Uber das Aktomyosin des Kaninchenmuskels.

von

K. Balenovic und F. B. Straub.

Aktomivosin ist cin Komplex von Myosin und  Altin
BANGA und SzENT-GYORGYD haben einen solchen Komplex aus
Kaninchenmuskulatur erhalten, den sic Myosin B bcnannten.
Es wurde von STRAUB® bewiesen, dass dieser Koemplex aus
Myosin und Aktin besteht, Nach den Angaben der vorangeher-
den Arbeit kénnen durch Mischen von Myosin mit verschie-
denen Mengen von Aktin Akiomvosine erhalten werden, die
durch verschieden grosse Viskosititsiinderungen auf Zusatz
von Adenyltriphosphat {ATP) reagicren. Die Ordsse dieser
Viskosititserniedrigung wurde als Mass der Aktivitar”® eincs
Aktomyosins definiert. Die Aktivitdt von Myosin 3, die bei
den verschiedenen Priparaten konstant ist, wurde willkiirlich
100% Aktivitit genannt. STRaUB beohechtete, dass auch Akto-
myosine von mehr als 100% Aktivitit entstehen kinnen, wenn
man mehr Aktin dem ‘Myosin zusetzt,

Wir haben gefunden, dass in einigen Fiillen b2i der Dar-
stellung des Aktins aus dem Muskel soviel Aktin ausgclist
werden kann, dass dieses das im selben Muskel vorhandenen
Myosin mehr als 100% zu aktivieren vermag. Dadurch miiss-
ten wir die Moglichkeit in Betracht zichen, dass das im Mus-
kel vorhandene Aktomyosin, also das cigentliche Kontrakiions-
protein, aktiver ist als Myosin B. In dieser Arbeit wird ge-
zeigt, dass das Aktomyosin des Kaninchenmuskels wahrschein-
lich 170% aktiv ist nnd enthilt 1 mg Aktin pro 2 mg Myosin.
Ist dem aber so, dann miisste eine weitere Frage beantwortet
werden: warum erhiilt man bei der Extraktion des Muskels
mit der WEBER-LOsung ein Aktomvosin {Myosin B) das im
Muskel nicht vorkommt?

Da Aktin irn saurer oder alkalischer Losung rasch zer-
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stort wird, schien ¢s zweckmiissig dic Viskosititsmessnngen
nicht in WEBER-Losung, sondern bei pH 7 auszufithren. Deshall
haben wir die Viskositiitsbestimmungen von BANGA und SZENT-
GYORGYL die in WEBER-Losung ausgefiihrt wurden, wicder-
holt. Dieselben Kapillarviscosimeter, die in der vorangehen-
den Arbeit beschrieben wurden, dienten zu diesen Messungein.
Myosin wurde in einer 0,6 m KCl Losung geldst, die aher durch
Veronal-Azetat auf pH 7,0 gepuffert war. Dicse Lésnng wurde
iolgenderweise bereitet: zu 200 ccm der Veronal-Azelat Mi-
schung nach "MICHAELIS (die aber Kalium an Stelle von Natrium
enthiilt) wurden 24 ccm n-HC zugesetzt, dann 271 cem einer
2 m KCt Losung und auf 1 Liter aufgefiilit. Die K lonenkon-
zentration war dann 0,6 m.

Myosin A und B wurden folgenderweise nergestellt:
Kaninchenmuskulatur wurde durch einer eisgekiihlten L atapie-
Miihle gemahlen und bei 0" mit 3 Volumen WEBFR-Losung
unter mcchanischen Riihren 20 Minuten lang extrahiert. Zent-
rifugiert man die Mischung nach dieser Zeit, so erhidit man
eine Myosin A Lésung. Wird die Mischung nach dem Exira-
hieren 24 Stunden lang bei 0° stehen gelassen, mii dem glei-
chen Volumen WEBER-Losung verdiinnt und dann  zeniritu-
giert, so bekommt man eine Losung von Myosin B. Solche
Losungen wurden durch vorsichtige Zugabe von eier 2 m
Azetatpuffer-Losung auf pH 7 neutralisiert und mit der oben
beschriebenen gepufferten KCI Lésung von pH 7 enisprechend
verdiinngt.

