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B E R U H T  D E R  P H O S P H A T - A U S T A U S C H  Z W I S C H E N  ATP UND ADs2P 
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Der Phosphat-Austausch der Aktomyosin-Pr/iparate (vergl. a) ist nur dann ein Argu- 
ment zugunsten der Phosphat-Obertragung in eine energiereiche Bindung an das 
Aktomyosin, wenn er von dem Aktomyosin selbst bewirkt wird. AT3*P * kann bei 
Gegenwart von inaktivem ATP und AD3*P aber auch durch folgende Fermente er- 
zeugt werden, die in Aktomyosin-Pr/iparaten h/iufig spurenweise vorhanden sind: 

I. Durch Nukleosid-diphospho-Kinase ~, 3. 
2. Erzeugt Myokinase AT32P aus ADs~P mindestens in dem Betrage, in dem 

AMs2P gebildet wird. 
3. Bei Gegenwart yon Kreatin oder Phosphokreatin und Phosphokinase entsteht 
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AT3~P aus inaktivem ATP und 
aktivem ADP. 

4. Die sogenannte MEYERHOF- 
KIELLEY-ATP-ase 4,5 der Grana er- 
zeugt aus ADszP ebenfalls AT32P, 
sowohl in Gegenwart yon Mg++ wie 
deutlich schw/icher in Anwesenheit 
yon Ca ++ (Fig. I). 

Fig .  i .  A k t i v i t ~ i t s a u s t a u s c h  z w i s c h e n  
A T P  u n d  A D 3 2 P  d u r c h  G r a n a  in G e g e n -  
w a r t  y o n  M g  +* bzw.  C a  ++. O r d i n a t e :  s p e -  
z i f i sche  A k t i v i t a t  in  I m p u l s e n .  r a in  -1 
/aMol 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 .  • - -  • 2o°C  M g  ++ ; × - -  × 2 o ° C  C a  ++ ; 
@ - - @  o ° C  Mg++;  ® - - - @  o ° C  C a  ++ . A T P  
= o . o o 5 M  , AL~ZP = o . o o 4 5 - o . o o 5 M ,  
MgCl  2 b z w .  CaCl  z = o . o o b M ,  p H  = 7.o,  
I o n e n s t ~ i r k e  = o. 4/~, E i w e i s s  = 0 .9  m g / m l .  

* A b k i i r z u n g e n :  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 d e n o s i n d i p h o s p h a t ,  A M P  = A d e -  
n o s i n m o n o p h o s p h a t ,  P = a n o r g .  P h o s p h a t , ~ I T P  = I n o s i n t r i p h o s p h a t ,  I D t  ~ = I n o s i n d i p h o s p h a t ,  
I M P  ---- Inosinmonophosphat. 

Literatur S. zz7. 
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II 

Eine Bildung von radioaktivem ATP durch das System Phosphokinase-Phosphokrcatin 
ist besondcrs leicht auszuschliessen: Denn 

(1) enthalten die Prfiparate so wenig Kreatin-Phosphokinase, dass sie selbst bei 
Gegenwart yon I . I . I O - 2 M  Kreatinphosphat und 5" to-a J /  ADP, d.h. bei Ferment- 
s~ittigung mit beiden Substraten, ATP nur mit 6-IO°,i, der Geschwindigkeit bilden, mit 
der das a2p zwischen ATP und ADa2P ausgetauscht wird, wenn A klomyosin ATP 
spaltet. 

(2) Die Versuchsans~itze enthalten nicht IO-~M sondern nur 2-  5 • IO -sM Phospho- 
kreatin. Dadurch sinkt die Geschwindigkeit der ATP-Bildung auf etwa 1-2% der 
Geschwindigkeit ab, die mit IO-2M Phosphokreatin erreicht wird (vergl. KUBV UND 
NODA6). Unter Beriicksichtigung yon (I) ergibt sich eine 13ildungsgeschwindigkeit des 
ATP durch das Phosphokreatin-Phosphokinase-System kleiner als 0.2°,, der gefun- 
denen Austauschgeschwindigkeit. 

(3) Unter den Bedingungen der Austauschversuche bei pH 7 1/iuft die Bildung 
von ATP aus Phosphokreatin mehr als IOO real schneller ab als die Bildung des hierfiir 
n6tigen Phosphokreatins aus dem ATP des Spaltungsansatzes (vergl. NODA t:Xl) 
KUI~yV). Ftir die Phosphatfibertragung von ATP auf ADa2p ist aber diese Reaktion die 
Geschwindigkeits-limitierende Reaktion. Die Geschwindigkeit der Phosphattibertra- 
gung durch das Phosphokreatin-Phosphokinase-System sinkt damit auf o.oo2°,, der 
gefundenen Geschwindigkeit des Phosphat-Austausches. 

