5 

A k t o m y o s m  2o o. i ,'-; 3.4 4.o o.o5 o.o20 l. 7 
. \ k t o m y o s i n  zo" o.2~, 3.25 3.3 o.o~) 5 o.ol  9.5 
A k t o m y o s i n  -,o" o.S 3." 4.3 o. 1 (° .o27)  (3.7) 
A k t o m v o s i n  o o.oS 3.5 3.2 o.o_, u o.oo 5 5." 
. \ k t o m v o s i n  o o.2f) 3" 1 3.3 ° ' ° Z 3  o.ool  -'3 
. \ k t o m y o s i n  o °..I 5 -2 5--' o .o23 o.oo I 23 
. \ k t (m~vos in  o ° .43  5.5 -t.S o.02 o.oo 1.5 J 3 
t " i b r i l i £ n ' "  2 o  o. l s  3.5 7.2 o.ol  4 o.i 3 ~),11 

l. ' ibrillen t- [ . ' u a d i n o . o l . l l  o . l ~  3.5 5-1 o.o2 3 o . o t ~ )  1.2 

Vibril len o o. i 5.5 't ..I o.o09 o.o i - o. 75 
F i b r i l l e n  o"  0.4 7~ "O Jt'"~ O.OO(,) o .OOO()  I O 

| : i l)ril]en o o-4 .'5.3 i..6 o.oo() 3 o .oooo 7 

Mg( 'I2 = o.oo5--o.oo6 M.  

* : \ u s t a u s c h -  bzw.  S p a l t u n g s r a t e  in pMol  1' ra in-1 m g  Eiweiss  l 
""  I) iese F ib r i l l en  s ind  zus~itzlich z u r  E n t f e r n u n g  yon  M y o k i n a s e  L 5 S td .  in o . i  M KCI u n d  

0.o 5 M N a H C O  a bei  p H  8. 5 s u s p e n d i e r t  w o r d e n  (7 m g  EiweissJml ) .  l ) a n a c h  w u r d e  i m a l  m i t  o .ol  M 
B o r a t p u f f e r  v o n  p H  7 g e w a s c h e n .  Die S p a l t u n g s r a t e  betr/i .gt n a c h  d e r  B e h a n d h m g  n u r  o. i  3 /~Mol  
P rain-~ m g  F iwe i s s  g e g e n f i b e r  o.35 /l.Mol P ra in  - I m g  Eiweiss- i v o r  d e r  B e h a n d l u n g .  (.',her die  
S i c h e r h e i t  de r  A n g a b e n  f iber  "Austauschraten" y o n  F ibr i l l en  s iehe A b s c h n i t t  I l l .  

bezogen, dass Aktomyosin bei Ionenst/irken < o.I /~ in jedem Falle assoziiert ist und 
bei lonenst/irken > o.3 IL in ATP-Gegenwart vollst/indig dissoziiert ist ~,l'~. Dass der 
Phosphat-Austausch (im Gegensatz zur Spaltung) yon diesen Struktur~inderungen 
des Proteins nicht oder nicht wesentlich beeinflusst wird, weist darauf hin, dass die 
Transphosphorylierung ausschliesslich auf eine der beiden Komponenten des Akto- 
myosins erfolgt - unabh~ingig davon, ob diese Komponente frei oder an die andere 
Aktomyosin-Komponente gebunden ist. 

Der Phosphat-Austausch verl/iuft bei 2o'~C etwa 4 mal so schncll wie bei o:'C 
(Tab. II ,  ,%palte 4), w~ihrend die Spaltung bei 2o'"C etwa Io real so schnell verl/iuft wie 
bci o~C (Tab. II ,  Spalte 5). Infolgedessen ist die vollst~tndig gleiche Verteilung des 
gezeichneten Phosphats bei o~C bereits vollendet, wenn 7-ro% des ATP gespalten 
sind, bei 2o°C dagegen erst, wenn etwa 2o-25% gespalten sind (Fig. x). WS.hrend der 
Temperaturkoeffizient der Spaltung bier wie in zahlreichen frfiheren Beobachtungen 
iihnlich 3 ist, ist der Temperaturkoeflizient des Phosphat-Austausches deutlich 
nicdriger (SAmlich 2). 

l l I  

Wcrden anstelle von Aktomyosin-L6sungen oder Aktomyosin-Flocken Io real gc- 
waschene Muskelfibrillen (nach Aufbewahrung in Glycerin, vergl, methodischer Teil) 
als Enzym der ATP-Spaltung verwendet, so variiert die Austauschrate sehr stark mit 
den experimentellen Bedingungen. 

