
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 317 

D I E  H E M M U N G  D E R  A K T I N - L - M Y O S I N  I N T E R A K T I O N  

IN L E B E N D E N  UND E X T R A H I E R T E N  M U S K E L N  D U R C H  U R E A  

M. BARANY*,  K. B A R A N Y * UND W. T R A U T W E I N  

Max-Planck-Inslitut ]i~r Physiologie, Heidelberg und Physiologisches Institut der U~iversil~it, 
Heidelberg (Deutschland) 

(Eingegangen am 13. April, 196o) 

SUMMARY 

The inhibition of the actin-L-myosin interaction by urea 

i. With increasing concentration, urea transforms actomyosin ATPase of washed 
myofibrils and of purified actomyosin gels into L-myosin ATPase. This transformation 
is completed as soon as the urea concentration has risen to about I M. This transfor- 
mation is reversible. 

2. Up to a urea concentration of I M the activity of L-myosin ATPase is not 
affected. The inefficacy of I M urea on the activity of L-myosin ATPase has been 
determined with L-myosin gels and L-myosin sols in the presence of Ca and Mg. 

3. With a further increase in the urea concentration up to 2 M a slight inactiva- 
tion of L-myosin ATPase takes place. This inactivation appears to be completely or 
to a large extent irreversible. 

4- The action of acetamid is similar to that of urea. The interaction of actin and 
L-myosin, however, is not completely inhibited until acetamid reaches a concentration 
of 2 M, whereas L-myosin ATPase apparently begins to be impaired by acetamid 
when the concentration of acetamid exceeds I M. 

5. Also the mechanical interaction of actin and L-myosin filaments is inhibited 
by I M urea in the presence of ATP. The ATP-contraction of extracted fibres is 
followed by relaxation on the addition of I M urea and the resistance to stretch 
falls to values similar to zero. 

6. Living muscles in I M urea solutions no longer respond mechanically to 
electrical stimulation. This inhibition is fully reversible. The analogous inhibition 
by means of I M acetamid is incomplete. 2 M acetamid causes complete inhibition, 
which is only partially reversible. 

7- Living muscles in I M urea solutions loose only a small amount of water, 
whereas urea rapidly penetrates into the interior of the fibre until complete equi- 
librium of the urea concentration has been reached. 

8. i M urea within living muscle fibres does not affect the ATP turnover of 
resting living muscle. I M urea, however, strongly decreases ATP splitting if the 
living muscle is induced to an increased chemical and mechanical activity by con- 
tracture substances or other contracture producing factors. 

* Jetzige Adresse: Ins t i tu te  for Muscle Disease, New York 21, N.Y., U.S.A. 
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9. The chemical and mechanical inhibition of muscular activity is not based on 
the effect of urea on the excitation of the membrane. Resting potential as well as 
action potential  remain practically unchanged in the presence of i M urea. 

io. All experimentally tested forms of muscle contracture (produced by eleven 
different contracture substances) are completely inhibited by I M urea. As far as 
was experimentally determined, this inhibition is reversible. This result is independent 
of whether the contractures are accompanied by a depolarization cf the membranes 
or take place in depolarized muscles. 

i i .  All experiments show that  apparently in living muscle, too, the activity of 
urea at tacks the last common link of the reaction chains which lead to contraction 
or contractures. This last common link is apparently the interaction between actin 
filaments, L-myosin filaments, and ATP. 

EINLEITUNG 

Es ist seit langem bekannt,  dass die KohRsionskr~fte zwischen Aktin und L-Myosin 
auch bei niedrigen Ionenstlirken verschwinden, wenn ATP anwesend ist, abet nicht 
gespalten wird. So sinkt der statische Dehnungswiderstand extrahierter Muskelfasern 
auf ,,~ Null, wenn in ATP-haltigen L6sungen die ATP-Spaltung dutch Salyrgan 
vergiftet wird 1. In diesem Fall wird die ATP-Spaltung durch Vergiftung der L-Myosin- 
ATPase verhindert. Kfirzlich wurde gezeigt, dass auch dutch eine bestimmte Gruppe 
von Substanzen, die Interaktions-Inhibitoren, in Anwesenheit von ATP komplet te  
Dissoziation der Aktin- und L-Myosin-Filamente in der extrahierten Muskelfaser 
erreicht werden kann, obwohl diese Interaktions-Inhibitoren die Aktivit~tt der 
L-Myosin-ATPase i~berhaupt nicht beeinflussen 2. Zur Gruppe der Interaktions- 
Inhibitoren gehSren ausser dem Erschlaffungsfaktor ~ eine Reihe Substanzen von 
bekannter  chemischer Konstitution. 

Die Interaktions-Inhibitoren erSffnen durch die eigenartige Spezifit~it ihrer 
Wirkung die MSglichkeit, den Mechanismus der Muskel- und Aktomyosinkontraktion 
in verfeinerter Weise zu analysieren. Denn die Kontraktion beruht offensichtlich 
auf der Interaktion zwischen Akt in-  und L-Myosin-Filamenten 4, 5. Es erscheint des- 
halb niitzlich die Liste der chemisch bekannten Interaktions-Inhibitoren zu verliingern 
um zu sehen, welche chemische Eigenschaften allen Interaktions-Inhibitoren ge- 
meinsam sind. Die bisher bekannten Interaktions-Inhibitoren sind teils Kationen, 
teils Anionen 2,6. Einige von ihnen tragen viele Ladungen (Polylysin, Protamin, 
Poly~.thensulfonat, Fuadin, EDTA) andere tragen nur eine Ladung (SCN). 

Es wird in dieser Arbeit gezeigt, dass auch Nicht-Elektrolyte als Interaktions- 
Inhibitoren wirken k6nnen. 

Die interaktionshemmenden Nicht-Elektrolyte Urea und Acetamid sind ausser- 
dem so klein-molekular, dass sie auch in lebenden Muskeln eindringen. Infolgede~en 
kann gezeigt werden, dass diese Interaktions-Inhibitoren in lebenden Muskeln ebenso 
wirken wie in Aktomyosingelen, gewaschenen Fibrillen und Wasser-Glyzerin extra- 
hierten Fasern. 

I 

Bei einer Ionenst~rke yon 0.08 t~ wird die ATP-Spaltung durch Mg aktivierte 
Aktomyosin-Systeme mit steigender Urea-Konzentration stark gehemml (Fig. I und 
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2). Sowohl in natfirlichen und kiinstlichen Aktomyosinglen wie in gewaschenen 
Fibrillen betriigt die ATPase Aktivitiit in Anwesenheit yon i.o-1.5 M Urea nur noch 
zwischen lO-2O% der unbeeinflussten Aktivit~t. Das bedeutet, die ATPase-Aktivit~it 
ist unter I.O-I.5 M Urea in allen Mg aktivierten Aktomyosin Systemen vom Weft der 
Aoktmyosin-ATPase auf den Wert der L-Myosin-ATPase abgesunken (Fig. I Kurve 3 
und 4, Fig. 2 Kurve 2). Bei weiterer ErhShung der Urea-Konzentration sinkt die 
Spaltungsgeschwindigkeit des ATP deutlich abet nur unwesentlich noch weiter ab. 

Dagegen beeinflusst die Anwesenheit yon Urea die ATP-Spaltung dutch Sole 
und Gele von reinem L-Myosin weder bei Ca-Aktivierung noch bei Mg-Aktivierung 
bis zu einer Urea-Konzentration grSsser als i M (Fig. 3). Hierin verh~lt sich Urea 
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M Urea 

Fig. I. Die A T P - S p a l t u n g  durch  kf inst l iches 
u n d  natf i r l iches A k t o m y o s i n g e l  u n t e r  d e m  
Einf luss  von  Urea  (pH, 7.0; T e m p e r a t u r ,  
22°;  /,, 0.o8; 5 .1o  4 M ATP).  Abszisse:  Mo- 
larit~tt des  Urea.  Ord ina te :  Spa l tungsge -  
schwindigke i t  in /~Mol /mg Eiweiss /min.  A - - ~ ,  
durch  lO -3 M Ca-akf iv ier tes  kf inst l iches  Ak to -  
myos inge l ;  O - - ~ ,  lO -3 M Ca-ak t iv ie r t e s  
natf ir l iches Ak tomyos inge l ;  O - -  O, 5" Io  ~ M 
Mg-ak t iv ie r tes  natf i r l iches A k t o m y o s i n g e l  ; 
A - - A ,  5"IO 4 M Mg-ak t iv ie r t e s  ki inst l iches 
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Fig. 2. Die A T P - S p a l t u n g  du rch  Fibfi l len u n t e r  
d e m  Einf luss  von  Urea.  @ ~ ,  lO 4 M Ca-Akt i -  
v i e rung ;  0 ~ 0 ,  5" I O ~  M Mg-Akt iv i e rung ;  
O - - O,  5" I O ~  M Mg-Ak t i v i e rung  nach  Aus-  

waschen  des  Urea.  Sons t  wie Fig. I. 
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Fig. 3. Die A T P - S p a l t u n g  durch  L-Myosinge]  
~u = o.o8) u n d  L-Myosinsol  (~u = o.56 ) u n t e r d e m  
Einf luss  yon  Urea.  ~ - - ~ k ,  i o 4 M  Ca-akt iv ier -  
tes  L-Myosingel ;  0 - - 0 ,  lO -3 M Ca-ak t iv ie r tes  
L-Myosinsol  ; A - -  &, 2 .5 .10  -3 M Mg-ak t iv ie r tes  
L-Myosingel ;  O - -  O,  2.5" I o 4 M Mg-akt iv ie r tes  
L-Myosinsol ;  5 . i o  4 M A T P  bei Ca-akt ivie-  
r u n g ;  2.5"1o 4 M A T P  bei Mg-Akt iv ie rung .  