Weitere Untersuchungen ergaben, dass Kreatin-Phosphokinase zu einem direk- 
ten Aktivit~itsaustausch zwischen ADa~P and ATP in Abwesenheit yon Kreatin oder 
Phosphokreatin im pH-Bereich von 6.8-9.8 nicht f~ihig ist (Tab. I). Dies wird betont, 
weil ein solcher direkter Austausch theoretisch zu fordern w~ire fiir den Fall, dass die 
Transphosphorylierung durch Kreatin-Phosphokinase auf der Bildung einer phospho- 
ryliertcn CP-ase als Zwischenprodukt beruht. 
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DER F E H L E N D E  I,HOSPHA'I ' -AUSTAUSCH Z~A'ISCHEN Al)a21 ' END A T I '  1)URCH 
KREATIN PHOSPHOKINASE 1N AFIWESENHEI'F VON KREATIN UNI) PHOSPHOKREATIN 
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~ 4 , 3 o o  I m p u l s e / r a i n  
1 4 , 8 ° °  I m p u l s e / m i n  
1 4 , 9 o o  I m p u l s e / r a i n  
16, l oo  h n p u l s e / m i n  
1 4 , 7 o o  h n p u l s e / m i n  

A ktivitat in  r ml  .1 nsatz 
..! D P  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- ' 9 o , o o o  I m p u l s e / m i n  
- , 83 ,500  I m p u l s e / r a i n  
2 8 5 , o o o  h n p u l s e / m i n  
2 8 5 , 0 o o  h n p u l s e / m i n  
- 9 o , o o o  I m p u l s e / r a i n  

o . o o  4 .1l, T i C . I S - P u f f e r  : -  o . o l  5.11, o .21 m g  E i w e i s s / m l ,  

I I I  

Dcr Gehalt dcr Pr/iparate an Nukh'osid-diphospho-Kinase ist in der Regel nur in der 
Lage 0-2°.;, der ATa2p-Menge zu bilden, die irn Austauschversuch gefunden wird. 
l)ieses ist kontrolliert durch Zusatz yon A'I'a2P und IDP in den gleichen Konzentra- 
tionen, in denen ATP und Al)azP im Normalversuch vorhanden sin& Die Bildung von 
ITP  wird auf radiometrischem Wege gemessen. 

l . i l e r a l u r  N .  l r  7 .  
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IV 

Der M y o k i n a s e - G e h a l t  der  Pr~iparationen ist sehr klein:  IO real umgef~llte A k t o m y o -  
sin-L6sungen und lO-12 mal  gewaschene Fibri l len spal ten  bei einer Ionenst~irke von 
, ~  0.08 t~, 5-6 .  I o - a M  Mg ++ und pH 7 ATP 70-300 mal  schneller als sie ATP  durch 
ihren Myokinase-Gehal t  aus A D P  bilden (vergl. methodischer  Tell). 

Wie gering der  Ante i l  der  Myokinase-Aktivit~it  an der Bi ldung yon AT3*P im 
eigentlichen Austauschversuch ist, kann unmi t t e lba r  bes t immt  werden. Es zeigt sich 
n~imlich, dass ftir ]edes IM3*P, das  w~ihrend der ATP-Spa l tung  gebi ldet  wird, nur  ein 
AT3~P durch Myokinase-Wirkung  auf t r i t t .  Das ist nicht  selbstverst~ndlich,  denn die 
Myokinase kann  mehr  als ein AT32P auI ein AM32P oder IM3*P bilden, falls sich AM32P 
intermedi~ir im Ansatz  anh~iuft. Durch rfickl~iufige Myokinase-Reakt ion  kann dann 
AMsap wieder verschwinden und zu einem kleinen Tell zu AT3*P + A M P  fiihren. 