Der Myosingehalt der Myosin B Losungen wurde in der
vor BANGA und SzENT-GYORGYI angegebenen Weise bestimmit.
Bei der Bestimmung des Myosingehaltes von Myosin A Li-
sungen haben wir aber beobachtet, dass die Trockengewichis-
bestimmung in der von BaNGA und SzZENT-GYORGYI angevebe-
ven Weise schwankende Ergebnisse gibt. Bei der Neuiralisie-
rung der verdiinnten ‘Myosinlésung kann ndmlich das pH schwer
auf pH 7 eingestellt werden. Wir haben versucht, diese
Trockengewichtsbestimmung zu standardisieren. (iibt man
zu je T cem einer Myosin A Losung (in der WEBER-Ldsung ge-
iost) 5 com 0,1 m Azetatpuiferlosungen von verschicdenen pH,
so crhilt man Niederschlige von Myosin, deren Menge mit
dem pH variiert und einen maximalen Wert bei Zugabe einer
pH 4.8 Azetatpuiferlésung erreicht, Das pH der [L6sung ist
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wegen der Alkalinitit der Myosinidsung etwas hoher, 5,2. Ta-
belle 1 zeigt die Ergebnisse dieser Versuche. Myosin 1 ist
ein gereinigtes Myosin, Myosin 1l ein ungereinigtes Myosin,
beide in WEBER-Losung geldst.

Tabelle I
pH der zugepebenen Trockengewicht mg/ccm
Pufifers Myosin 1. Myosin I
3,6 0,7 1.3
4,0 1,1 39
4,4 8,0 219
4,8 91 22.5
52 8,4 19,6
5,6 86 17.4

Wir haben deshalb dic Myosin A Trockengewichte der-
art bestimmt, dass wir immer 1 ccin des sich in WERBER-Lésung
befindenden Myosins mit 0,5 cem 0,1 m Azetatpuffer von pn
4,8 versetzten. Der Niederschlag wurde auf der Zentirituge
zweimal mit Wasser gewaschen, bei 105° getrocknet und ge-
WOgen.

Fig. 1. zcigt die Ergebnissc unserer Viskositdtsimessun-
gen, Im Wesentlichen erhilt man dasselbe Bild, wie in der Ar-
beit von BaNGA und SzeENT-GyORGYL Es gibt nur den Unter-
- schied, dass wir die Viskositit von Myosin A und B in Gegen-
wart von ATP gleich gefunden haben.

Versuchsvelum in dem Viskosimeter war 4,0 ¢ccm, dazu
wurden 0,1 ccm ciner 1,4%-ger ATP-Losung gegeben. Tempe-
ratur: 0%

In die Figur wurde die Viskositit von Myosin A ohne
Zugabe von ATP nicht eingezeichnet. Dicser Wert variiert. Wir
hatten Priparate die keine Aktivitit besassen (keine Viskosi-
ditsdnderung auf Zugabe von ATP) und andere die 20% aktiv
waren. Meistens findet man aber eine Aktivitit von 15% bei
Mvosin A, Aus verschiedencn Griinden nehmen wir an, dass
diese Aktivitit durch ein wenig Aktin hervorgerufen wurde,
das als Verunrcinigung in Mvosin A Priparaten vorkommt.
eines Myosin hat demgemiiss keine Aktivitit.

Den Zusammenhang zwischen Viskositit von Myosin B
in Gegenwart von ATP und die durch ATP hervorgerufens
Viskosititserniedrigung stellt Fig. 1. der voranstehenden Ar-
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beit dar. Auf diesem Grunde wurde die Methode der Aus-
wertung der Altivitit cines unbekannten Aktomyosins ausge-
arbeitet, (Niheres s. bei STRAUB®.)