Werden die Fibrillen bei 2o'> C in einer L6sung von o.I8/x suspendiert, so ist die 
Austauschrate zwischen AD3~P und ATP niedrig, alles ATP ist gespaltcn, lange bew>r 

/.flU, ra t i fY  N.  1 0 9 .  
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das s2p auf ADP und ATP gleichm~ssig verteilt ist (Tab. II, Spalte 6 und Fig. 2, 
Kurve 7). 

Dagegen wird v611iger Ausgleich des nip erreicht (wenn 85% ATP gespalten sind) 
falls die ATP-Spaltung durch Erniedrigung der Temperatur auf o°C oder aber (bei 
2o°C) durch Fuadin" auf etwa lO% der normalen Spaltungsgeschwindigkeit herabge- 
setzt wird (Tab. II, Spalte 6 und Fig. 2, Kurve 5 und 6). 

Diese Ergebnisse sind den Ergebnissen mit gereinigtem Aktomyosin grundsiitzlich 
gleich. Quantitativ unterscheiden sie sich dagegen dadurch, dass vollst~ndiger Aus- 
gleich entweder nicht oder aber erst bei deutlich h6heren Spaltungsgraden des ATP 
erreicht wird (Fig. 2). 

Dieser Unterschied diJrfte in erster Linie darauf beruhen, dass in Aktomyosin- 
L6sungen und angen~ihert auch in sehr lockeren Aktomyosinflocken das gezeichnete 
und das ungezeichnete ATP etwa gleich schnell gespalten werden, denn die Aktomyo- 
sin-L6sungen sind homogen. In den Fibrillen-Suspensionen dagegen ist die Wahr- 
scheinlichkeit, dass das gezeichnete ATP gespalten wird, vie! gr6sser Ms die Spaltungs- 
wahrscheinlichkeit des ungezeichneten ATP. Das im Innern der Fibrillen gebildete 
gezeichnete ATP erlangt erst die gleiche Spaltungswahrscheinlichkeit wie das unge- 
zeichnete ATP, sobald es aus den Fibrillen herausdiffundiert ist. Vorher aber wird 
schon ein grosser Teil in der Fibrille gespalten. Dieser gef~hrliche Diffusionsweg nach 
aussen fiillt aber in Aktomyosin-L6sungen fort. 

Da die Wahrscheinlichkeit, auf dem Diffusionsweg aus der Fibrille heraus ge- 
spalten zu werden bei o°C viel kleiner ist als bei 2o°C, kann der Temperaturkoeffizient 
der Austauschreaktion in Versuchen an Fibrillen nicht bestimmt werden. Er kann 
ausschliesslich aus den Ergebnissen mit gereinigtem Aktomyosin entnommen werden 
(siehe oben Abschnitt II). 

IV 

Wird die Mg++-Aktivierung der ATP-Spaltung durch Aktomyosin durch eine Ca ÷+- 
Aktivierung ersetzt, so bleibt der Phosphat-Austausch zwischen AD3zP und ATP aus 
(Fig. 3). Diese Sonderstellung der Ca++-Ionen korrespondiert mit der schon lange be- 
kannten Tatsache TM,'s,lT,34, dass Ersatz der Mg++-Aktivierung durch Ca++-Aktivie - 
rung weder zu einer Kontraktion noch zu einem Weichmachereffekt yon gelartigen 
Aktomyosinmodellen ftihrt und ebenso auch den Viskosit~ttsabfall yon Aktomyosin- 
solen auf Zusatz yon ATP unm6glich macht. 

Diese Sonderstellung der Ca ++ erkl~irt ferner, warum frtihere Autoren, die mit 
Ca ++ aktivierten (KoSHLAND I°, GERGELY 11) nicht in der Lage waren, einen durch 
Aktomyosin-Pr~.parate bewirkten Phosphat-Austausch zwischen AD3zP und ATP zu 
beobachten. 

V 

Aus totenstarren Fibrillen llisst sich nach HASSELBACH TM und HANSON UND HUXLEY TM 

selektiv das L-Myosin extrahieren. Das Aktin bleibt dabei in der Fibrille zurfick. Eine 
Gewichtseinheit der FibriUen spaltet ATP nach der Extraktion nur noch mit etwa 
lO% der ursprfinglichen Geschwindigkeit. Dagegen bleibt der Phosphat-Austausch 

* Fuadin = Antimon-bis(brenzkatechin-disulfosaures Natrium). 
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Fig.  3. A k t i v i t f t t s a u s t a u s c h  z w i s c h e n  A T P  n n d  
. \ I ) s~P  d u r c h  A k t o m y o s i n - S o l  in G e g e n w a r t  yon  
Mg '  ~ bzw.  Ca  ++. O r d i n a t e :  spez i f i sche  A k t i v i -  
t a t  in I m p u l s e n  ra in  - I  /,l~lol N u k l e o t i d  -1. 
A b s z i s s e :  Ze i t  in M i n u t e n .  O - - - Q  MgCI 2, o.oo(, 
M ;  × x ( 'aCl2, o .00631 .  A T [ '  ..- 0 .o05531 ,  
, \ l)3ZP =- o.oo48.11, t ) I t  ~ 7.0. T e m p .  o~C, 