AM321? + ATP :, A1)321 ' + ADP ---"+ AT32t > + AMP 

Zu einer i n t e r m e d i ~ e n  Anh~iufung von AM32P k o m m t  es aber  bei der  ATP-Spa l tung  
durch unsere Pr~iparate nicht.  Es findet sich nie eine Aktivi t~i tszunahme in der AMP- 
Frak t ion ,  sondern nur  in der  IMP-Frak t ion .  Es wird sogar noch der Haup t t e i l  der  
kleinen AMS2P-Menge, die mit  dem AD3*P als Verunreinigung in den Ansatz  k o m m t  
(1 -2% des AD3*P) desaminier t .  
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Fig. 2. Myokinase: Parallelitiit der AM32P - 
und AT32P-Bildung aus ADS2P. Ordinate: 
"~,nderung der Aktivit~.t in Impulsen. 
min -1 m1-1. Abszisse: Zeit in Minuten. 
O--@ Aktivitiitszunahme der AMP- 
Fraktion ; ©-- - O AktivitAtszunahme der 
ATP-Fraktion; I1--11 Aktivitiitszunah- 
me der ATP-Fraktion; berechnet (- 
AMP-Aktivit~it × 3). A'I'P - 0.005431, 
ADa2P ~ o.oo42M, MgC12 ~ o.oo6M, 
Eiweiss = 0.33 %, Temp. o~:C, pH = 7,o, 

Ionenst~irke = 0. 4 /~- 

Dar i iber  hinaus ha t  sich gezeigt, dass selbst dann  ATa2P und AMa2P in gleicher 
Menge gebi ldet  werden, wenn 5 -6% des zugesetzten ADa2P durch Myokinase in 
undesaminier tes  AMa2P verwandel t  werden (vergl. Fig. 2). Ffir  diese Kontrol le  werden 
Aktomyosin-Pr~ipara te  2 min auf 8o°C bei pH2 erhi tz t  ; dadurch  werden ATP-ase-  und 
Desaminase-Aktivi t~i t  vollst~.ndig zerst6rO 7. Danach wird ADa2P und ATP in den 
Konzen t ra t ionen  des Austauschversuches  zugegeben. Auch in diesem Fal l  besteht  
,~quivalenz zwischen gebi lde tem AMa2P und AT32P (Fig. 2). Dieses Resu l ta t  der  Kon-  
trolle, das theoret isch nicht  unbedingt  vorherzusehen war, ges ta t t e t  die Bi ldung yon 

L i / e r a t u r  S.  z27 .  



V()l.. 2 5  ( I ( J57)  I ' I I ( )SI ' t t ,VI ' - . \ I ;ST.\I 'SOH Z W I S C H E S  ATP UNIJ A I ) s 2 P  l I  I I 3 

A'fa"P durch Myokinase m jedem einzelnen Versuch der gefundenen Mengv an IMa"P 
glcichzusotz(.n ~. 

,qolchc Kontrollen in jedein cinzelnen Versuch zeigen, dass der Antcil der Mvo- 
kinase, am Phosphat-Austausch immer innerhalb der Grenzen yon o und lO% lit,gt, 
in dcr Regc, l betr~gt er o-2% bc'i ¢'C, 4-5% bci 2oC.  

V 

Die Aktivit~it der Grana-ATP-ase kann im Gegensatz zu der Aktivitiit der vorhcr 
behandelten Enzym-Systeme qualitativ nicht eindeutig yon der Aktivit~it der Akto- 
myosin-ATP-ase, unterschieden werden. Die Aktivit~it der (;rana-ATP-ase kann auch 
infolgedessen in Kontrollversuchen nieht quantitativ getestet werden. Auf der andcrcn 
.%eite machen es allerdings die in der Literatur niedergelegten Erfahrungen nicht sehr 
wahrscheinlich, class 10-12 real gewaschene Fibrillen oder I0 real umgef~tUte Akto- 
myosin-Pr~iparate noch gr6ssere Mengen an (;rana-ATP-ase enthalten. Trotzdem ver- 
suchen wir, den etwaigen Einfluss der (;rana auf den Phosphat-Austausch durch 
Fibrillen und Aktomyosin-Pr~iparate abzusch~itzen. 

Tab. I I  zeigt, dass in Gegenwart yon 6. Io-SM Mg' v der Phosphat-Austausch 
durch I m g  Grana 10-20 real so gross ist wie der Phosphat-Austausch durch I nag 
Aktomyosin, wenn die Ionenstiirkc o.4/x ist. Die gleiche Tabelle zeigt, class unter den 
gleichen Bedingungen auch die Spaltung durch I m g  Grana 10-20 real so gross ist wie 
durch I mg Aktomyosin. lnfolgedessen ist die Proportion der Bildungsrate. yon AT:rzP 
zur Spaltungsrate des ATP ffir Grana auf der einen Seite und fiir Aktomyosin auf der 
anderen Seite ungef~thr gleich (Spalte (~ der Tab. I I). Das aber bedeutet folgendes: I)er 
Phosphat-Austausch durch Aktomyosin-Pr/iparate und Fibrillen kann nur dann als 
Effekt der Grana crkl~irt wcrden, wenn auch die A'l 'P-Spahung der Aktomvosin- 
Priiparate und der Fibrillen vollst~ndig als ATP-Spaltung durch Grana anerkannt 
wird. 