Sons t  wie Fig. i .  
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wie alle anderen bisher untersuchten Interaktions-Inhibitoren, die frei von Neben- 
wirkungen sind (z.B. Erschlaffungsfaktor, Poly~thensulfonat, EDTA, Protamin). 
In noch h6heren Konzentrationen (,~ 2 M) wird auch die Aktivit~tt der L-Myosin 
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Fig. 4- Die ATP-Spaltung dutch natfirliches Aktomyosingel und Fibrillen unter dem Einfluss 
yon Acetamid. Abszisse: Molarit~t des Acetamid. ~k--~, lO -8 M Ca-aktiviertes Aktomyosingel; 
• - - • ,  i o-8 M Ca-aktivierte Fibrillen; & - -  &, 5" i o ~ M M g-aktiviertes Aktomyosingel; O - -  O, 

5" i o -~ M M g-aktivierte Fibrillen. Sonst wie Fig. I. 

ATPase deutlich herabgesetzt (Fig. 3). In diesen h6heren Konzentrationen des Urea 
wird die Hemmung der Interaktion durch eine SchAdigung der L-Myosin-ATPase 
fiberlagert. Ahnliche Nebenwirkungen wurden auch mit zu hohen Konzentrationen 
bestimrnter anderer Interaktions-Inhibitoren gefunden (z.B. Polyanetholsulfonat; 
siehe 6). 

Bis zu einer Urea-Konzentration von I M, das heisst im Bereich der reinen 
Interaktionshemmung, ist die Urea-Wirkung voll reversibel (vgl. Kurve 3 mit Kurve 2 
der Fig. 2). In Gegenwart h6herer Urea-Konzentrationen, dass heisst im Bereich 
der SchXdigung der L-Myosin-ATPase ist die Urea-Vqirkung auf Mg aktivierte 
Aktomyosin-Systeme nicht mehr voll reversibel (Kurve 3 der Fig. 2). 

Die Ca-aktivierte ATP-Spa]tung durch Aktomyosingel und Fibrillen wird durch 
Urea bis zu einer Konzentration ~thnlich I M genau so wenig beeinflusst (Kurve 
i und 2 der Fig, i und Kurve I der Fig. 2) wie durch alle anderen untersuchten 
Interaktions-Inhibitoren 6. Mit h6heren Urea-Konzentrationen nimlnt auch die Ca- 
aktivierte ATP-Spaltung durch Aktomyosin in Ahnlichem Umfang ab wie die Ca- 
aktivierte ATP-Spaltung durch reine L-Myosin-PrXparate (vgl. die Kurve I und 2 
der Fig. I, sowie Kurve I der Fig. 2 mit der Kurve I der Fig. 3). 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass Urea bis zu einer Konzentration 
Xhnlich I.O M ein Interaktions-Inhibitor ohne Nebenwirkungen ist, und dass bei 
einer Konzentration des Urea Ahnlich I M die enzymatische Interaktion zwischen 
Aktin und L-Myosin vollst~ndig gehemrnt ist. 

Auch Acetamid erniedrigt die ATP-Spaltung durch Mg-Aktivierte Fibrillen und 
Aktomyosingele auf ungef~hr den Wert der L-Myosin-ATPase. Doch wird dieser 
Betrag der Hemmung, erst mit 2 M Acetamid erreicht (Kurven 3 und 4 der Fig. 4). 
Auf der anderen Seite wird die Ca-aktivierte ATP-Spaltung von Fibrillen und Akto- 
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myosingelen dutch 2 M Acetamid in Rhnlichem Umfang herabgesetzt (Kurven I 
und 2 der Fig. 4), wie dutch 2 M Urea. Der Acetamid-Einfluss auf reines L-Myosin 
ist nicht untersucht. Trotzdem sehen diese Beobachtungen so aus als w~re auch 
Acetamid ein Interaktions-Inhibitor, der schw~tcher wirkt als Urea, wAhrend die 
Nebenwirkungen etwa die gleichen sind. Infolgedessen wird durch I M Acetamid die 
Interaktion noch keineswegs vollst~ndig aufgehoben, w~hrend unter 2 M Acetamid 
bereits deutliche Nebenwirkungen vorliegen. Zu dieser Annahme passt die Tatsache, 
dass die Wirkung einer 2 M Acetamidl6sung nicht mehr voI1 reversibel ist (vgl. 
Abschnitt III). 

I I  

Ebenso wie die enzymatische Interaktion wird auch die mechanische Interaktion 
zwischen den Aktinfilamenten und den L-Myosinfilamenten der extrahierten Psoas- 
fasern in der gleichen Weise beeinflusst, wie durch die anderen bisher untersuchten 
Interaktions-Inhibitoren. Der hohe Dehnungswiderstand der starren Fasern wird 
dutch I M Urea fiberhaupt nicht beeinflusst, aber dutch Zusammenwirken yon Urea 
und ATP auf Werte ~hnlich Null herabgesetzt (Tabelle I). Die Nebenwirkungen 

T A B E L L E  I 

DEHNUNGSWIDERSTAND VON EXTRAHIERTE2q EINZ~LFASERN IN ANWESENHEIT VON UREA 

p H ,  7.0;  0.05 M KC1; 3 " 1 o - 3  M MgSO4;  T e m p e r a t u r ,  22 °. 

Statischer Dehnungswiderstand 
Ausgangslange (g × cm -~ × L × ~L -x) 

~L__ Zahl der Versuche 
' Lo × Ioo) Mit A T P  Ohne A T P  

3 " -ro-* M 

I M U r e a  5 ° ~ o* 

I M U r e a  i o o  6,600 
7,200 

2 M U r e a  i oo  ~ o* 5,200 
4,50o 

O h n e  U r e a  l o o  6,5o0 

* E i n  D e h n u n g s w i d e r s t a n d  ~ hn l i c h  Nu l l  i s t  k l e ine r  als 15o g × c m  -~ × L × z IL  -1. Ff i r  a n d e r e  
m e t h o d i s c h e n  E i n z e l h e i t e n ,  s iehe  TECHNISCHER TEIL.  

h6herer Urea-Konzentrationen (2 M) sind angedeutet in einer sehr geringffigigen 
Erniederung des Dehnungswiderstandes auch in Abwesenheit von ATP (vgl. Tabelle I).  