E i w e i s s  ~ o . 2 3 %  , l onens t~ i rke  = o.43 it. 
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Fig.  4. Die  ze i t l i che  i n d e r n n g  t ier  spez i f i s chen  
A k t i v i t X t  yon  ATP-  nnd  A D P - F r a k t i o n  d u t c h  
F ib r i l l en ,  e x t r a h i e r t e  F i b r i l l e n  und  d e n  F ib r i l -  
l e n - E x t r a k t  = 1.-.Myosin. O r d i n a t e :  spez i f i sche  
A k t i v i t ~ . t  in h n p u l s e n  m i n  -1 HMol N u k l e o t i d - h  
Absz i s se :  Z e i t  in M i n u t e n .  O - - O  n o r m a l e  Fi -  
br i l len ,  3.I  m g  E i w e i s s / m l ;  × .... ;.: e x t r a h i e r t e  
F ib r i l l en ,  ' . 7  m g  F ; iweiss /ml* ;  O O F ib r i l l en -  
E x t r a k t  = I . -Myos in ,  i .  7 m g  E i w e i s s / m l .  A T P  

,-  o.oo 5 .11, ..Xl)32P -- 0 .0044 3I ,  31gCI 2 -- o.oot,  M,  I o n e n s t & r k e  = 0. 4 tt, p i t  --  7.0, T e m p .  o°C. 

durch die Extraktion vollst',indig unverS.ndert, wenn der Austausch auf (lie Gewichts- 
einheit der Fibrillen-Pr~tparation vor der Extraktion bezogen wird (Fig. 4)- Wird 
dagegen (tie Austauschrate auf die Gewichtseinheit der Fibrillensehatten nach der 
Extraktion berechnet, wichst  die Austauschrate auf etwa das Doppelte an, da unge- 
fS.hr die H~ilfte des urspriinglichen Fibrilleneiweiss durch die Extraktion entfernt ist. 
Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Substanz, die den Austausch bewirkt, bei der 
Extraktion vollst~indig in den Fibrillenschatten zur~ickbleibt. Dieser Schluss wird 
durch die Erfahrung best~itigt, dass der Extrakt  aus den Fibrillen zwar ATP spaltet, 
aber Phosphat zwischen ATP und ADs2P nicht austauscht (Fig. 4). 

Ein solcher Ext rakt  enth~ilt im Wesentlichen L-Myosin (vergl. HASSF.LBA(;H TM) 
neben einem bescheidenen Anteil des X-Protein der SZENT-GY6RGYI-Schule ~°, 21. Wird 
hochgereinigtes L-Myosin nach den klassischen Verfahren 23 hergestellt, findet ebenfalls 
praktisch kein Austausch von Phosphat statt  : Die beobachtete Austauschrate betdigt 
bei o°C wie bei 2o°C nur 2-5% der Austauschrate yon Aktomyosin-PrXparaten. Das 
Gleiche gilt auch fiir L-Myosin, das durch Zentrifugation yon Aktomyosin-L6sungen 
bei IOO,00o g in Gegenwart yon ATP (nach A. WEBER 15) vom Aktin abgetrennt wird. 

Es ist also sicher, class L-Myosin allein Phosphat zwischen AD~2P und ATP 
nicht austauscht, obwohl es ATP spaltet. 

Es ist wahrscheinlich, dass der Austausch durch das Aktin stattfindet, den einzi- 

" E x t r a h i e r t  w u r d e n  5o % des  F i b r i l l e n e i w e i s s e s .  
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gen Eiweissk6rper, der sowohl in hochgereinigten Aktomyosin-Pr~iparaten und ge- 
waschenen Fibrillen wie auch in den extrahierten Fibrillenschatten vorhanden ist. 

Die Sicherheit der letzten Schlussfolgerung wird etwas beeintr~ichtigt durch die 
Tatsache, dass es bisher nicht gelungen ist, einen Phosphat-Austausch durch Aktin- 
L6sungen zu erhalten, die aus Acetontrockenpulver (STRAUB 22, JAISLE 24, vergl. 
methodischer Tell) hergestellt sind. Das Aktin, das aus ATP-haltigen Aktomyosin- 
L6sungen bei IOO,OOO g abzentrifugiert werden kann ~5, konnte auf seine Austausch- 
f~ihigkeit nicht geprfift werden, well es nicht m6glich war, es wieder zu 16sen. 