Dass in Wirklichkeit nur ein sehr bescheidener Tell der ATP-Spaltung und somit 
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.gpalte 4 -':p.t:," 
I ' t a p a r a t  

G r a n a  <7.4 0 (" 0 .02  0 . 0 3 5  0 .  3 0 .  5 I 3 "i5 O.O25 O.O3-0.O 4 I "15 
A k t o m y o s m  ~ o . 3  o ( ;  o .oo l  0.023 23 
A k t o m y o s i n  o. 4 o : (  o.o<71- o.oov 5 o.02 o .oz3 13 -z3 o.(~o75 o.oo075 o. x 
F i b r i l l e n  o. 4 o'(," o.oooc) o.oo(,-o.oo'9 7 -1o  
G r a n a  o. 4 zo~C o.2z t. 4 6 o.<79,3 <7.oO2 <7.O 3 
A k t o m y o s i n  0. 3 zo~C" o.o~ o . i  s o  

* S p a l t u n g s -  u n d  A u s t a u s c h r a t e n :  in / ,Mol  P. m i n - q . m g  F ' iweiss-1.  

§ E i n c  z w e i t e  K o n t r o | l e  c r g i b t  s ich in d e n  S p a l t u n g s v e r s u c h e n ,  in d e n c n  de r  Ve r such  e r s t  n a c h  
A u f s p a l t u n g  des  g e s a m t e n  A T P  a b g e b r o c h e n  wird .  In  d i e s e m  F a l l e  n i i m l i c h  w e r d e n  g l e i che  
M e n g e n  a n  R a d i o a k t i v i t ~ i t  im  I M P  und  im a b g e s p a l t e n e n  a n o r g a n i s c h e n  P h o s p h a t  g e f u n d e n .  Das  
a b g e s p a l t e n e  P h o s p h a t  a b e r  i s t  d a s  ~ , - P h o s p h a t  de s  A T P  u n d  d ieses  y - P h o s p h a t  k a n n  n u r  s o w e i t  
r a d i o a k t i v  sein,  w ie  es clurch M y o k i n a s e  u n d  n i c h t  d u r c h  A k t o m y o s i n  g e b i l d e t  wi rd .  

l . i l e r a t u r  S .  x l  7 . 
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auch des Phosphat-Austausches auf den Einfluss der Grana zurfickgefiihrt werden 
kann, folgert sich aus dem gefingen Grana-Gehalt der Skelettmuskulatur des Kanin- 
chens, ioo g Ffischmuskel ergeben etwa 8 g Aktomyosin oder IO g Eiweiss in Fibrillen, 
wlihrend die Grana-Ausbeute nur etwa 500 mg Eiweiss betr~igt. Bei 0. 4 ~ und 2o°C 
spaltet diese Grana-Menge etwa 15o/~Mol ATP/min, w~hrend 8 g Aktomyosin unter 
den gleichen Bedingungen ebenfalls etwa 15o/~Mol ATP/min spalten, d.h. die Grana 
k6nnten, wenn sie vollst~indig in das Aktomyosin-Pr~iparat gelangten etwa 50% der 
bei hoher Ionenst~irke erhaltenen Spaltung bewirken. Das wfirde bedeuten, dass die 
Grana auch etwa 50% des Austausches verursachen k6nnten. 

Nun ist es abet ausserordentlich unwahrscheinlich, dass bei Io-maliger UmfMlung 
bzw. io-i2-maliger Waschung immer die gesamten Grana des Muskels mitgef~illt 
bzw. abzentfifugiert werden. Es ist vielmehr zu erwarten, dass nur ein Bruchteil der 
ursprfinglich vorhandenen Grana in das Aktomyosin-Priiparat hineinger~it. 