Wenn eine extrahierte Psoasfaser dutch 3" IO-a M ATP zur Kontraktion gebracht 
ist, ffihrt der Austauch des ATP gegen I b i s  2 M Urea (vgl. Fig. 5a und 5b) nicht 
zu einer wesentlichen Spannungsabnahme, well Urea ohne ATP die Fasern nicht 
weich macht, sondern in kontrahiertem Zustand erstarren l~sst. Auf Zusatz yon 
3" IO-~ M ATP zu dem ureahaltigen Bad tri t t  dagegen sofort die rapide und voll- 
st~ndige Erschlaffung ein, die auf Grund des Absinkens des Dehnungswiderstandes 
auf Null zu erwarten ist (vgl. Fig. 5a und 5b). Diese Erschlaffung in Gegenwart 
yon Urea ist ebenso reversibel, wie die Erschlaffung durch alle anderen Interaktiohs- 
[nhibitoren ~. Dass Urea allein eine kontrahierte Faser nicht oder kaum zur Erschlaf- 
fung bringt w~thrend Urea und ATP zusammen Erschlaffung hervorrufen ist zuerst 
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von BOZLER beobachtet  worden v. Die hohe Wirksamkeit  der Kombinat ion von Urea 
und ATP ist ausserdem von HOFFMANN-BERLING zur Verhinderung best immter  Zell- 
bewegungen in Glyzerin-extrahierten Zellen benutz t  worden s. 

g/~2 

1000 

~t b 

~ i ~ ~ ~io 
Fig. 5. Erschlaffung der kontrahier ten  Fasern  dutch  Urea und ATP. (3" IO-8 M MgSO4; 5' IO-a M 
KC1; lO -2 M PO4; pH,  7.0; Z immer tempera tu r ;  Antangsl/~nge = 33 % der Standardl~inge; Faser- 
durchmesser :  ( a ) =  4 o # ,  ( b ) =  5o#) .  Abszisse: Zeit; Ordinate:  Spannung.  × - - ~ ,  3 . 1 o - a M  
ATP. ¢ , Auswaschen des ATI~; ~r , (a) i M Urea; (b) 2 M Urea; ~ ,  (a) i M Urea + 3' IO-a M 

ATP; (b) 2 M U r e a  + 3 " I o - ~ M A T P ;  ~ ,  3 " I o - a M A T P .  

III  

Werden lebende Muskeln in eine Ringer-L6sung gebracht, die ausserdem eine 
i M Konzentration an Urea enthlilt, so dringt das Urea ausserordentlich schnell in 
die einzelnen Muskelfasern ein (Tab. II). Infolgedessen wird das Konzentrations- 
gleichgewicht zwischen "aussen" und "innen" in erster Linie durch Diffusion und 
nicht durch osmotischen Wasserentzug yon Muskelwasser erreicht. Der osmotische 
Wasserverlust beschriinkt sich auf die ersten Minuten der Urea-Anwesenheit, weil 
nur wlihrend dieser ersten Minuten der Konzentrationsgradient des Urea an der 

T A B E L L E  I I  

DIFFUSION UND WIRKUNG DES UREA IM LEBENDEN MUSKEL 

Belastung der Muskeln: Sartorius 3 g; Rectus  7 g; Gastrocnemius 15 g. Erkl~,rung siehe im Text  
Methodische Einzelheiten siehe TECHNISCHER TELL. 

Kontraktili2at Zeit in 
Minu~ennach in % der 

K~n~rak~lita~ im Gesarat- 
Zugabe des vor gugabe volumen des 

Urea des Urea Musl~els 

(~) (2) (3) 

Molare Urea Kon~entration 

im Wasser der Muskelfasarn 

Un2erer Crrem;tvert Oberer Gremwer~ im Musket 

Unkor~igiert Korrig~ert Unkorrig~ert Korrigiert 
(4) (5) (6) (7) (8) 

(1) Sartorius 1. 5 
7.0 

(2) Rectus  2.0 
IO.O 

(3) Gast rocnemius  5.0 
30.0 

7 0 .38  0.40 0.43 0.49 °.5I °.9I 
o 0.69 0.90 0.98 0.90 0.96 0.89 

4 ° 0.23 o.~8 o.i8 0.30 0.30 0.90 
o 0.42 0.47 0.49 0.55 0.57 0.93 

78 o.15 0.04 0.04 o.19 o.19 0.92 
o 0.39 o.43 0.43 o.51 o.51 o.88 
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Membran steil ist. Mit dem Konzentrationsausgleich des Urea kehrt das Gewicht 
langsam wieder zum normalen Gewicht zurfick. Der maximale Wasserverlust tr i t t  
bei kleinen Muskeln friiher ein und ist gr6sser als bei grossen Muskeln, weil in sehr 
kleinen Muskeln die Oberfliiche der einzelnen Fasern ziemlich unmittelbar mit  der 
I M Urea-L6sung in BerOhrung kommt.  Infolgedessen ist der Konzentrationsgradient 
des Urea an der FaseroberflAche und infolgedessen auch der osmotische Wasserverlust 
hier verhiiltnismiissig gloss. Auf der anderen Seite ffihrt der steile Konzentrations- 
gradient zu einem schnellen Urea-Durchtri t t .  durch die Membran und damit zu 
einem frfihen Konzentrationsausgleich zwischen Faserinnern und Bad (vgl. Tab. II).  
In grossen Muskeln grenzt die Oberfl~iche der meisten Fasern an den extracellul~iren 
Raum, in den das Urea nur langsam hineindiffundiert und aus dem es gleichzeitig 
fortlaufend in die Fasern eindlingt. Infolgedessen ist der Konzentrationsgradient 
an der Oberfliiche der Mehrzahl der Fasern in dicken Muskeln viel kleiner. Dies 
ffihrt zum verminderten osmotischen Wasserverlust und zu einem langsameren 
Konzentrationsausgleich zwischen Faserinnerem und Bad. Infolgedessen verlieren 
sehr kleine Muskeln von 50 mg (Sartorien) in Maximum des Wasserverlustes etwa 
3 ° % ihres Anfangsgewichtes, Muskeln von 14o mg (Recti) 20 % und Muskeln von 
325 mg (Gastrocnemii) nur IO % des Anfangsgewicht. Das Minimum des Muskel- 
gewichtes (Maximum des Wasserverlustes) wird bei den 50 mg Muskeln nach 5 Min, 
bei den 14o mg Muskeln nach IO Min, und den 325 mg Muskeln nach etwa 20 Min 
erreicht. 

Durch einen 20 %igen osmotischen Wasserverlust w~ichst die Salzkonzentration 
im Innern der Fasern auf das 1.45fache, mit IO %igem osmotischen Wasserverlust 
auf das I . I9fache , falls das "freie" Muskelwasser nach HILL 9 ZU 77 % und des auf 
den extracellul~iren Raum fallende Wasser nach CONWAY 1° als 13 % des Muskel- 
gewichtes angenommen wird. Da in dieser Arbeit ffir die Beobachtungen des Urea 
Einflusses auf lebende Muskeln, Sartorien und Recti, von einem Gewicht von fiber 
lOO-5OO mg verwendet werden, dfirfte sich die Salzkonzentration "innen" aus osmo- 
tischen Grfinden h6chstens auf das I.Sfache und meist weniger erh6ht haben. Diese 
Erh6hung der Salzkonzentration bleibt weit hinter den Salzkonzentrationen zurfick, 
die in den Arbeiten v o n  HILL 1~-, HOWARTH 1~, HODGKIN UND HOROWICZ 1~ die maximale 
Spannung und maximale Arbeit der Muskelzuckung herabsetzen. 

Die Wirkungen von Urea und Acetamid sind also offenbar direkte Folgen des 
Eindringens dieser Substanzen in die Muskelfaser und nicht Folgen der damit ver- 

Fig. 6. Vergleich der Kontraktionshemmung eines Rectusmuskels (465 mg) mit Urea und Acetamid 
in Ringer-L6sung. Osmotischer Gewichtsverlust durch Urea oder Acetamid ~ 5 %. Abszisse: 
Zeit, l~leizintervall 5 Sec. Ordinate: Hubh6he bei Belastung mit 15 g. Zuniichst Reizung in Ringer- 
L6sung, dann ~, Austausch gegen i M Urea enthaltende Ringer-L6sung; { ,  Auswaschen des 
Urea mit Ringer; J~ J¢, i M Acetamid in Ringer; J', Auswaschen des Acetarnid; ~ ~ J~, 2 M 

Acetamid in lZinger; +, Auswaschen des Acetamid. 

bundenen Erh6hung der Salzkonzentration "innen". Hierffir spricht auch die Tatsache 
dass die Wirkungen von I M Acetamid und I M Urea sehr verschieden sind obwohl 
ihre osmotischen Wirkungen auf die Salzkonzentration "innen" v611ig gleich sind 
(Fig. 6). 
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Die Urea-Konzentration innerhalb der Fasern kann berechnet werden aus der 
Urea-Konzentration, die im Gesamtvolumen des Muskels analytisch best immt ist 
(Spalte 3 der Tabelle II). Das Ergebnis der Berechnung h~ngt ab von dem Anteil 
des Urea-16senden Wassers im Innern der Fibrille am Gesamtgewicht des Muskels, 
sowie vonde r  Urea-Konzentration im extracellul~iren Wasser des Muskels und seinem 
Volumenanteil. Fiir die Urea-Konzentration im extracellul/iren Wasser wird einma! 
angenommen, sie sei der Konzentration im Wasser des Faserinnern gleich. Unter 
dieser Annahme ergibt sich der obere Grenzwert der Urea-Konzentration im Faser- 
wasser. Fiir die Annahme des unteren Grenzwertes.ist angenommen, dass die Urea- 
Konzentration in extracellul~rem Wasser und im Muskelbad gleich sei. Der Volumenan- 
tell des extracellul/iren Raums ist mit  o.13 des Muskelgewichtes angesetzt 1°. Dann 
ergeben sich die Werte, die in Tabelle I I  als unterer und oberer Grenzwert 
"unkorrigiert" (Spalte 4 und 6) aufgefiihrt sind, falls der Anteil des Ure~ 
16senden Muskelwassers (intracellul~r + extracellul~r) nach HILL mit 0.77 angesetzt 
wird 9. 