Der Gegensatz zwischen der hohen Austauschrate yon Aktomyosin-L6sungen 
einerseits und der Austauschunf~ihigkeit yon L-Myosin-L6sungen und Aktin-L6sungen 
(nach STRAUB) andererseits beweist nicht, dass erst die Vereinigung von Aktin und 
L-Myosin den Austausch hervorruft - -  und zwar aus zwei Grtinden: 

I. Die Mischung einer Aktinl6sung aus Acetontrockenpulver mit einer L-Myosin- 
L6sung ffihrt zu einem kfinstlichen Aktomyosin, das im Gegensatz zum nattirlichen 
Aktomyosin genau so wenig austauscht wie seine beiden Komponenten. 

2. Die Extraktion des L-Myosin aus den Fibrillen trennt das L-Myosin fast voll- 
st~indig vom Aktin, ohne class die Austauschrate dabei kleiner wird. 

VI 

Es ist also sehr wahrscheinlich, dass die zur Kontraktion ffihrende Reaktion zwischen 
ATP und Aktomyosin mit einer energiereichen Phosphorylierung des Aktins beginnt. 
Das Aktin allein kann die fibernommene Energie nicht verwerten : es spaltet kein ATP 
und kontrahiert nicht. Die Energienutzung zur Kontraktion wird erst durch gleich- 
zeitige Myosin-Gegenwart m6glich: dabei wird das fibertragene Phosphat freigesetzt 
und das Aktomyosin kontrahiert sich. 

METHODISCHER TEIL 

Die Tempera tu r  war bei der Herstellung aller Eiweisspfiiparate o°C. 
Aktomyosin wird durch Ext rakt ion  aus mit  Blendor zerkleinerter Kaninchenmuskula tu r  nach 

HASSELBACH TM gewonnen und 6-8 mal umgefiillt. Falls Ca++-Aktivierung beabsichtigt  ist, erfolgen 
die letzten beiden Umfiillungen in Gegenwart  yon 6 × Io -3 M Sequestrene zur weitgehenden Be- 
seitigung der Erdalkalimetalle. In 5o%-iger  w~kssriger Glycerinl6sung b e i -  I5°C auf l~wahr t ,  
beh/~lt das Aktomyosin fiber mehrere Monate eine unveritnderte ATP-ase-Aktivit~t und F~ihigkeit 
zum Austausch.  Vor Gebrauch wird das Aktomvosin durch zweimalige Umfiillung vom Glycerin 
befreit. " " 

Fibrillen: Die Muskulatur  des Rfickens uml der Hinterbeine yon Kaninchen wird zerkleinert 
(Fleischmaschine, anschliessend 2 rain Waring Blendor), mit  Io fachem Volumen o.x M KCI ge- 
waschen und 2 rain bei 8o0 g zentrifugiert. Die oberen Schichten des Prazipitats  werden abge- 
hoben, in o. I M  KCI 2 rain im Blendor zerkleinert, 2 real mit 15-2o fachem Volumen o.i M KCI 
gewaschen, bei I8oo g zentrifugiert. Die obere Schicht, die Fibrillenschicht, wird abgehoben und 
7 - ro  real mit  i5-2o fachem Volumen o.l M KCI gewaschen, nach jeder zweiten \Vaschung ~ rain 
ira Blendor aufgerfihrt. Zum Schlu~s werden nochmals die oberen Schichten abgenommen und in 
5o% Glycerin bei - - 1 5 ° C  aufgehoben. Diese Suspension enth~lt 2o-3o mg Eiweiss im ml und ist 
ebenfalls mehrere Monate ohne J~.nderung der ATP-ase-Aktivit~.t haltbar.  Vor Gebrauch wird das  
Glycerin durch zweimaliges Waschen in IO-i 5 fachem Volumen o.i M KCI entfernt  und der 
Riickstand in o.i M KCI suspendiert .  

L-Myosi~-Pr~parationen werden aus einem A-Ext rak t  (x 5-20 min bei o°C) durch 6-8 maliges 
UmfAllen gewonnen. Nach der 2. L'mfiillung erfolgt die Frakt ionierung (vergl. t)ORTZEHL23), tim das 
L-Myosin yon kleinen Mengen ebenfalls extrahierten Aktomyosins  zu trennen. Die L6sungen wer- 
den in 5o % Glycerin (o.25-o.3 M KCI) bei --15~(" aufbewahrt .  Vor Benutzung wird das Glycerin 
wie oben beschrieben, entfernt.  

Oder: Aktomyosin wird 1-2 Std. bei o.6/~ und o*'C in Gegenwart  yon 5" lv-S M ATP, 2. IO -3 M 
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.Mg('l~ I)ei Ioo.ooo g zentriIugicrt (vergl. A. \\'EI~ER:~). In der oberen Halite der Zentrifugenr6hrcben 
befindet sich dann reines I.-M.vosin. 

