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U a t e r s u c h u n g e n  f iber  d e n  E i n f l u s s  v e r s c h i e d e n e r  
K a t i o n e n  a u f  d i e  A T P - S p a l t u n g  d u t c h  d ie  Z y t o -  

P I a s n a a f r a k t i o n  y o r e  P l e x u s  c h o r i o i d e u s  d e s  

R i n d e s  

ePi , In der Zy top lasmaf rak t ion  aus I- Iomogenaten des ~: us chorioideus (P1. chor.) des Rindes  beschrieben wir  
t ~. lVlg++-abh~ngige, n icht  Na+-K+-st imul ierbare ,  digi- 
~,~SUaernpfindliche Adenos in t r iphospha tase  (ATPase,  
~sP 'Phosphohydro la se ,  E.C.3.6.1.3), auf  deren Ex i s t enz  
oerelts ]~ONTING et  al. ~ und VATES et  al. * nach  Un te r -  

chuagen an Gesamthomogena t en  geschlossen ha t ten .  
le t~nzymakt ivi t~t  unserer  F rak t i on  war  bemerkens-  

~ert hoch (VOTH3,4). Wir  19riiften nun den Einfluss  yon  
~a-~, I~+, Li+, R b  +, Cs +, "Co++, Mn++, Zn++ und Fe  +++ 
~ u ~  le Mg++-abh/ingige ATPase .  
d ethodik. Die Pl.  chor. der  Se i tenven t r ike l  yon Rin-  

era Wurden e twa  30 min  nach T 6 t u n g  der  Tiere  ent-  ~: raraen, in 0,25 M Saccharose von  2-4  °C gewaschen und  100 
u~m°genisiert. Nach  Ab t r ennen  des Zelldebris,  der  Kern-  
bad Mitochondr ienfrakt ion  durch  Zentr i fugieren (15 rain 
s~ el 2000 g, 30 min  bei 25000 g) be s t immten  wir im ~ b e r -  
tana den Eiweissgehal t  mi t  dem Phenol reagenz  (LowRY "~ ~ al.~) und der Biure t -Methode  (GORNALL et  aI.S). Z u m  '~  50 
ussehluss einer Verunre in i~ung durch  er th roz  tgre 

h ~  ~ ~ Y Y 
b ~ a s e n  wurde die Benz id in reak t ion  verwendet .  Inku-  

at ionsbedingungen.  Tr i s -ATP  5 m M  MgCI~ 5 raM,  
~r i s ' t tCl -Puffer  40" m M  p H  7,0, T "  35°C. Die Be-  
u~agung der  Proportionali t~tt  zwischen Zeit  und Sub- 01 
Straturasatz sowie E n z y m m e n g e  und  Subs t r a tumsa t z  

Urde geprtift  Eiweissmenge in den Ans~tzen :- 100 #g/ml .  
!e IKat ionen 'wurden e inhei t l ich  als Chloride zugesetzt .  

t e  Reakt ion wurde  durch  Zugabe des Subs t ra tes  ge- 
Starter und mi t  20% Trichloressigs~ure beendet .  Nach-  
Weis des aus A T P  Ire igesetz ten anorganischen Phospha tes  lrll . 
t~' l~ltrat .  Subs t ra t :  das Dina t r iumsa lz  der  Adenosin-5"- 
~lPh°sphors~ure wurde  in A q u a  bidest,  gel6st, nach  
raSSage dureh in 1 n-HC1 vorgewasehenem Dowex  50 
(~' 200-400 mesh, p.A., Gegenion H+) der  A T P - G e h a l t  
Spektrophotometrisch bes t immt .  Aufbewahrung  der  Sub-  "~O0 
Stratl6s.ung bei -- 20 °C. 

]~est~mmun~ der E n z y m a k t i v i t ~ t :  die Messung der  
a~rlz rn • • T. A~ y akt~v~t~t erfolgte  dureh den Nachwem des aus 
, r p  freigesetzten anorganischen Phospha tes  (P~) n~ch 
~ o ~ m ~  und TENDRASSIK ~. Als Reduk t ionsmi t t e l  wurde  
"~eth 1- ' " , .Y P-ammophenolsu l fa t  verwendet .  
ra.°elunde. W~,hrend die Ze i t -Umsa t z -Kurve  bis zu 30 ~ 50 

~n linear ver l ie t  und dami t  einer  Reak t ion  scheinbar  :~ 
~Ullter Ordnung  entsprach,  bes tand eine Proport ionali t~i t  
~i~aiSehen E n z y m m e n g e  und gemessener  Akt iv i t~ t ,  die 

e~tr • • . - war, deren graph~sche Dars te l lung  ]edoch mch t  

I~+ ~nd Na+ haben ebenso wie andere monovalente Kationen in Kon- 
za~t~rationen zwischen 10 und 150 mM keinen Einfluss auf die Mg ++- 

b/ingige ATPase. Die angegebenen Werte unterscheiden sich 
s~imtlich ificht signifikant yon der Basalaktivit/it 