Bei dieser Berechnungsart ist nicht beriicksichtigt, dass der Anteil des extra- 
cellul~ren Raumes und des von Eiweiss erfiillten "Nichtl~senden Raumes" am 
Gesamtmuskel unter Urea vergr6ssert ist, weil das intracellul/ire Wasser und damit 
auch der Gesamtmuskel durch osmotische Schrumpfung abgenommen haben, 
w~hrend das extracellul/ire Wasser und der "Nichtl6sende Raum" bei osmotischer 
Schrumpfung unver/indert bleiben. Wenn die durch osmotische Schrumpfung her- 
vorgerufenen Anderungen im Verh~ltnis des intracellul~ren Wassers zum extracellu- 
l~ren Wasser und zum "Nichtl6senden Raum" in Rechnung gestellt werden (siehe 
TECHNISCHER TEIL), ergeben sich die Werte unterer und oberer Grenzwert "korri- 
giert" (Spalten 5 und 7 der Tabelle II). Die Werte aller vier Spalten unterscheiden 
sich nicht allzu stark; doch d~rften die "korrigierten" Grenzwerte der Wahrheit 
n/~her kommen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass bereits nach 7 Min die Urea-Konzentration im Innern 
der Fasern eines Sartorius (yon IOO mg) der Konzentration im Bad vollst~indig gleich 
ist (Versuch I der Tabelle II). Bereits nach 1.5 Min ist die Urea-Konzentration im 
Mittelwert aller Fasern etwa halb so hoch, wie die Konzentration im Bad (Versuch I 
der Tabelle II). Mit zunehmender Dicke der Muskeln (Muskulus rectus, rund 23 ° mg 
und Muskulus gastrocnemius, rund 47 ° mg) nimmt die Zeit bis zum Konzentrations- 
ausgleich erheblich zu. Mit dem M.rectus (Versuch 2 der Tabelle) werden IO Min 
ben6tigt und mit dem M.gastrocnemius (Versuch 3 der Tabelle) sogar 3 ° Min, bis 
die Innenkonzentration ungeflihr auf 0.5 M Urea angestiegen ist. Die ausserordentlich 
starke Zunahme cler Zeit, die fiir den Konzentrationsausgleich ben6tigt wird, mit der 
Dicke des Muskels zeigt, dass die Ausgleichszeit mehr dutch die L~nge des Diffusions- 
weges als durch die Verlangsamung der Diffusion w~hrend des Durchtri t ts  durch die 
Muskelmembran best immt ist. 

Die Wirkung des Urea auf die Kontrakt ion des lebenden Muskels ist gross; 
immer dann, wenn die Urea-Konzentration im Innern der Faser einen Wert ~ 0.5 M 
erreicht hat, verschwindet die Kontraktion auf tibermaximalen elektrischen Reiz 
vollst~ndig (Tabelle II). 

Das Yerschwinden der Kontraktion ist zu erwarten, weil durch Urea-Konzen- 
trationen zwischen 0.5 M und I M die Interaktion der Aktinfilamente und L-Myosin- 
filamente aufgehoben wird (vgl. Abschnitte I u n d  II). Ebenso wie die Aufhebung der 
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Interaktion zwischen Aktin und L-Myosin ist auch die Kontraktionshemmung des 
lebenden Muskels, die durch I M Urea bewirkt wird, voll reversibel (Fig. 7). 

Ebenso wie die Interaktion wird auch die Kontraktion des lebenden Muskels 
durch I M Acetamid nur unvollst~tndig, dagegen durch 2 M Acetamid vollst~tndig 
aufgehoben (Fig. 6). Die Hemmung der Vital-Kontraktion durch 2 M Acetamid ist 
nur noch teilweise reversibel. Dies passt zu der Tatsache, dass 2 M Acetamid zu- 
sXtzlich zu der reversiblen Interaktionshemmung auch eine Sch~digung der Ca- 
aktivierten ATPase herbeiftihrt (vgl. Abschnitt I). 

Fig .  7. Revers ib le  K o n t r a k t i o n s h e m m u n g  eines Sartoriusmuskels  (153 mg)  d u r c h  I M Urea in 
R i n g e r - L 6 s u n g .  A b s z i s s e :  Ze i t ,  R e i z i n t e r v a l l  5 Sec. Ordinate: HubhOhe bei Be las tung  mit  i o  g. 
~,, Austausch  gegen eine I M Urea enthal tende  R i n g e r - L 6 s u n g ;  ,+, Auswaschen  des Urea mit  

R i n g e r - L 6 s u n g .  

IV 

Die Wirkung des Urea auf die Kontraktion ist auch im lebenden Muskel mit einer 
Hemmung der enzymatischen Interaktion zwischen Aktin- und L-Myosin-Filamenten 
verbunden. Kontrakturen des lebenden Muskels durch Chloroform, Avertin und 
Coffein ffihren bei Zimmertemperatur zu einer schnellen Abnahme der ATP-Konzen- 
tration (siehe z.B.14). Wird den fraglichen L6sungen abet I M Urea zugesetzt, so 
unterbleibt nicht nut die Kontraktur, sondern auch die Abnahme der ATP-Konzen- 
tration wird stark verlangsamt (Tabelle III). 

Wenn dagegen der Muskel in Ruhe bleibt, wird der ATP-Spiegel durch die 
Anwesenheit yon i M Urea nicht messbar beeinflusst (Tabelle IV). Ebensowenig 

T A ] 3 E L L E  I I I  

EINFLUSS VON I M UREA AUF DIE MIT KONTRAKTUREN VERBUNDEN]~ 
ATP-sPALTUNG LEBENDER MUSKELN (M.  r e c t u s ) .  

Zimmertemperatur;  Kontrakturstoffe  und Urea sind in Ringer, p H  7.0, g e l 6 s t ;  B e l a s t u n g  25 g;  
Vorbehandlung der Muskeln ohne oder mit  Urea 15 Min unter O2-Durchperlung , Kontraktur  

ohne Oz-Durchperlung.  

Kontrak~ur A TP-Gehadt* 

Mechanische A their in 
Dutch Dauer in g × cm[g Muskel i~ I~Mol/g Muskel 

Minuten 
Olme Urea M~ Urea Ohne Urea Mit  Urea 

I) Chloroform gesi itt igt  5 29.7 o o .86  1.52 
2) A v e r t i n  o. 5 % 15 41.4 o o.62 1.56 
3) Coffe in  o. 3 % 3 ° 50.0 o o.19 1.28 
4) Coffe in  0. 3 % 45 53.3 o o.oo I . i i  

* Analys iert  mit  Si iulenchromatographie ,  methodische  Einze lhe i ten  siehe TECHNI$CHER TELL. 
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wird die Einbaurate von [~2p~ anorganischem Phosphat,  das dem Muskelbad zuge- 
ffigt ist, durch die Anwesenheit von Urea veriindert. ATP isoliert vom Urea behandel- 
ten ruhenden Muskel gibt 5,89 ° Impulse/Min//~Mol und ATP vom Kontrollmuskel 
5,760 Impulse (ffir Einzelheiten siehe TECHNISCHER TEIL). Auch der Gehalt des leben- 
den ruhenden Muskels an Spaltprodukten des ATP scheint in Gegenwart und Ab- 
wesenheit von Urea gleich zu sein (Tabelle IV). 

T A B E L L E  IV 

NUCLEOTIDGEHALT IN UREAHALTIGEN UND UREAFREIEN RUHENDEN 
MUSKELN (M. RECTUS* UND M. SARTORIUS*) 

Zimmer tempera tu r ;  I M Urea in Ringer ge16st. 