1)iv seleMive l . -31yosi~t- l -x trakt ion aus isolierten lqbrillen erf(~lgt nach I-IASSELI~aCH J~. Aus to- 
tenstarren l:ibritlen, die to real gewaschen sind, werden durch 15-faches Volumen o.4M K('I, 
o.o] ~II l 'yrophost)hat ,  o.ool M MgCI a be( pH ~).5 und o"C (Extrakt ionsdauer  = 5 rain) 50 ~)o"i, 
Eiweiss extrahiert ,  l)as Pyrophosphat  wird dnrch einmalige l:mfltllung bci 15-father VerdtinnunR 
entfernt,  l)icses Eiweiss erweist sich be( enzvmatischer  Priifung als reines l.-.Myosin. 

Die Aktin-haltigen Fibril lenschatten werden m o.- 5 3t und o.t 3I KCI gewaschen, dann in 
o. 1 AI b:CI suspend(eft .  Sic bcsitzen eine Restspal tung ( ~  io ",, der ursprimglichen Spaltung) und 
sind imstande :lie Spal tungsrate  des l.-Mvosins zu einer Aktomyosin-Spal tungsrate  zu aktivieren. 

.4kt i~:  . \cctontrockenpulver  wird nach dem NTRAIrI~SChen Verfahren in der wm J A I S L E  24 an- 
gegebencn M(Mifikation g e w o n n e n . . \ u s  dem Trockenpulver  wird G-Aktin (nit dem 3o- 4 ° fachen 
Volumcn o.oooz M Ascorbins~iure, o.ooo-31 A'FI > lx~i pH 7 extrahier t  (4 ° rain be(2o'"('). Die unli~s- 
lichen lSestandteile werden abzentrifilgiert und der (~berstand durch ein grolJes Filter gegossen. 
: \us dem Filtrat wird das Aktin 2 3 real iso-elektrisch nach TsAo ~s be( pl [ 4.5-4.7 geffdlt, abzentri-  
fugiert und mit wenig Nai l ( ' ( )  3 wieder in 1.0sung gebracht .  Zum Schluss werden KCI (Endkcmzen- 
t rat ion o. : 5 31) und MgCle ( Endkonzentra t ion o.oo t 51) zugesetzt. 

Inakti~:es . - ITP  s t a m m t  yon der Fa. Pabst ,  Milwaukee. l)e," Al)P-Gehalt  betrXgt 3 t % .  
AMI' (st nicht nachweisbar.  

A l 'aaP mit gleichmXssiger Signierung aller Phosphate  wurde in den Forschungslal~,ratorien 
tier Zellstotf-Fabrik Waldhof, Mannheim hergestellt*. Die Pr~iparate enthal ten 7o-So% ATa2p, 
ausser AI)'~I ' sind papierchromatografisch keine Vernnreinigungen nachweisbar.  

Radioaktive.~ .4 I ) P  wird aus oh(gem ATa2P fermentat iv  mit Aktomyosin-ATP-asc gewonnen 
und na.ch El/ I'A(;E 26 als Bar ium-ADl '  ge.ftillt. Aus dem Ba-AI)P wird durch Zusatz i iquivalenter 
Mengen H2SO s und anschliessender Neutral isierung mit NaOH Na-AI)P  direkt dargestellt. Die 
Na-A1)l ' -L6sungen sind Ire( yon Ba ~ ~" und SO 4- . 

A M f '  und  I M P  s t ammen "¢Ol) der Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim. Be(de Nukleosid- 
Phosphate  erweisen sich im I ' ap ie rchromatogramm als rein. 

F u a d i n :  Bisulfit-freies Antimon-bis(brenzkateehin-Na-disulfonat)  verdanken wir den Ba.yer- 
Werken, l .eve.rkusen. 

(;erma~zi~ =- Suramin wurdc aus handelsiibliclaen Trockenampullen der l:a. Hayer benutzt .  
Nalyrgar, - Mersalyl, Theophyllin-frei, verdanken wir den Farbwerken t loechst,  Frankfur t .  
Die 7 " r e ~ u n g  des anorganiscke~t Phospha tes  und  der N u k l e o s i d - P h o s p h a t e  erfi)lgt fiir Ans/itze 

mit radioaktivem anorganischem Phospha t  entweder papierchromatograt isch oder nach ( ' R A N E  

UND Ln'MANX aa dutch Adsorption an Kohle (Aktiv-Kohle der lea. Merck, Darmstadt .  Methylen- 
blauti ter  ~ o- ~ ~). Zur Aktivit~itsbestimmung wurde das Phospha t  aus dem Kohleh.vdrolysat nach 
Zugabe wm TrXgerphosphat als :MgNH4PO~ gel\lit.  