Bestimmt man die Aktivitit eines Myosin B Préparates,
das nach der oben beschriecbenen Methode dargesteilt wurde,
so findet man innerhalb der Fehlengrenzen der Mothode im-
mer eine 100% Aktivitit. Wurde das Myosin mit dem Muskel
nicht 24 sondern 48 Stunden lang stehen gelassen, dann ver-
diinnt und zentrifugiert, so findet man meistens eine W%,
manchmal aber cine kleinere Aktivitit. Das Myosin, das nach
drei Tagen vom Muskel abgetrennt wird, ist schon immer we-
piger als 100% aktiv, z. B. in einem Falle nur 0%, Abgese-
hen von dieser Aenderung der Aktivitit nach lingerem Stehen,
ist es klar, dass in erster Linie nicht eine Zeitfaktor in der Ent-
stehung von Myosin B eine Rolle spielt. Myosin B, wenigstens
nach der beschricbenen ‘Methode dargestellt, ist ein wohl de-
finiertes Produkt und reagicrt bei Zugabc von ATP mit einer
konstanten Viskosititserniedrigung.

Bestimmung des Aktins im Kaninchen-
muskel. Bei der Darstellung des Aktins wird dic Muskzl-
substanz zuerst bei alkalischer Reaktion gebalten und dann
mit Azeton behandelt. Beide Operationen kinnen zu unkontrol-
lierbaren Verlusten fiihren. Deshalb kann man aus Ausbeute
bei der Isolierung auf die Menge des Aktins keinen Riickschluss
ziehen. Mit der Methode von STRAUB wird durchschnittlich so-
viel Aktin aus dem Muskel isoliert, wie zur 100% Aktivierung
von 30—60% des im Muskel vorhandenen Myuosins nétig
wire,

Folgendes Verfahren ist aber fiir die Bestimmung des
im Muskel gebundenen Aktins geeignet: man bestimmt die
Menge an Myosin, die durch 1 ¢ Muskel 100% aktiviert wer-
den kann.

Kaninchenmuskel wurde wie diblich mit 3  Volumen
WEBER-Lésung 20 Minuten lang extrahiert. Die Mischung
wurde zentrifugiert und das Myosin A vom Muskelriickstand
abgetrennt. Aus 150 ¢ ‘Muskel (Frischgewicht) erhielten wir
somit 340 ccm von Myosin A Losung und 240 g Riickstand.
Die Losung enthielt 22,5 mg/cem Myosin.

Nun wurde die Hilfte des Riickstandes (der das Altin
enthilt) mit der gesamten Menge Myosin zusammengebracht,
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24 Stunden lang bei 0° stehen gelassen, dann mit WEBER Losung
verdiinnt und zenirifugiert. Die Aktivitit- der iiberstehenden

"Myosinlosung wurde ans dem ATP Eifekt viskosimetrisch be-

stimmt. Solche Versuche wurden auch derart eingestellt, dass
20, 25, 30, 33, 40, 100 und 200% des Riickstaides mil der ge-
samten Myosinlosung gemischt wurden. In jedem Falle wurde
die Aktivitit nach 24 Stunden bestimmt. Die Ergebnisse solcher

- Experimenten mit verschicdenen Muskelpriparaten sind in der

Fig. 2. zusammengestellt, Man sieht, dass ungefdhr Y, des
Muskelriickstandes geniigt, um die ganze Myosinlosung 100%
zu aktivieren. Ist mehr Riickstand, also mehr Aktin vorhan-
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den, so iritt keine weitere Aktivierung ein. Dies ist i Gegen-
satz zur Aktivierung bei pH 7 mit geldstem Aktin wo die Ak-
tivierung bei weiterem Zusatz von Aktin bis 170% weitergeht.

Bei der zahlenmissigen Auswertung dieser. Frgebnisse
darf man mnicht ausser Achtung lassen, dass ein Teil des
Myosins durch die einfache Extraktion mit 3 Volumen WEBER-
Losung im Riickstand zuriickbieibt. Dic Schwankungen in der
Menge des extrahierten Myosins sind fiir die Streuung der
Punkte in Fig. 2. verantwortlich. Ist M die Menge des Myosins
pro g Muskel und werden davon M’ pro g extrahicrt, so bleibt
im Riickstand M—M’ pro g. Rekommt man mit 33% des Riick-
standes noch eben eine 100% aktive Myosinlosung, so bedeutet
das, dass das Aktin von 0,33 g Muskel 0,33 (M—M') + M
Myvosin 100% aktivierte, In einem unserer Versuche aktivier-
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ten 33% des Riickstandes noch eben zu 100%. M" war 51 mg/g,
M ist bekanntlich 8 mg/g. Das Aktin des 0,33 g Muskels akti-
vierte also