Vorbmdulnd$l~g~ M~,sl~ln z5 Min 
~ O * - D ~ r h ~ g  

l*Mollg Muskel 

A T P  ADP A M P  I M P  Inosin 

Mit Urea 2.13 0.69 0.30 0.27 0.88 

Ohne Urea 2.09 o.7o o.26 o.3o o.84 

* Die Rectus-  und Sartorius-Muskeln werden zusammen  papierchromatographisch  analysiert,  
(methodische Einzelheiten, siehe TECHNISCHER TEIL). Rectus /Sar tor ius  GewichtsverhAltnis rund  
2.5. Der ATP-Gehalt  der Rec tusmuske ln  ist geringer. Wir  finden in zwei gesonderten Versuchen 
mit  der SAulenchromatographie/~Mol ATP/g Rectus:  

Ohne Urea Mit Urea 

(I) i .49 i .67 
(2) i .43 i .38 

T A B E L L E  V 

EINFLUSS VON I M UREA AUF DIE ATP-sPALTUNG NACH AUFTAUEN LEBEND 
GEFRORENER MUSKEL (M. RECTUS) 

Nach dem Auf tauen stehen die Muskeln io  Min bei o °. ErklArung siehe im Text. Analysiert  mit 
Siiulenchromatographie,  methodische Einzelheiten, siehe TECHNISCHE]~ TEIL. 

Beha~lhtng dee M~skeln vor dem l~Mol/g Muskel 
Gefrieren: O~-Durckpevlung 

z 5 Min bei a2 ° A T P  ADP A M P  Adenosin I M P  Inosin 

Mit Urea 1.29 o.51 o.4o 0.33 o.58 o.66 

Ohne Urea o.57 o.76 o.59 o.35 o.94 o.65 

Wenn dagegen dem ruhenden ureahaltigen und ureafreien Muskel nach dem 
Gefrieren in fliissiger Luft Gelegenheit gegeben wird, wieder aufzutauen und vor der 
Analyse io  Min bei o ° in aufgetautem Zustand zu bleiben, so ergibt sich ein ganz 
anderes Bild (Tabelle V). In dem ureafreien Muskel finder w~hrend dieser IO Min 
der rapide ATP-Abbau statt, der die Taukontraktur gefrorener Muskel zu begleiten 
pflegtXS, lS.Im Muskel der I M Urea enthiilt findet in der gleichen Zeit nut ein 
bescheidener ATP-Abbau statt. Vollst~indige Hemmung des Abbaus ist auch dutch 
Urea nicht zu erwarten, weil dieser Interaktions-Inhibitor weder die L-Myosin- 
ATPase noch die Grana-ATPase inaktiviert. 
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V 

Der lebende ureahalt ige Muskel verhiilt sich chemisch und  mechanisch genau so, 
wie es auf Grund  der Reakt ion  zwischen Urea und  den isolierten kont rak t i len  Struk- 
tu ren  zu erwarten ist. Die gleiche H e m m u n g  der Kon t rak t ion  und  der ATP-Spa l tung  
mfisste aber auch auftreten,  wenn die Erregbarkei t  der Muskelmembran durch Urea 
aufgehoben wiirde. Wie weit Letzteres der Fall  ist, ergibt sich aus der H6he des 

Fig. 8. Aktionspotential und Mechanogramm eines Sartoriusmuskels (a) in Ringer-L6sung (oberes 
Bild), /b) 5 Min in einer x M Urea enthaltenden Ringer-L6sung (unteres Bild). Abszisse: Zeit. 
Ordinate: links; mV des Membranpotentials, rechts; mechanische Spannung. Das Mechanogramm 
oben zeigt einen isometrischen Spannungsgipfel yon etwa i2 g etwa 15 mSec nach dem Reiz. 
Die Potentialkurve zeigt vor dem "spike" des Aktionspotentials eine kleine "spike"-~ihnliche 
Zacke, die auf dem Einbruch des Reizstroms beruht. Im unteren ]3ild verlguft die Spannungskurve 
v611ig parallel zur Abszisse auf einen Spannungswert ~ihnlich o.I g, der dutch die Vorspannung 
des ruhenden Muskels gegeben ist. Die Amplitude der elektrischen Potentialkurve ist trotz des 

Fehlens einer mechanischen Antwort yon normaler Gr6sse. 

des Membranpotent ia ls  und  Aktionspotentials .  Beide Potent iale  k6nnen  gleich- 
zeitig nu r  an Einzelfasern gemessen werden. Da die Kon t rak t ion  als maximale  
mechanische S p a n n u n g  des Gesamtmuskels  bes t immt  wurde, wurden in jedem 
Zus t and  des Muskels die Membran-  und  Akt ionspotent ia le  mehrerer Einzelfasern 
gemessen. W e n n  nach 5 Min der E inwi rkung  von  I M Urea der Ausschlag des 
Mechanogramms verschwunden ist, zeigt sich in der H6he des Ruhepotent ia ls  und  
des "spike" keine wesentliche )~nderung (vgl. Fig. 8a mit  8b). Nur  das Ruhepoten t ia l  
ist u m  5 mV erniedrigt*. 

Dieser Befund zeigt, dass die Urea-Wirkung  an dem lebenden Muskel nicht  aus 
einer fi~nderung der Membran-Erregbarke i t  erkl~.rt werden kann .  

Durch welche Mechanismen im lebenden Muskel die Erregung der Membran 
mi t  der Akt iv ie rung  des kont rak t i len  Systems ve rbunden  ist, ist noch sehr wenig 

~ ~]ber die elektrischen Folgen einer liinger dauernden Urea Wirkung, sowie fiber gewisse 
~nderungen in der Geschwindigkeit der Repolarisation der Membran nach dem Reiz werden 
TRAOTW~IN VI~D GROSS~-SCHOLTE in einer gesonderten Mitteilung berichten. 
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b e k a n n t .  Wie  k o m p l i z i e r t  die S i t u a t i o n  ist, e rg ib t  eine B e t r a c h t u n g  der  Lis te  de1 
k o n t r a k t u r e r z e u g e n d e n  Subs t anzen .  U n t e r  den  K o n t r a k t u r s t o f f e n ,  die n i ch t  in den  

Muskel  e ind r ingen ,  f inden  sich Stoffe,  die Xhnlich, wie die phys io log i sche  M e m b r a n -  

E r r e g u n g ,  n u r  d u r c h  D e p o l a r i s i e r u n g  po la r i s i e r t e r  M u s k e l m e m b r a n e n  f i i icht ige 

K o n t r a k t u r e n  e r z e u g e n ;  fe rner  f inden  sich Stoffe,  die D a u e r k o n t r a k t u r e n  e rzeugen  

m i t  ode r  ohne  g le ichze i t ige  D e p o l a r i s a t i o n  der  M e m b r a n ;  schl iessl ich f inden sich 

Stoffe,  wie Coffein, die a u c h  an depo la r i s i e r t en  M e m b r a n e n  g e n a u  die g le iche K o n -  

t r a k t u r  h e r v o r r u f e n ,  wie an  po la r i s i e r t en  M e m b r a n e n .  I n  der  Tabe l l e  VI  s ind  i i  

so lcher  K o n t r a k t u r s t o f f e  au fge f i ih r t  u n d  g le ichze i t ig  ze igt  Tabe l l e  VI ,  dass  du rch  

TABELLE VI 

E I N F L U S S  V O N  I M U R E A  AUI~ M U S K E L K O N T R A K T U R E N  

Zimmertemperatur; Kontrakturstoff und Urea sind in Ringer, pH 7.o, gel6st*; Belastung bei den 
Sartoriusmuskeln (11o-16o mg) 7-1o g, bei den Rectusmuskeln (350-53 ° mg) 15-25 g; DAUER 
der Vorbehandlung ohne oder mit Urea: Sartorien IO Min, Recti 15 Min; O~-Durchperlung**. 