Werden die Grana anstelle von Mg ++ mit Ca ++ aktiviert, so wird die ATP- 
Spaltung bei 2o°C wesentlich kleiner, w~hrend sie bei o°C unver~ndert bleibt (vergl. 
Tab. II, Spalte 7). Der Phosphat-Austausch dutch die Grana sinkt bei Ersatz der 
Mg ++ durch Ca ++ auf 1/lO des bei Mg++-Gegenwart erreichten Wertes (Tab. II, 
Spalte 8). Wenn dagegen die Aktivierung der Aktomyosin-Pr~iparate dutch Ca ++ 
anstelle von Mg +÷ stattfindet, sinkt der Phosphat-Austausch durch das Aktomyosin 
auf 1/3o des Wertes bei Mg++-Aktivierung (Tab. II). Wenn also der Phosphat-Aus- 
tausch des Aktomyosins auf Verunreinigung durch Grana beruhen sollte, miisste dieser 
Phosphat-Austausch unter Ca ++ mindestens 3 mal so gross sein, wie er gefunden wird. 

Schliesslich sollte die Wahrscheinlichkeit, dass Grana in IO fach umgef~illte Akto- 
myosin-oder L-Myosin-Pr~iparate gelangen, einigermassen gleich sein. Auf solche 
Verunreinigungen durch Grana-ATP-ase k6nnte die Restspaltung bezogen werden, die 
trotz Salyrgan-Vergiftung der Aktomyosin- und L-Myosin-Pr~parate fibrig bleibt. 
Denn die Grana-ATP-ase ist weniger Salyrgan-empfindlich (Tab. III, vergl, auchg). 
Diese Restspaltung unter Salyrgan abet ist ffir Aktomyosin- und L-Myosin-Pr~parate 
gleich. Trotzdem betr~igt die Rate des Phosphat-Austausches durch L-Myosin nur 
2-5% der Austauschrate des Aktomyosins. 

T A B E L I , E  I I I  

SALYRGANVERGIFTBARKEIT DER ATI>-SPALTUNG V O N  GRANA, 

AKTOM'~OSIN- UND L-MYOSIN-L(JSUNGEN 

Spaltungsrat¢ in  i tMol  P .  rag Eiweiss  - ~ .  rain -1 

l ' rapara t  5 " ro '~ M A T P  
5"  ~ o * M d T P  2 • zo -*  M Salyrgan  

Grana o.25 -0.35 o.09 -o . i2  
L-Myosin 0.008-0.009 o.oo2 -0.0o25 
Aktomyosin o.oo9-o.ol 5 o.ool 5-o.oo2 

MgCI 2 = o.oo6M, Temp. 200( ", Ionenst~irke = 0. 4 / , .  

Es sieht also nicht so aus, als ob der Phosphat-Austausch unserer Pr~iparate zu 
einem irgendwie wesentlichen Anteil dutch Grana oder Grana-ATP-ase bewirkt wird. 

Die Entdeckung, dass auch die Grana zu einem hohen Phosphat-Austausch 
fiihig sind, legt den Gedanken nahe, dass im Muskel noch weitere bisher ganz urrbe- 

L i t e r a t u r  S .  I I  7 .  
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kannte Svsteme vorhanden scin k6nnten, die als Vcrunreinigung unserer Pr~iparate zu 
dem beobachteten Phosphat-Austausch beitragen. Dies scheint nicht so zu sein: Wird 
n~tmlich einc Aktomyosin-L6sung fiber verschieden langc Zeiten hin bei pH 8 auf 
5o~C erw/irmt, so nimmt die ATP-ase-Aktivit/it im Laufe yon 3o rain bis auf etwa o ab. 
Das ist schon lXnger bckannt. Wird an dem gleichen Pr~parat die Aktivitiit des Phos- 
phat-Austausches gemessen, so zeigt sich, dass diese :\ktivitiit im gleichen Masse mit 
der Daucr der Erw/irmung abnimmt (Fig. 3). 

Ein unbekanntes System k6nnte also nur dann den Phosphat-Austausch bewir- 
ken, wenn angenommen wird, dass seine Denaturierungstemperatur und ebenso die 
Denaturierungsgeschwindigkcit bei dieser Temperatur  mit der Denaturierungsge- 
schwindigkeit des Aktomyosins identisch ist. 

Die Gesamtheit der berichteten Analysen macht es ausserordentlich unwahr- 
scheinlich, dross der Phosphat-Austausch nicht mit der ATP-Spaltung durch das 
Aktomyosin urs~tchlich verknfipft ist. 