0,33 (80—51) + 51 =60 mg Myosin,

i g Muskel dreimal soviel, also 18} mg., Nach den Angaben
von STRAUB braucht man 1 mg Aktin um 6 mg Myosin 100%
zu aktiveren. Daraus folgt, dass im Muskel 180/6 aiso 30
mg Aktin pro g (Frischgewicht) gibt. In dhnlichen Ver-
suchen fanden wir den Wert 26—30 mg/g Muskel. Zu einer
100% Aktivierung, also zur Entstehung von Myosin B wiire
die Hilite dieser Menge notig. Nach den Angaben von
STRAUB® bekommt man ein 170% aktives Myosin, wenn man
Myosin und Aktin in der Proportion, wie sie im Kaninchen-
muskel vorkommen, bei pH 7 zusammensetzt. Das ist eben der
maximale Wert der Aktivitit, der bei pH 7 erreicht werden
kann. Demgemiss kénnen wir sagen, dass sich im Muskel
nicht ein 100% aktives Aktomyosin (Myosin B) sonderr ein
maximal aktives Aktomyosin mit 170% Aktivitdt befindet.*
Es fragt sich nun, warum man aus dem Muskel durch
Extraktion mit WEBER-Losung das 100% aktive Myosin. B3 an
Stelle des natiirlichen 170% aktiven Aktomyosins erhilt. Aus
den in dieser Arbeit mitgeteilten Versuchen geht hervor, dass
wenn auch das in WEBER-Losung geldste Myosin mehrere Tage
lang mit dem Muskel in Berithrung steht, keine Aktivierung
iiber 100% stattfindet. Folgender Versuch zeigt, dass dabei
freies Aktin im Muskel zuriickgeblieben ist. Es wurde wie iib-
lich Myosin B bereitet und vom Muskelriickstand abgetrennt.
Der so erhaltene Muskelriickstand wurde nun mit soviel Myosin
A versetzt, wie urspriinglich imt Muskel vorhanden war. In 24
Stunden wurde auch dieses Myosin zu 100% aktiviert.
Myosin B bekommt tman demgemiss darum, weil das
Myosin unter den Bedingungen der WEBER'schen Losung nur
soviel Aktin aus dem Muskel extrahieren kann, das eben zur
100% Aktivierung notig ist. Wie in der vorangehenden Arbeit
erwiihnt, ist Aktin im Muskel festgebunden, seine Auslosung
geschieht in der Weise, dass es zu dem in Lésung vorhande-

* Fiden, die aus Myosin B und aus kiinstlich hergestelltem 160%
aktivem Myosin ausgezogen wurden, kcntrahierten in Gegenwart von K,
Mg und ATP in anndhernd gleicher Weise. :
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nen Myosin fester gebunden wird, als zum Muskelriickstand.
Es ist leicht méglich, dass die Bindung zwischen Myosin und
Aktin nur bis zu 100% Aktivitit fest genug ist, um das Aktin
aus seinem Verbande im Muskel loszulosen. Gibt man noch
gelgstes  Aktin zu einem 100% aktiven Aktomyosin, so ent-
sleht ein aktiveres Aktomyosin,

Zusammenfassung.

1. Kaninchenmuskel enthilt ungefihr 25—30 my Aktin pro
Gramm Frischgewicht. 12—15% des G(esamtproteins ist aiso
Aktin. Diese Menge des Aktins vermag das anwesende Myosmn
maximal zu aktivieren (170% Aktivitit).

2. Durch die alkalische Salzlosung von WEBER wird eiii
minder aktives (100%) Aktomyosin extrahiert.

Litteratur.
1. I. Bange und A. Szent-Gyérgyi, Studies ifrom the Institute of

Medical Chemistry, Szeged, 7, 5 {1942).
2. F. B. Straub, ibid., 2, (1943).