Kontrakturstoffe und ihre Kon~entrationen Muskel 

Meckanische Arbeit in g × cm/g Musket und 
Einwirkungsdauer des K~ntrakturstvffes 

Ohne Urea Mit Urea Nach A uswaschen - 
des Urea 

Avertin*** 0. 5 % Sartorius 69.3 ( 5 Min) 
Avertin*** 0. 5 % Rectus 66.0 (io Min) 
Chloroform ges~ttigt Sartorius 38.0 ( 2 Min) 
Chloroform gesAttigt Rectus 17. 7 ( 2 Min) 
Coffein 0.25 % Sartorius 44.0 (2. 5 Min) 
Coffein 0. 3 % Rectus 67.7 ( 5 Min) 
Coffein 0. 3 % nach Depolarisie- 

rung mit KC1 0,76 % § Rectus 54 .I ( 3 Min) 
Acetylcholin o.I % Rectus 25.6 (0. 5 Min) 
Cholin i.o % Rectus 14.9 ( i Min) 
KC1 0.76 % Sartorius 33.1 (0. 5 Min) 
KC1 o.76 % Rectus 22.6 (0. 5 Min) 
Nikotin o.i % Sartorius 8.8 ( i Min) 
Nikotin o.I % Rectus 31.6 ( 2 Min) 
Veratrin 0.2 % Sartorius 8.6 (o. 5 Min) 
Veratrin 0.2 % Rectus 24.0 ( 2 Min) 
Monojodacetat o. i .~I Sartorius 7.5 (30 Min) 
Monojodacetamid o.i M Sartorius 9.7 (30 Min) 
Cetyltrimethylammonium- 

chlorid 1% Sartorius 7.8 ( I Min) 
Saponin i % Rectus "2.9 ( 2 Min) 

o t 5 Min) 
o (IO Min) 
o 2 Min) 
o 2 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 

o 3 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 5 Min) 
o 8 Min) 
o (45 Min) 
0.2 (60 Min) 

o (IO Min) 
o (IO Min) 

67.3 (IO Min) 
63.4 (20 Min) 
39.1 (IO Min) 
18. 5 (io Min) 
43.0 (15 Min) 
65.3 (3 ° Min) 

57.9 (20 Min) 

* Mit der Ausnahme von KC1, welches ohne und mit Urea in Wasser gel6st ist. 
* *  Mit der Ausnahme der Monojodacetat und Monojodacetamid-Versuche. 

* * * Tribromgthylalkohol. 
§ Nach 1~. 

I M U r e a  alle diese K o n t r a k t u r e n  a u f g e h o b e n  werden .  Die  Tabe l l e  ze igt  ferner ,  dass  
i m m e r  dann ,  w e n n  der  K o n t r a k t u r s t o f f  eine D a u e r k o n t r a k t u r  m a c h t ,  die d u t c h  
U r e a  zun~chs t  g e h e m m t e  K o n t r a k t u r  n a c h g e h o l t  wird ,  soba]d das  U r e a  ausge-  

waschen  ist. 
Das  U r e a  m a c h t  of fens icht l ich  e inen  V o r g a n g  unm6g l i ch ,  der  a l len K o n t r a k t i o n e n  

n n d  a l len  K o n t r a k t u r e n  g e m e i n s a m  ist. I n  A n b e t r a c h t  tier Ve r sch i edenhe i t  der  Wege ,  

auf  denen  K o n t r a k t i o n e n  u n d  K o n t r a k t u r e n  ausgel6s t  werden ,  df i r f te  dieses geme in -  
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same Glied auch im lebenden Muskel das Endglied der Reaktionskette sein, die von 
der Membran zur Aktivit~t des kontraktilen Systems ffihrt : die Interaktion zwischen 
Aktinfilamenten, L-Myosinfilamenten und ATP. 

Die Gleichartigkeit der Urea-Wirkung auf den ATP-Mechanismus der Kontrak- 
tion im lebenden Muskel und in isolierten kontraktilen Systemen ist bedeutungsvoll. 
Diese ~bereinstimmung ist ein starkes Argument dafiir, dass der ATP-Mechanismus 
der Kontraktion auch ohne Urea im lebenden Muskel und in den kontraktilen Syste- 
men gleich ist. 

ANHANG 

Die hemmende Wirkung von I M Urea-L6sung auf die Kontraktion lebender Frosch- 
muskeln trotz ann~hernd normaler Aktions- und Ruhepotentiale finder ihr mecha- 
nisches und e]ektrisches Analogon in der Unterdrtickung der mechanischen Antwort 
der Muskeln in 2.5-3fach konzentrierter Ringer-L6sung n-13. Es l~sst sich zus~tzlich 
zeigen, dass auch die Coffeino, Chloroform- und Acetylcholinkontraktur in lebenden 
Muskeln unterdrtickt wird, wenn die Ringer-Konzentration auf das 5fache des 
normalen Wertes erh6ht wird. Auch in diesem Fall werden die Kontrakturen nach- 
geholt, wenn das st6rende Agent beseitigt wird, d.h. wenn tier Muskel aus der L6sung 
der Kontraktursubstanz in 5fach Ringer in eine L6sung der Kontraktursubstanz in 
ifach Ringer fibertragen wird. 

Es ist durch SZENT-GY~RGYI seit langem bekannt, dass die Erh6hung der Salz- 
konzentration und damit der Ionenst~rke in Gegenwart yon ATP ebenso Dissoziation 
des Aktomyosins bewirkt TM wie die Anwesenheit von Interaktions-Inhibitoren bei 
niedriger Ionenst~rke *. Es ist infolgedessen nicht unwahrscheinlich, dass auch der 
Einfluss hoch konzentierter Ringer-L6sung auf Hemmung der Interaktion yon Aktin- 
und L-Myosin-Filamenten beruht. Die Vorstellung yon HILL, die Wirkungen hoher 
Ringer-Konzentrationen hingen mit dem Zustand des Aktomyosins zusammen n, 
gewinnt durch die vorgeschlagene Erkl~trung eine pr~zisere Form. 

TECHNISCHER TEIL 

Versuche mit Modell-Systemen 

Die Herstellung des L-Myosins erfolgt nach PORTZEHL, SCHRAMM UND W E B E R  lt~, 

des Aktins nach MOMMAERTS 2°, des nattirlichen Aktomyosins nach BARANY END 
B2{R.~NY 21, der Fibrillen nach ULBRECHT UND ULBRECHT 22. Kfinstliches Aktomyosin 
wird yon 3 Teilen L-Myosin und I Tell F-Aktin hergestellt. 

Die Bestimmung der ATPase-Aktivit~tt erfolgt mit o.I ~o Eiweiss,. im Histidin- 
Puffer pH 7.0, in Parallelans~tzen. Vor Zugabe des ATP werden die Ans~tze 5 Min 
lang mit Urea oder Acetamid magnetisch gerfihrt. Die Spaltungzseit dauert 3-1o Min. 
Es wird darauf geachtet, dass w~hrend dieser Zeit nicht mehr als 25 % des zugesetzten 
ATP gespalten werden. Das freigesetzte anorganische Phosphat wird nach ROCKSTEIN 
UND HERRON 22 gemessen. 

Die Glyzerin-extrahierten Fasern aus dem M.psoas werden nach dem Verfahren 
yon A. WEBER .4 hergestellt. Ihr Durchmesser wird mit dem Leitz-Objektiv U.M 3 
20 × gemessen. Die Messung der Spannungsentwicklung und des Dehnungswider- 
standes erfolgt mit dem yon A. WEBER ~4 angegebenen Tensiometer. Der Dehnungs- 
widerstand wird durch Dehnung um IO % der Ausgangslitnge und Ablesung nach 2 Min 
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bestimmt. Ffir die Messung des Dehnungswiderstandes in Anwesenheit yon ATP 
werden Urea und ATP gleichzeitig hinzugefiigt. Mit I M Urea und 3" lO-3 M ATP 
trit t  eine kurze Anfangskontraktion auf (vgl. 2) deshalb erfolgt die Dehnung erst 
nach Beendigung der Anfangskontraktion. Die Messung ohne ATP erfolgt mit einer 
frischen Wasser-Glyzerin extrahierten Faser in einem neuen Bad, das nut  Urea enthStt. 

Versuche mit lebenden MuskeIn 

Die meisten Experimente wurden an Muskelpaaren von Rana esculenta, einige 
auch von Rana temporaria zwischen November und Dezember durchgeffihrt. Die 
isolierten Muskeln werden an den isotonischen Hebel gespannt und die Ringer-L6sung 
15 Min vor dem Anfang und w/~hrend der Versuche mit O 2 durchperlt. Die Ringer- 
L6sung enth/~lt: (raM) NaC1, 115.5; KC1, 2.5; CaC12, 1.8 (siehe 25) und wird vor 
Gebrauch mit 0.5 mM Natrium Phosphat, pH 7.0, gepuffert. Urea und Acetamid 
(puriss. PrSparate der Fa. Merck) werden in Ringer-L6sung angewendet, ihre Stamm- 
16sungen auf pH 7.0 eingestellt. Die Muskeln werden direkt mit einer Kammelektrode 
durch Kondensatorentladung fibermaximal gereizt. (Ein Kondensator von 0.5 ~F 
wird auf 60 V aufgeladen und in 5 Sec Zeitabst~nden fiber den Muskel entladen.) 
Der Reizstrom wird durch eine Kontaktuhr  mit Hg-Schalter gesteuert. Die Muskel- 
zuckungen werden an einem Russkymographion registriert. Die Vergr6sserung des 
Hebels ist rund I2fach. Das Volumen des Muskelbades 25 cm 3. S/~mtliche Experi- 
mente wurden bei Zimmertemperatur durchgef~hrt. Die Belastung der Muskeln ist 
in den Legenden und Tabellen angegeben. 