Fig.  3. A k t o m y o s i n :  W~i rmeinak t iv ie rung  
yon ATP-Spa l t ung  e inerse i t s  und Phos-  
p h a t - A u s t a u s c h  andererse i t s .  Ord ina te :  
R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t  in % der  Ge- 
s chwind igke i t  des u n b e h a n d e l t e n  Eiweiss .  
Abszisse:  Zei t  der W~i rme inak t iv i e rung  
bei 50°(; und p H  8. × - - ×  Aus tauschge-  
s chwind igke i t  ; O --- O Spa l tungsge-  
schwind igke i t .  Aus t ausch :  ATP = o.oo55 
M, ADa~p = 0.004831, MgCI~ = o .oo6M, 
Temp.  o°( ", p H  = 7.0, Ionens t t t rke  = 0. 4 
p. Spa l t ung :  ATP = o.oo5M, MgCI~ = 
o .oo6M, pH = 7.o, Temp.  2o°C, Ionen-  

s t i i rke  = 0. 4 t ~. 

~/o Spaltung bzw Ausfousch 
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METHODISCHER TEIL 

.-I ktomyosin- und Fibrillen-Herstellung siehe 1. 
Kreatinphosphokinase wird nach NO•A, Kur~v U.XD LARDY 8 hergeste l l t .  (PrAparat ion B ohne 

K r is ta l l isat ion.)  
Grana: K a n i n c h e n m u s k u l a t u r  wird nach Zerk le inerung  in der  F le i schmasch ine  mi t  4-fachem 

Volumen o.t M KCI 2 rain im W a r i n g  Blendor  zerschlagen,  3 rain bei 90o g zentr i fugier t* .  Dann  
werden  die vere in ig ten  ()berst&nde durch  Gaze gegossen und 2o rain bei  600 g zur E n t f e r n u n g  
e twa ige r  fibrillttrer Bes t and te i l e  zentr i fugier t .  

l : r ak t ion  I : Der  l~bers tand  wird auf der S P I N C O  Ul t razen t r i fuge  20 rain bei I5,ooo g zentr i-  
fugiert .  Der Niedersch lag  wird in 3o-fachem Volumen 0.oo 4 M Sequest rene  und o. i M KCI suspen- 
d ie r t  und e rneu t  20 rain bei 15,ooo g zentr i fugier t .  Der Niederschlag  wi rd  noehmals  in 2o-fachem 
Volumen  o.I 3 I  KC1 suspend ie r t  und wie oben zentr i fugier t .  Der Niederschlag  wird in o. l M KCI 
und o.ool M K( 'N homogenis ie r t  = Grana  1. 

F r a k t i o n  I I :  Der  ( )be r s t and  aus der ers ten  Zen t r i fuga t ion  der F r a k t i o n  I wird 6o rain bei 
45,ooo g zentr i fugier t ,  sonst  ana log  wie F r a k t i o n  I behande l t ,  nur  jeweils  bei  45,ooo g zen t r i fug ie r t  
= Grana  If .  

" Der R t i cks t and  wird 2 real  m i t  dem doppe l t en  Volumen o.i  3I KC1 2 m i n i m  Blendor  aufge-  
r i ih r t  und bei 9o0 g zentr i fugier t .  

l.tleratur N. II 7. 
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Solche Grana -Suspens ionen  besi tzen nu r  geringe Nuk leos id -d iphospho-Kinase -  und  Myo- 
kinase-Aktivi t i i t ,  ihre ATP-ase-Akt iv i t i i t  ist  wei tgehend yon der  Ionens t~rke  unabh/ ingig .  Die 
ATP-ase -E igenscha f t en  s ind aus  der Tabel le  IV zu e n t n e h m e n .  

T A B E L L E  IV 

EIGENSCHAFTEN DER GRANA-ATP-ASE BEI 2o°C UND p H  7.0 

[onen- Art und Konzentratio~ der 
stdrke akdit'ieeenden Erdalkali-lonen 

Spallungsroden in 
p31ol P. mg Eiweiss-' • rain -t 

G r a m  1 Grana II 
(z5,ooo g) (45,000 g) 

0. 4 keine Erda lka l i - Ionen  0.043 0.03 
0. 4 Mg +,  0.005 31 0.35 0.25 
0.08 Mg" + o.oo5 M 0.33 0.25 
0.4 Ca + ~ o.oo51II 0.09 o.I2 