Na + Rati0nen K+ 

~aaZentration ATPase 
raM) (% der Basalaktivit~t) 

to0 
lO4,O~12,5 

93,0:t: 8,7 
114,o-t- 8,7 

0 
10 i00 
25 113,7 :k 13,3 
50 106,5 4- 8,2 

100 115,5 ± 9,5 
150 104,5 :J: 10,6 

111,7 :~ 13,2 

105 

durch  den N u l l p u n k t  ging, sondern die Ordina te  im nega- 
r iven Bereich schni t t ,  Da  en tsprechend  die spezifische 
Ak t iv i t~ t  des E n z y m s  je  nach  Eiweisskonzen t ra t ion  im 
Ansa tz  wechselte,  muss ten  die Un te r suchungen  bei einer  
kons tan ten  Eiweisskonzent ra t ion  durchgeff ihr t  werden,  
u m  vergle iehbare  Ergebnisse  zu zeigen. 

Die Un te r suchung  der  e inwer t igen  Ka t ionen  Na+, K +, 
Li+ und Rb+ ergab keine s ignif ikante  Beeinf iussung der  
Enzymakt iv i t /~ t  in niedrigen Konzen t ra t ionen ,  in h6heren 
war  eine leichte H e m m u n g  der  A T P - H y d r o l y s e  zu be- 
obach ten  (Figur  1). Fr i ihere  Un te r suchungen  (VoTH ~) 

Li ÷ 

Fig. 1. Der Effekt dreier einwertiger Kationen sowie von Fe +++ auf 
die ATPase-Aktivitfit, wiedergegeben in Prozenten der Basalaktivi- 
t~it. W/ihrend die monovalenten Kationen nur in hohen Konzentra- 
tionen einen leichten inhibitorischen Einfluss zeigen, hemmt Fe+++ 

deutlich. 
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Fig. 2. Der Einfluss von Ma ++, Zn ++ und Co ++ auf die Mg++-abh/in- 
glge ATPase-Aktivit~t. Mn ++ erweist sich wirksamster Hemmer. 
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h a t t e n  berei ts  gezeigt,  dass die gleichzei t ige Anwesenhe i t  
yon  Na  + und  K+ auf  die E n z y m a k t i v i t ~ t  ke inen Einf luss  
hat ,  eine Na+-K+-s t imul ierbare  ATPase  in der  Zyto-  
p lasmafrakt ion  mi th in  n icht  nachweisbar  ist. Wi r  pr t i f ten  
nun den Einfluss jedes Kat ions  allein (Tabelle), u m  
eventue l l  Hinweise  auf  die Ex i s t enz  einer Na+-s t imul ier  - 
baren ATPase ,  wie sie in H i rnmik rosomen  nachgewiesen 
wurde  (JJ(RNEFELT ~, VOTH4), zU gewinnen.  Beide  Ka-  
t ionen  haben  jedoch  keinen s igni f ikanten  Einf luss  auf  
die E nzymak t iv i t~ t .  F e l l i  h e m m t  die ATPase  deut l ich  
(Figur  1). U n t e r  den  b iva len ten  Ka t ionen  zeigt  Mn ++ 
eine sehr s tarke  (Figur  2), Zn ++ und Co++ eine schwAchere 
Hemmwirkung .  Mn ++ erweist  sich als wi rksamster  H e m -  
mer  der  Mg++-akt ivierbaren ATPase ,  es folgen Zn++, 
Fe  +++ und Co ++. 

Diskussion. A m  auffgl l igsten un te r  den  Befunden  ist  
die s tarke H e m m w i r k u n g  yon  Mn ++. Wie  unsere f r i iheren 
Unte r suchungen  (VOTH ~) zeigten, v e r m a g  Mn++ das obli- 
ga te  Mg ++ n ich t  v6tl ig zu ersetzen. E n t h a l t e n  Ans~tze 
s t a t t  der  op t ima len  Mg++-Konzent ra t ion  yon 5 m M  die 
gleiche Menge Mn ++, so wird die A T P - H y d r o l y s e  auf  
75% reduzier t .  Ste igern wir  in Mg++-Anwesenhei t  die 
Mn++-Konzentra t ion ,  so scheint  Mn ++ das Mg++-Ion zu 
verdrgngen,  es k o m m t  zu einer  rasch zunehmenden  H e m -  
m u n g  der  A T P - S p a l t u n g .  Zus~tzl ich spiel t  die E rh6hung  
der Ionens t~rke  eine Rolle.  

Monova len te  anorganische Ka t ionen  zeigen nu t  i~ 
hohen  Konzen t r a t i onen  einen schwachen  inhibitorische~ 
Effekt .  Dies en t sp r i ch t  d e m  V e r h a k e n  zytoptasmatischer 
ATPasen  auch anderer  Gewebe ebenso wie das Fehlen dec 
Na+- K+-s t imul ie rbaren  E n z y m a k t i v i t ~ t .  