Zu den elektrophysiologischen Versuchen werden Sartoriusmuskeln in einer 
Plexiglaskammer (Volumen IO cm 3) angewendet. Durch die Kammer zirkuliert eine 
mit 95 % 02 und 5 ~o CO2 ges/ittigte Ringer-L6sung bei Zimmertemperatur mit 
einer Geschwindigkeit von IO cm3/Min. Die mechanische Spannung wird mit einem 
Transducer (RCA 5734) gemessen. Die Ruhe- und Aktionspotentiale einzelner 
Fasern werden mit Glaskapillarelektroden yon LING UND GERARD abgeteitet 2~. Die 
Verst~rkung erfolgt mit Kathodenfolger und Tektronix Oszillograph. Die Elektroden 
werden mit 3 M KC1 geffillt, ihr Widerstand liegt zwischen IO und 3 ° M ~2, ihr 
Spitzendurchmesser < 0.5 ~. Der Muskel wird im Bad in rechteckigen Spannungs- 
st6ssen (Grass Stimulator mit Isolation Unit) gereizt. Die Reizelektroden sind zwei 
bis auf die Spitze isolierte Platindr~hte, die an den beiden MuskelrAndern liegen. 

Bestimmung der Urea-Konzentra~ion in den Muskeln 

Die Muskeln werden aus dem ureaenthaltenden Bad herausgenommen, mit 
Filterpapier abgetupft, auf der analytischen Wage gewogen, mit 4 % Trichloressig- 
s~ure geblendert. Der Muskelextrakt wird durch Zentrifugieren isoliert, neutralisiert 
und ein bestimmter Teil davon in Gegenwart yon 0.05 M PO4, pH 7.0, mit 30 mg 
Urease (Pr/~parat der Fa. Schuchardt) gemischt. Die Spaltung des Urea erfolgt bei 
25°; das freigesetzte NH 3 wird mit Nesster-Reagenz bestimmt. Gleichzeitig wird die 
Urea-Konzentration im Inkubationsbad gemessen. (Kontrollmuskeln, die mit Urea 
nicht behandelt sind, besitzen einen NHa-Gehalt von 0.002 M. Der NH3-Gehalt der 
Reagenzien ist praktisch Null.) 

Die Berechnung der Urea-Konzen~ration des Wassers im innern der Muskelfasern 

Die Urea Analyse bezieht sich auf I g Muskel nach der in Tabelle II ange- 
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gebenen Zeit der Inkuba t ion  im Urea-Bad (Spalte 3 der Tabelle). Fiir die Berechnung 
der Urea-Konzent ra t ion  im freien Wasser des Faserinnern muss bekannt  sein (a) der 
extracellul~ire R a u m  im Muskel, (b) der Anteil des freien Wassers im Muskelgewicht. 
Der extracelluliire R a u m  ist nach CONWAY 10 fiir den normalen Muskel des Frosches zu 
o.13 des Muskelgewichtes angenommen.  Das freie Wasser ist nach HILL 9 ZU 0.77 des 
Muskelgewichtes angenommen. Beide Werte  werden ftir die Berechnung der un- 
korrigierten Urea-Konzentra t ionen verwendet.  Ftir die Berechnung des oberen 
Grenzwertes im Wasser der Muskelfasern (im Intracellul~irraum) wird angenommen, 
dass die Urea-Konzent ra t ion  im Int ra-  und Extracel lul~rraum des Muskels gleich 
ist. Der unkorrigierte obere Grenzwert  (Spalte 6 der Tabelle II) ist demnach gleich 
mit  der Urea-Konzentra t ion im freien Muskelwasser ([Ulw):  

[U]g  ~tuskel 
EV]w (1) 

o.77 

wobei [U]g Muskel = Urea-Konzentra t ion in I g des Muskels. Ftir die Berechnung 
des unkorrigierten unteren Grenzwertes (SpaRe 4) wird angenommen, dass die 
Urea-Konzentra t ion  im Extracellul~irraum ([U]~) gleich der Konzentra t ion im Bad 
( [g]~)  ist. 

Fiir den Anteil des Extracellul~rraumes am freien Muskelwasser (A~) gilt 
folgende Beziehung: 

o.13 
AE -- - -  -- o.I7 (2) 

0.77 

und fiir den Anteil des Intracellul~irraums am Muskelwasser (Az) : 

Az = 1 - -  o.I 7 = 0.83 (3) 

Die Urea-Konzentra t ion  im freien Muskelwasser ist gleich: 

[U]w = o.17 x [U]E + 0.83 x [U]z (4) 

wobei [U]z = Urea-Konzentra t ion  im Intracellul~irraum des Muskels. 
Nach Anwendung von [U]~ = [U]~ ergibt sich die Urea-Konzentra t ion im Int ra-  
cellul~irraum oder der unkorrigierte untere Grenzwert : 

[ U ] w - - o . i  7 x [U]B 
[~r]~ = (5) 

o.83 

Fiir die Berechnung der korrigierten Urea-Konzentra t ion  im freien Wasser des 
Faserinnern wird berticksichtigt, dass das Muskelgewicht durch osmotischen Wasser- 
entzug in Urea-L6sungen abnimmt.  Es wird angenommen,  das~ dieser Wasserverlust  
nur  den Intracellul~irraum und  nicht den Extracellul~irraum betrifft. Der Anteil des 
freien Muskelwassers am Muskelgewicht (Ave) im Falle eines Gewichtsverlustes 
(zIG) wird aus der Formel  berechnet : 

7 7 - -  AG 
A w = (6) 

23 + (77- -AG)  

(AG wird aus E ichkurven  entnommen,  die AG in Abh~ngigkeit  v o n d e r  Verwei|dauer 
in der Urea-L6sung einerseits und dem Anfangsgewicht  des Muskels andererseits 
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angeben). Ffir den Anteil des Extracellul~irraums am freien Wasser des osmotischen 
geschrumpften Muskels (AE, o) gilt folgende Beziehung: 

o . 1 3  
AE,O -- (7) 

A w  

und ffir den Anteil des IntracelluBtrraumes am freien Wasser des osmotischen ge- 
schrumpften Muskels (AL o): 

Az, o = z - -AE ,o  (8) 

Weiterhin erfolgt die Berechnung der korrigierten Grenzwerte analog der Berechnung 
der unkorrigierten Grenzwerte. Der korrigierte obere Grenzwert (Spalte 7 der 
Tabelle II) ist demnach: 

[U]a osm. Muskel 
[U]w,o = (9) 

A w  

wobei IUlw, o ----- Urea-Konzentration im freien Wasser des osmotischen geschrumpf- 
ten Muskels; [Ulg osm. Muskel = Urea-Konzentration in I g des o~_motischen ge- 
schrumpften Muskels; und fiir A w  ist der Wert einzusetzen der sich aus (6) ergeben 
hat. 

Der korrigierte untere Grenzwert (SpaRe 5) ist gleich: 

[U]w,o--A.e ,  o × [U]B 
[g]I,  O = (IO) 

AI ,  O 

wobei I U ) ,  o = Urea-Konzentration im Intracellul/irraum des osmotischen ge- 
schrumpften Muskels; [U]B =- Urea-Konzentration im Muskelbad; und fiir [U]w, o, 
A~, o und Az, o sind die Werte einzusetzen, die sich aus (9), (7) und (8) ergeben 
haben. 

Bestimmung des Nukleotidgehaltes in den Muskeln 

Vor Beginn des Versuches werden die Muskeln gewogen und nach Beendigung 
des Versuches mit fltissiger Luft zerrieben. Bei o ° wird das Pulver mit 4 ~oiger HC104 
geblendert, abzentrifugiert, neutralisiert und der Kaliumperchloratniederschlag 
entfernt. 

Wenn die Analyse papierchromatographisch erfolgt, werden die f~berst~nde 
gefriergetrocknet, in minimalen Mengen yon Wasser gel6st, und ein bestimrnter Tell 
davon nach dem Veriahren yon KREBS UND HEMS papierchromatographiert ~7. Nach 
rund 6o Stunden Laufzeit bei Zimmertemperatur ist die Trennung vollst~indig, die 
Chromatogramme werden bei 260 m/~ photographiert und die Nukleotidttecke nach 
der Lokalisierung eluiert. Die Identifizierung der Nukleotide erfolgt dutch Test- 
substanzen einerseits und andererseits spektrophotometrisch bei 25o; 260; 280 und 
3oom~. Zur Bestimmung der Nukleotid-Konzentration werden die folgenden 
molaren Absorptionskoeffizienten benutzt: bei 260 m/~ Adenosin-Derivate 14.2-lO 3, 
Inosin-Derivate 7.15" lO 3. 