["iir :\ns~itze mit .\l.)'~t ~ erfoIgte die Trennung der Nukleosid- |qmst)hate und des anorga- 
nische.n Phosphates  (miner papierchromatografisch nach den Angaben yon KRFBS UND HV:MS it. 

Papierchromalograf ische Trennung:  Wir verwenden be( hoher spezifischer Aktivit~it des A l lP  
\Vhatman Nr. t l 'apier oder be( abklingende.r Aktivit'a.t (flit gr6ssere Nukleotidmengen) Fil terpa- 
pier Nr. 2t 4 der Va. Maeherey und Nagel, Diiren. Alle Pa.piere werden n,'tcheinander in "2 N Essig- 
satire, gesXttigter alkoholischer ()xychinolinR~sung, mehrmals  in z 5 % Alkohol, i N Ammoniak 
und inehrfach in Aqua (lest. gewaschen. Das in 5 ° m langer Rolle gelieferte Papier wird atuf einen 
\,Vaschapparat so aufgespult,  dass t.'s vom \Vaschmittel  allseitig gut umspiil t  wird, (lie Spule wird 
dnrch einen Motor langsam in der 1.6sung gedreht. Nur gewaschene Pap(ere erm6glichen eine ein- 
wandfreie Trennung der Nukleotidfraktionen.  Her P-GehMt des Papiers liegt nach der Waschung 
be( _./ o.oot t(MolP/cm ~. 

\Vir entwickeln die ( 'hronlatogranm:t ,  inl 1. 1,6sungsmittel (Isopropylather-Ameisensiiure} 
zur Abt rennung des anorg. I' : -S td .  be( :5'(" oder 6-8 Std. I>ei 2o" (.'. lm 2. L6sungsmittel  zur Auf- 
t rennung der Nukleotide (Anm:(mium-lsolmtyrat- lsobut tersRure)  entwickeln wir absteigend die 
8o - :oo  cm langen Chromatogramme 48. 56 Std. bei etwa --":('. 

Die l,okalisation erfolgt nach MARKH.~.M UND SMI'r}: ~. Die mit  einem Sicherhei tsabstand aus- 
geschnit tenen Flecke (GrOsse :o-tin cm l) werden in Mikro-Kjeldahl-K61bchen, (lie mit einer Eich- 
marke Iiir 3 ° m l  ve.rsehen sind, naeh Hax~s  U N I )  [ S H E R W O O D  g9 verascht. Nach .\utt(ilhmg au[ 
3 ° m l  eriolgen aus derselben Probe (lie Phosphat-  und Akt ivi tgtsbest immungen.  

Zur ..!ktivitg~tsbestimmu~g wird ein Aliquot mit zo t~Mol inaktivem Tr~igcrphosphat versetzt, 
als MgNl-l,l'O~ gefiillt, getrocknet  und in einer Schichtdicke ~ -'5 mg] cm2 gemessen. Die Aktivi- 
tfi.tsmessung geschieht unter  einem Stirnfensterzghlrohr (~ .8 mg (,limmer/ 'cm "~) der Fa. Philips. 

Die P/u)sphatbe.~timmunge*~ der ehromatograt isch getrennten Nukleosid- t 'hosphate  erfolgen 
l lgCh [~ERENBLUM (INI) ( 'HAIN 30 s o n s (  nach ~OCKSTEIN UNI) [-IERR{)N 31. 

* Herrn l'roL Dr. Rt'IFF und Herrn Dr. KIRCHHOFF gilt unser besonderer 1)ank fiir (lie mehr- 
tache 1 lerstellung yon .\T:~P mit hoher spez. Aktivitii.t. 

].~l~alt~r .~'. l(~ 9. 
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Ffir die Austauschansatze werden e inem S a m m e l a n s a t z  zu den  gewt insch ten  Zei ten jeweils 
2 ml e n t n o m m e n  und  in o.5 ml  6 %  Trichloress igsgure  pipet t ier t .  Die TrichloressigsAure enth~ilt 
e inen Zusa tz  yon 3" I o - S M  AM P  und  3" zo-SM IMP.  Dadu rch  wird im P a p i e r c h r o m a t o g r a m m  eine 
aus re ichende  T r e n n u n g  und  Lokal isa t ion  der  AMasP - -  und  IMSSP- -  Spuren  von den  in h6here r  
Konzen t r a t i on  vor l iegenden ande ren  Nukleo t iden  erm6gl icht .  Alle Aus tauschansAtze  f inden bei 
p H  7 s tar t ,  als Puffer  wird TRIS-Male insgure -Puf fe r  o .o l -o .o2  M nach  GOMORI ss verwende t .  

Bei Ve rwendung  von Fuad in  wird aus  den en te iweiss ten  Proben  das  A n t i m o n  des F u a d i n  
du rch  Einle i ten yon HsS  als  Ant imonsu l f id  gef~illt. Das  verb le ibende  Brenzka tech in  s tbr t  das  
C h r o m a t o g r a m m  nicht .  