Summary. The  cy top l a sma  f rac t ion  of the  bov ine  choroid 
plexus  epi thel ia l  cells was found to  con ta in  a considerable 
A T P a s e  ac t iv i ty .  The  inf luence of Na+, K+, Li  +, F ~b+' 
Cs+, Co ++, Mn ++, Zn ++ and Fe+++ on the  ac t i v i t y  of the 
Mg++-dependent  enzyme  has been s tudied.  The  rnonO" 
va len t  cat ions do no t  inf luence the  enzymic  activitY, 
whereas  the  effect  of the bi- and t r iva l en t  cations is 
charac te r ized  by  an inhib i t ion  of the  ATPase .  
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A c t i n  a u s  K a l b s h e r z m u s k e l  

Herzak t ive  Glykoside beeinflussen nach  HORVATH et  
al. x die Polymer i sa t ion  yon g-Act in  zu f-Actin.  WOLLEN- 
BERGER ~ wies nach, class der  Ef fek t  unspezifisch ist  und 
auch herz inak t iven  Glykosiden zukommt .  N a c h  beiden 
Arbei ten  ist  das Po lymer i sa t ionsverha l t en  pr~para t ions-  
abh~ngig sehr  unterschiedl ich.  WOLLENBERGER konnte  
e inen Glykosideinfluss nur  dann  nachweisen,  wenn  das  
Actinpr~iparat  aus  Herzen  s t ammte ,  die nach  dem Tode 
der  Versuchst iere  einige Zeit im KSrper  l iegen geblieben 
waren. 

Neue Unte r suchungen  haben  gezeigt, dass nach  ~lteren 
Methoden pr~parier tes  Act in  inhomogen  und h~ufig m i t  
Tropomyos in  kon tamin ie r t  ist 3,4. W i t  un te r such ten  des- 
halb,  ob aueh die Po lymer i sa t ion  von  re inem g-Act in  
du tch  Gtykoside beeinfiusst  wird,  in dec Hoffnung,  im 
pos i t iven  Falle  Aufschluss fiber den noch unklaren  
Mechanismus der  g-Act in- -~  f -Act in  Trans fo rmat ion  zu 
erhal ten.  

g-Act in  wurde aus Kalbsherzen  rein dargestel l t ,  seine 
wicht igs ten  Eigenschaf ten  b e s t i m m t  und mi t  denen yon  
g-Act in  aus Muskeln anderer  T ie ra r ten  verglichen.  Dar-  
aufhin  massen wi t  Polymerisa t ionsgeschwindigkei t ,  Vis- 
kositAt und Thixot rop ie  yon Act in l6sungen mi t  und ohne 
Zusatz  yon  g -S t rophan t in  (Ouabain) und  k -S t rophan t in  
(Strophosid).  

Methode. Die Act inpr / ipara t ion  erfolgte  aus ~risehen 
Kalbsherzen  nach  der  Methode von  KATZ und HALL 5. 
E iweisskonzent ra t ionen  wurden mi t  einer B iu re tme thode  
bes t immt .  Viskosi t~ten massen wir  mi t  e inem Ubbe lohde  
Kapi l larviskosimeter ,  Polymer isa t ionsgeschwindigkei ten  
und Th ixo t rop iekons tan ten  mi t  e inem achts tuf igen Wells-  
Brookfie ld  Mikrorota t ionsviskosimeter .  Der  Polymer i sa -  
t ionsvorgang  wurde  durch  Zugabe yon  KC1 und MgCt, 
(Endkonzen t ra t ionen :  0,1 M KCI, 0,00 t MgClz) ges tar te t .  

Tabelle I. Eigenschaften yon Kalbsherzaetin 

S 20w 3,4 • 10 -Is seC 

So 0w (10-aM EDTA) ~4 ,7  ' 10 -18 sec 

Grcnzviskositiitszahl (4 °) 0,07 dl (1 

Myosinbindungsverm6gen (Actin: M yosin) 1 : 4 

SH-Gruppen pro Molektil 5'8 
(berechnet auf M = 60000) 

J 

Tabelle n ,  Aminos/iureanalyse yon Kalbsherzactin (Anzahl Amino" 
s/iuren pro Molekfil Actin) 

Aminos~iure Anzahl Aminosfiure An z#! 

Cystiu 28 Alanin 47 
Histidin 7 Cystein 5-6 
Arginin 21 Valin 32 
Asparaginsiiure 56 Methionin 19 
Threonin 32 Isoleuein 36 
Serin 29 Leucin 43 
Glutamins~ture 61 Tyrosin 20 
Prolin 26 Phenyialanin 16 
Glykokotl 37 Tryptophan 
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