Wenn die Analyse sliulenchromatographisch erfolgt, werden die Muskelextrakte 
nach Entfernung des Kaliumperchloratniederschlages alkalisiert (pH IO-II) und auf 
Dowex X IO Ionenaustauscher (Durchmesser der S~ule 0.5 cm, H6he 4.0 cm) aufge- 
tragen. Es werden Nukleotidmengen zwischen 2.5-3.o/xMol adsorbiert. 
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Bei der Analyse der Nukleotidverteilung werden folgende L6sungsmittel ange- 
wendet (modifiziert nachm): (a) o.oi M (NH4)C1, eluiert: Adenosin + Inosin; 
(b) 0.003 M HC1, eluiert: AMP; (c) 0.o06 M HC1 + 0.005 M NaC1, eluiert: IMP; 
(d) 0.006 M HC1 + o.oi M NaC1, eluiert: IMP + ADP; (e) o.oi M HC1 + 0.02 M 
NaC1, eluiert : ADP; (f) o.oi M HC1 + 0.2 M NaC1, eluiert: ATP. 

In einer Stunde laufen 40 ml L6sungsmittel dutch die S~iule. Die Elution mit 
demselben L6sungsmittel wird solange fortgesetzt, bis die Absorption bei 260 m/z 
weniger als 0.02 ist. Die Konzentrationen der verschiedenen Fraktionen werden 
spektrophotometrisch bestimmt, bei den Wellenl~ngen 250; 260; 265 m/z. Die 
Adenosin- und Inosin-Gemische werden nach BENDALL analysiert zg. 

Wenn aus den Nukleotiden nur die Menge an ATP bestimmt wird, werden s~imt- 
liche anderen Nukleotide aus der Dowex-S~ule gleich mit o.oi M HC1 + 0.o2 M NaC1 
entfernt. 

A T_P-Resynthese yon radioaktivem Orthophosphat 

Die isolierten M. recti werden 15 Min bei einer Belastung von IO g in sauerstoff- 
durchperlte Phosphat-Ringer-L6sung gebracht (7" lO-3 M PO e, pH 7.0). Dann wird 
diese L6sung gegen 20 ml einer identisch zusammengesetzten Phosphat-Ringer- 
L6sung ausgetauscht, die zus~tzlich 20/~C 3ZP/ml und in einem Falle auch I.O M 
Urea enthiilt. Nach weiteren 15 Min werden die Muskeln aus dem Bad herausgenom- 
men, in 250 ml Phosphat-Ringer-LSsung 2 Min gewaschen um das extracellul~ire 
3~p mSglichst zu entfernen. Die Muskeln werden dann mit flfissiger Luft pulverisiert, 
mit 4 % HC104 bei o ° geblendert und die Extrakte auf die Dowex-S~iule adsorbiert, 
wie schon frtiher beschrieben. Die ATP-Fraktion wird ebenfa]ls mit o.oi M HC1 + 
0.2 M NaC1 eluiert, und die Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. Je 
o.5 ~Mol aus dem isolierten ATP werden auf 5 ° mg Aktivkohle adsorbiert, und o.I ml 
Triton X zu der Suspension zugegeben. Die Kohle wird in der Zentrifuge (bei 
25,000 × g) in Gegenwart yon Triton einmal mit 5 % Trichloressigsiiure, zweimal 
mit destilliertem Wasser gewaschen und schliesslich mit 96 ~oigem Alkohol in kleine 
Petrischalen quantitativ tibergespiilt. Nach Verdunsten des Alkohols bei 80 ° wird 
die Radioaktivit~it des ATP an der trockenen Kohle bestimmt (nach 30). Es werden 
3 mal 3,000 St6sse gez~hlt und der Leerwert berticksichtigt. 

D A N K  

Wir sind verpflichtet, Herrn Professor H. H. WEBER ftir wertvolle Ratschl~ge und 
Diskussionen zu danken. 

Wir danken Fraulein R. M•LLER, Frau E. ARNOLD und Herrn GROSSE-SCHULTE 
ffir fleissige und gewissenhafte Mitarbeit, Herrn W. HEINEMANN fiir die Zusammen- 
stellung des Reizger~ttes und fiir seine Unterstiitzung bei dieser Arbeit. 

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

I. Urea verwandelt mit steigender Konzentration die Aktomyosin-ATPase von 
ausgewaschenen Fibrillen und gereinigten Aktomyosingelen in LoMyosin-ATPase. 
Diese Umwandlung ist abgeschlossen sobald die Urea-Konzentrati0n auf etwa I M 
angestiegen ist. Diese Umwandlung ist reversibel. 
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2. Bis zur Urea-Konzentration von I M wird die Aktivitiit der L-Myosin-ATPase 
nicht beeinflusst. Die Wirkungslosigkeit yon I M Urea auf die Aktivit~t der L-Myosin- 
ATPase ist gemessen an L-Myosingelen und L-Myosinsolen unter Ca und unter Mg. 

3. Mit weiterem Anwachsen der Urea-Konzentration his 2 M tri t t  auch eine 
geringfiigige Inaktivierung der L-Myosin-ATPase ein. Diese scheint nicht oder nicht 
voll reversibet zu sein. 

4. Acetamid wirkt sehr ~thnlich wie Urea. Doch ist die Interaktion von Aktin 
un L-Myosin erst mit 2 M Acetamid v611ig aufgehoben, w~thrend die Sch~,idigung der 
L-Myosin-ATPase durch Acetamid bereits mit  ~'berschreitung der I M Konzent~ ation 
einzusetzen scheint. 

5. Auch die mechanische Interaktion der Aktin- und L-Myosin-Filamente wird 
dutch I M Urea in Gegenwart von ATP aufgehoben. Der ATP-Kontrakt ion extra- 
hierter Fasern folgt beim Zusatz yon I M Urea eine Erschlaffung. Der Dehnungs- 
widerstand sinkt dabei auf Werte ~ihnlich Null. 

6. Lebende Muskeln antworten in B~dern mit einem Gehalt von I M Urea 
nicht mehr auf elektrische Reizung. Diese Hemmung ist voll reversibel. Die analoge 
Hemmung dutch i M Acetamid ist dagegen unvollst~indig. 2 M Acetamid bewirkt 
vollst~ndige Hemmung,  die aber nut  teilweise reversibel ist. 

7. Die lebenden Muskeln verlieren in I M Urea-B~dern nur wenig Wasser, 
dagegen dringt das Urea schnell bis zum v611igen Konzentrationsausgleich iri das 
Faserinnere ein. 

8. I M Urea im Inneren lebender Muskelfasern beeinflusst den ATP-Umsatz 
des ruhenden lebenden Muskels nicht. Dagegen setzt I M Urea die ATP-Spaltung 
stark herab, wenn der lebende Muskel dutch Kontrakturstoffe oder durch andere 
kontrakturerzeugende Faktoren zu erh6hter chemischer und mechanischer Aktivit~tt 
veranlasst wird. 

9. Die chemische und mechanische Hemmung der Muskelaktivit~tt beruht nicht 
auf einem Urea-Einfluss auf die Membranerregung. Ruhepotential  und Aktions- 
potential bleiben unter I M Urea praktisch unveriindert. 

IO. Alle untersuchten A r t e n d e r  Muskelkontraktur (dutch I I  verschiedene 
Kontrakturstoffe) werden durch I M Urea vollst~tndig und, soweit untersucht, auch 
reversibel gehemmt. Dieser Erfolg ist davon unabh~tngig, ob die Kontrakturen unter 
Depo]arisierung polarisierter Membranen stattfinden oder aber auch an depolari- 
sierten Muskeln ausgel6st werden k6nnen. 

I I .  Die Gesamtheit  der Versuche zeigt, dass die Urea-Wirkung auch im lebenden 
Muskeln anscheinend an dem letzten gemeinsamen Endglied der Reaktionsketten 
angreift, die zur Kontrakt ion oder Kontrakturen ftihren. Dieses letzte gemeinsarne 
Endglied ist offenbar die Interaktion zwischen Aktinfilamenten, L-Myosinfilamenten 
und ATP. 
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