Die Berechnung der A ustauschraten geschieht  nach  der Di f fe renzmethode  aus  e inem m6gl ichs t  
kurzen  Anfangss t f ick  der  exper imente l l  gewonnenen  Akt ivi t~ . tskurve des ATP.  

Der  Ak t iv i t~ t s zuwachs  in diesem kurzen  Anfangsbere ich  wird durch  die mi t t le re  spezifische 
Akt iv i t~ t  des A D P  ( ~  Impu l se  min  -1 /zMol ADP-1) ,  die ffir den be t r ach t e t en  Ze i t r aum aus  den  
E x p e r i m e n t a l d a t e n  berechne t  wird, dividiert .  Man erh~.lt die pMole ADP,  die durch  A u s t a u s c h  
in ATP  ve rwande l t  worden sind. 

Die e rha l t enen  W e r t e  s ind e twas  zu klein, da  unsere  A T P - F r a k t i o n  hei Versuchsbeg inn  schon 
i m m e r  kleine Mengen ATSSP enth~ilt, die au s  der  ADSSp-Frakt ion s t a m m e n  (etwa 4 - 8 %  der  
ADSSl'-Aktivitiit) .  Da sich natfir l ich auch  dieses ATssP a m  A u s t a u s c h  beteiligt,  und  da  ein Aus-  
t a u s c h  zwischen ADssP  und  ATsSP n icht  en t deck t  werden kann ,  e rschein t  der  A u s t a u s c h  u m  einen 
Be t r ag  zu niedrig, der  dem Anteil  des gezeichneten A T P  am G e s a m t - A T P  gleich ist. Aus  d iesem 
G r u n d e  dtirfte (lie wahre  R a t e  des A u s t a u s c h e s  e twa  u m  4-8  % grbsser  sein als die so berechnete .  

Die R a t e n b e r e c h n u n g  mi t  dem Differentialquotienten ss,~ ist in den  mei s t en  F~illen n ich t  
m6glich,  da  die Spa l tungs ra t e  gegenfiber  der  A u s t a u s c h r a t e  n ich t  vernachl~issigt werden kann.  
W e n n  die Spa l t ungs r a t e  gross  ist, werden die e r rechne ten  A u s t a u s c h r a t e n  e twas  zu klein, weil m i t  
der  Spa l t ung  durch  A u s t a u s c h  entstandenes AT~2P wieder in ADs2P iiberfiihrt  und  somi t  n ich t  
er fass t  wird. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

i.  8-1o real umgef/i l l te Pr~.parat ionen von "na t f i r l i chem"  A k t o m y o s i n  t au schen  P h o s p h a t  
zwischen ADssp  und  A T P  mi t  hoher  Geschwindigkei t  aus,  wenn  Mg +* zugegen sind. 

2. Die Aus tauschgeschwind igke i t  is t  v o n d e r  Ionenst.5.rke im Bereich yon 0.08--08 /~ unab-  
h~ngig,  sie h / ingt  dagegen  s t a rk  ab  von der  T e m p e r a t u r ;  A u s t a u s c h r a t e  bei 2 o ° C , ~  o.i  pMol  rain -1 
m g  Eiweiss -1, bei o ° C r ~  o.o2-o.o25 ~uMol rain -1 m g  Eiweiss -1. 

3. Die A u s t a u s c h r a t e  is t  i m m e r  gr6sser  als die Spa l tungs ra te .  Die A u s t a u s c h r a t e  kann  Io--2o 
real so gross  sein wie die Spa l tungsra te ,  wenn  die Spa l tungs ra t e  in Mg++-hal t igen Ak tomyos in -  
L6sungen  niedrig ist. 

4. Grundsgttzlich die gleichen Befunde  gelten auch  ffir zo-12 real gewaschene  isolierte Fibril-  
len; doch erscheinen hier die A u s t a u s c h r a t e n  zu klein, weil das  im Innern  der Fibri l len gebildete 
ATs*P schneIler  gespa l ten  wird als das  inak t ive  A T P  des u m g e b e n d e n  Bades.  

5. Werden  die Mg ++ durch  Ca ++ ersetzt ,  so verschwinde t  der  P h o s p h a t a u s t a u s c h .  
6. Wird  aus  den zo mal  gewaschenen  Fibrillen selekt iv das  L-Myosin  ex t rah ie r t ,  so bleibt  der  

P h o s p h a t - A u s t a u s c h  auch  q u a n t i t a t i v  unver~nder t ,  w~ihrend das  ex t rah ie r t e  I . -Myosin kein 
P h o s p h a t  a u s t a u s c h t .  