Mg ++ 0.0o 5~ I  + 
0"4 ( ' a ""  0.005 M o.o9 o. 12 

A T P  = 0.005 31 

A TP,  A T~P ,  ADszP  siehe 1. 
I T P  und I D P  wurden  nach  dem y o n  KLEINZELLER 10 angegebenen  Verfahren  durch  Desami -  

n ie rung  der  en t sp r echenden  A d e n o s i n - P h o s p h a t e  hergestel l t .  
Phosphokreatin wurde  als Na t r iumsa lz  nach  ENNOR UND STOCKEN 11 gewonnen  und  nach  

zweimal iger  Umkr i s ta l l i sa t ion  verwendet .  
Salyrgan = Mersalyl  = theophyl l in-f re ie  o- [ (3 -Hydroxymercu r i -2 -me thoxypropy l ) - ca rbamyl ]  - 

phenoxyessigs~iure ve rdanken  wir  den Fa rbwerken  Hoechs t ,  F rank fu r t .  
A TP-ase-Bestimmungen erfolgen bei p H  7 (TRIS-Male insau re -Puge r  is o . o i - o . o 2 M  oder  

Bora t -Puf te r  o.ox M) in Gegenwar t  yon o.o03-o.o05 M N a - A T P  und  o .oo3 -o .oo5M MgCl v E inem 
S a m m e l a n s a t z  wird zu den gewi insch ten  Zei ten jeweils ein Al iquot  e n t n o m m e n  und  in 3 ml Tri-  
chloressigs~ure (3 %) pipet t ier t .  Die B e s t i m m u n g  des abgespa l t enen  P h o s p h a t e s  erfolgt nach  ROCK- 
STXIN U,'~D HERROh q2. Aus  der  S te igung der  gewonnenen  Ze i tku rven  ergibt  sich die Spa l tungs ra t e .  

Myokinase-Bestimmung geschieht  bei p H  7 (TRIS-Maleinsl iure-Puffer)  in Gegenwar t  yon  
o .oo5M A D P  und  o .oo4-o .oo6M MgCI 2. Im  A b s t a n d  yon I o - I 5  min werden 4 ml  zur  P h o s p h a t -  
B e s t i m m u n g  e n t n o m m e n .  Das  abgespa l t ene  P h o s p h a t  wird nach  ROCKSTEIN UND HERRON 12 be- 
s t i m m t .  Die S te igung  der  Ze i tkurve  g ib t  die R a t e  der  A T P - B i l d u n g  durch  Myokinase .  Die Myo- 
k inasewi rkung  ist  yon o.I / , -0 .8  p yon der  Ionens t~ rke  unabhiimgig. 

Kreatinphosphokinase-Bestimmung erfolgt ebenfal ls  aus  e inem S a m m e l a n s a t z  (ADP o.oo 5 M, 
K r e a t i n - P h o s p h a t  o.oi i M,  MgC12 o .oo6M,  TRIS-Male ins~ure -Puf fe r  o.oi M,  p H  7, Ionenst i i rke  
o. 3 p, Temp.  2o°C). Zu en t sp rechenden  Zei ten werden  je 4 ml e n t n o m m e n ,  die Fe rmen tak t i v i t / i t  
mi t  P h e n y l m e r c u r i a c e t a t  (vergl. CHAPPELL UND PERRY xS) g e h e m m t  und  das  Eiweiss durch  ZnSO 4 
und Ba(OH)2 gefall t  (SOMOGYII$). Die K r e a t i n - B e s t i m m u n g  erfolgt nach  ENNOR UND STOCKEN 14. 

A ustauschansf*tze mit Kmatinphosphokinase en t ha l t en  o.oo6 M AD3aP, o.0o5 M ATP,  0.004 3I  
MgCl v Die p H - E i n s t e l l u n g  im Bereich yon p H  6.8-9.8 erfolgt du t ch  TRIS-Pu f f e r  15. 

Zur  U n t e r s u c h u n g  auf  Nukleosid-diphospho-Kinase werden  o.oo 5 M AT32P, 0.005 M I D P  und  
o .oo6M MgCI~ zugesetz t .  Zu gewfinschten  Zei ten werden  je 2 ml  e n t n o m m e n  und  in o. 5 ml 
TrichloressigsAure (6 %) pipet t ier t .  Die Trichloressigs~ure enthi i l t  o.oo 3 M I T P  (inaktiv),  o.oo 3 M 
A M P  und  o .oo3M IMP.  D a d u r c h  lassen sich auch  Spuren  e n t s t e h e n d e n  IT3~P pap ie rch romato -  
grafisch nachweisen  und  saube r  yon den iibrigen Nukieo t iden  t r ennen .  

A ustauschansi~tze mit Grana-Suspensionen werden wie no rma le  Aus tauschansAtze  durchge-  
It ihrt  (vergl. 1). 