7. Hochgere in ig te  L-Myosin-Pr~.parate  aus  A-Myosin spa l ten  ATP  ebenfal ls  ohne  P h o s p h a t -  
Aus t ausch .  Das  Gleiche gilt fiir das  L-Myosin,  das  bei U l t r azen t r i fuga t ion  yon Ak tomyos in -  
1.6sungen in ATP-Gegenwar t  im ~ b e r s t a n d  zuriickbleibt .  

8. Aus den B e o b a c h t u n g e n  6 und  7 wird geschlossen,  dass  der  P h o s p h a t - A u s t a u s c h  durch  die 
A k t i n - K o m p o n e n t e  des A k t o m y o s i n s  s ta t t f inde t .  

9. Akt in  aus  Ace ton t rockenpu lve r  bewirkt  dagegen keinen P h o s p h a t - A u s t a u s c h .  
io. Ein P h o s p h a t - A u s t a u s c h  t r i t t  auch  n ich t  auf,  wenn  Akt in  aus  Ace ton t rockenpu lve r  mi t  

L-Myosin  zu "k i in s t l i chem"  Ak t omyos i n  vereinigt  wird. 

SUMMARY 

t. P repa ra t ions  of " n a t u r a l "  ac tomyos in ,  dissolved and  reprec ip i ta ted  8 - i o  t imes,  t ransfer  
p h o s p h a t e  be tween A D s t P  and  A T P  wi th  g rea t  speed if Mg ++ are present .  

2. The  exchange  ra te  is i ndependen t  of  the  ionic s t r eng th  in t he  range  o.o8-o.8/~,  whereas  it 
is closely dependen t  on t he  t e m p e r a t u r e ;  exchange  ra te  a t  2 o ° C ~  o.x p m o l e s / m i n / m g  protein,  a t  
o°C ~ o .02 -o .o25 / zmo l e s / mi n / mg  protein.  

3- The  exchange  ra te  is a lways  g rea te r  t h a n  t he  ra te  of spl i t t ing.  The  exchange  ra te  can  be 
io--2o t imes  as g rea t  as  t he  ra te  of sp l i t t ing  when  the  la t te r  is low in ac tomyos in  solut ions  con ta in -  
ing  Mg ++. 

Litevatur S. zo 9. 
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4. F u n d a n l e n t a l l y ,  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s  ho ld  for i s o l a t e d  f ibr i ls  w a s h e d  1o-~ 2 t i m e s ;  howeve r ,  
in t h i s  case  t he  e x c h a n g e  r a t e s  seem to  be t oo  low, s ince  t h e  ATaaP f o r m e d  in the  i n t e r i o r  of t h e  
f ibr i l s  is m o r e  r a p i d l y  s p l i t  t h a n  the  i n a c t i v e  A T P  of t he  s u r r o u n d i n g  b a t h .  

5. If  M g ' '  a re  r e p l a c e d  I)y ( ' a  ", t he  p h o s p h a t e  t r a n s f e r  s tops .  
- .  If  I . - m v o s i n  is s e l e c t i v e l y  e x t r a c t e d  f rom tlae t ibr i l s  t h a t  h a v e  been w a s h e d  io  t imes ,  t he  

p h o s p h a t e  t r a n s f e r  r e n l a i n s  ( l u a n t i t a t i v e l y  u n c h a n g e d ,  w h e r e a s  t he  e x t r a c t e d  L - m y o s i n  t r a n s f e r s  
n,) p h - s p h a t e .  

7 - l l i g h l y  pur i f i ed  I . - m v o s i n  p r e p a r a t i o n s  o b t a i n e d  f rom . \ -m.w)sin,  l i k e w i s e  sp l i t  A T P  
w i t h , , u t  p h o s p h a t e  t r ans fe r .  The  s a m e  h o l d s  for t he  L - m y o s i n  t h a t  r e m a i n s  in t he  s u p e r n a t a n t  
a f t e r  H l t r a c e n t r i f u g a t i o n  of a c t o m y o s i n  s o l u t i o n s  m the  p re sence  of .VFP. 

,% I t  is c o n c l u d e d  f rom o b s e r v a t i o n s  G a n d  7 t h a t  t he  p h o s p h a t e  t r a n s f e r  o c c u r s  b y  n l e a n s  . f  
t h e  a c t i n  c o m p o n e n t  of ac to lnv ( i s in .  

9. A c t i n  o b t a i n e d  f rom acetone-dr i :~d powder ,  h o w e v e r ,  c a u s e s  no p h o s p h a t e  t r ans fe r .  
~o. l ' h o s p h a t e  t r a n s f e r  a lso  does  no t  o c c u r  w h e n  a c t i n  fr(ml a c e t o n e - d r i e d  p o w d e r  is m i x e d  

w i t h  l . - m v o s i n  t¢) fo rm " a r t i f i c i a l "  a c t o m v o s m .  
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