Papierckromatografische Trennu~zg und .4ularbeitung der C h r o m a t o g r a m m e  sind in t be- 
schrieben.  

ZUSAMMENFASSUNG 

x. In 8-Io ma! umgef~]Iten Aktomyosin-Lbsungen und 1o-12 real gewaschenen isolierten 
FibriIlen des Kaninchenmuske]s ist Nukleosid-diphospho-Kinase in so geringen Spuren vorhanden, 
dass n u r  o-2  % des P h o s p h a t - A u s t a u s c h e s  durch  eine Nud ik i -Reak t ion  erkliirt  werden  kbnnen .  

2. K r e a t i n p h o s p h o k i n a s e  t a u s c h t  zwischen ADa2P und  A T P  iJberhaupt  kein P h o s p h a t  a u s  
wenn  Phosphok rea t i n  oder Krea t i n  abwesend  sind. 

l.iteratur S. z17. 
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3. In Gegenwart  der Kreatin- und Phosphokreat in-Spuren,  die in den angegebenen hochge- 
reinigten Prli.paraten w)rhanden sind, tragen die ausserdem vorhandenen Reste der Kreat inphos-  
phokinase ~ i % zum Phosphat -Austausch  bei. 

4. Myokinase bildet A'I"~21 ~ aus AI)~2P nicht in einem gr6sseren Betrage als auch I.M3o-I ~ oder 
:\M32p gebiMet werden, solange die Menge an A.Ms2p 5 6% des anfimglichen AI)'~2P nicht iil,er- 
schreitet. 

5. Der Myokinase-Gehalt  der e rwahnten  Prltparate ist so klein, class in der Regel nicht mehr 
als o--2 % des ents tandenen :\'l"a21 ~ bei o~(" und 4 "5 % bei 2o'C auf Myokinase-Wirkung bezogen 
werden konnell .  

6. l)ie Grana-ATI ' -ase der Muskeln tausch t  Phosphat  zwischen AI)'~2P und :\TI ~ in erheb- 
lichem Umfang aus. Die Proport ion Phospha t -Aus tausch :  ATP-Spal tung ist aher fiir Grana  und 
. \ktornyosin gleich. Infolgedessen kann der Anteil der Grana-ATP-ase an dem l 'hospha t -Aus tausch  
der angefiihrten hochgereinigten Aktomyosin-I 'r~iparate und Fibrillen nicht gr6sser sein als ihr 
.Xnteil an der :Vl'P-Spaltung. 

7. Es wird auf verschiedene Weise wahrscheinlich gemacht,  dass der Anteil dcr G,'ana an der 
ATP-Spal tung durch hochgereinigte Aktomyosin-Prf iparate  und Fibrillen nicht gross, wahrschein- 
lich sogar sehr klein ist. 

SUMMARY 

I. In solutions of actomyosin dissolved and reprecipitated 8--[0 t imes and isolated fibrils of 
rabbi t  muscle washed lO-12 times, nucleoside diphosphokinase is present in such slight traces tha t  
only o--2 % of the phosphate  t ransfer  can be explained by a nueleoside-diphosphokinase reaction. 

2. Creatine phosphokinase does not t ransfer  any phosphate  at all between AI)31P and ATP if 
phosphocreat ine or creatine are absent.  

3- In the presence of traces of creatine and phosphocreat ine tha t  occur in the highly purified 
preparat ions described, the remainder  of the creatine phosphokinase present  contr ibutes  ~ 1% to 
the phospha te  t ransfer .  

4. The a m o u n t  of ATa~P formed by myokinase from AD3ZP is not greater  than  the amoun t s  
of IM3ZP and AM32p formed, as long as the AM32P content  of the mixture  does not exceed 5 - 6 %  
of the original AD3ZP. 

5- The myokinase content  of the prepara t ions  mentioned is so low tha t  a.s a rule not more than 
o-2 % of the resulting AT32P at  o°C, and 4-5 % at 2o~'C, can be related to myokinase action. 

6. The granular  ATP-ase of the muscles t ransfers  phosphate  between AI)32P and ATP to a 
considerable extent.  The proport ion phosphate  transfer:  ATP spli t t ing is, however, the same for 
granules and actomyosin.  Consequently,  the share of granular  ATP-ase in the phosphate  t ransfer  
of the highly purified actomyosin preparat ions  cannot  be greater  than its share in the ATP splitting. 

7. For various reasons it seems probable that  the share of the granules in ATP spli t t ing by 
highly purified actomyosin preparat ions  and fibrils is not great, and probably  even very slight. 
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