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SUMMARY

The photochemical esterification of inorganic phosphate into adenosine triphosphate by chloroplasts
was investigated under anaerobic conditions in the presence of either vitamin K, or flavin mono-
nucleotide. Evidence is presented in support of the conclusion that vitamin Ky and flavin mono-
nucleotide are involved in separate pathways for photosynthetic phosphorylation. A tentative
scheme for the generation of adenosine triphosphate in chloroplasts, consistent with this conclusion,

is given.
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PHOSPHAT-AUSTAUSCH ZWISCHEN ATP UND AD3P
DURCH HOCHGEREINIGTE AKTOMYOSIN-PRAPARATE UND
GEWASCHENE MUSKELFIBRILLEN

I. MITTEILUNG

G. ULBRECHT unp M. ULBRECHT

Institut fiir Physiologie, Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung,
Heidelberg (Deutschland)

I

Es herrscht weitgehende Ubereinstimmung dartiber, dass die Energie fiir den Kontrak-
tionszyklus aller Muskeln durch Spaltung der endstindigen Bindung der Triphosphat-
Kette der Nukleosid-tri-Phosphate— besonders des ATP -— geliefert wird. Es bestehen
gegensitzliche Meinungen dariiber, ob diese Energie in der Kontraktionsphase (vergl.
WEBERM2, HiL1? und DuBuissox?) oder aber in der Erschlaffungsphase (KunnS,
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MoORALES® u.a.7.%) benétigt wird. Die Frage nach dem Mechanismus der Energie-
libertragung wird durch solche Differenzen nur mittelbar beriihrt.

Fir den Betriebsstoffwechsel wissen wir, seit den bahnbrechenden Untersuchun-
gen von MEYERHOF und seiner Schule, dass diec Ubertragung der Energie sog. energie-
reicher Phosphat-Bindungen in der Regel dadurch erfolgt, dass Phosphat aus einer
energiereichen Bindung an die erste Substanz in eine energicreiche Bindung an die
zweite Substanz hiniiberwechselt.

I1

Nimmt man an, dass diescs Reaktionsschema auch fir dic Ubertragung von
ATP-Energie! auf das kontraktile Protein gilt, so ergeben sich folgende zwei Maglich-
keiten:
ATP -+ Protein = Protein~ > + ADP (1)
ATP + Protein &2 ADP~v Protein - P (2)

Wenn das jeweilige ATP-Bruchstiick energiereich an das Protein gebunden ist, miissen
die formulierten Reaktionen reversibel sein. Dann aber sollten unter giinstigen Um-
standen die beiden angegebenen Moglichkeiten mit Hilfe von 32P einer experimentellen
Priifung zuganglich sein. Es sollte ndmlich durch Riickreaktion nach der Formel (1)
gezeichnetes ATP entstehen, wenn fiir den Spaltungsansatz ungezeichnetes ATP ver-
wendet und gezeichnetes ADP in einigermassen betrichtlicher Konzentration hinzu-
gefiigt wird. Im Falle der Giiltigkeit der Formel (2) sollte der gleiche Effekt auftreten,
wenn radioaktives anorganisches Phosphat im Spaltungsansatz anwesend ist.

Es zeigt sich, dass 32P gezeichnetes ATP nie entsteht, wenn die Spaltung durch
Aktomyosin-Priparate in Gegenwart von radioaktivem anorganischem Phosphat
stattfindeti® (vergl. Tab. I). Diese Unmoglichkeit AT32P durch Zusatz von radioakti-
vern anorganischem Phosphat zu erhalten, beruht nicht darauf, dass die Protein-ADP-

TABELLE I

AUSTAUSCHVERSUCHE IN GEGENWART vox 32P

Gift TATP]

Mg+ ap; Aktivitats-

Liweisspraparat Temp. Art u. molare Konz. mol mol mol sunahme sm ATP
Fibrillen 20°C . 0.0025 0.001 0.02 -
Fibrillen 20°C - 0.0125 0.001 0.016 -
Fibrillen 0o°C - 0.003 0.0007 0.007 —
Fibrillen 20°C Fuadin” 0.0044 0.003 0.0013 0.02
Fibrillen 20°C Fuadin® 0.0087 0.003 0.0013 0.02 -
Fibrillen 20°C Fuadin® 0.013 0.003 0.0013 0.02
Fibrillen 20°C Germanin”™" 0.0006 0.003 0.0013 0.02
Fibrillen 20°C Salyrgan™"" 0.0005 0.01 0.001 0.008 -
Myosin 20°C — 0.005 0.006 0.005 -
Myosin 0°C — 0.005 0.006 0.005
* Fuadin = Antimon-bis(brenzkatechin-Na-disulfonat).
"% Germanin = Suramin = Nag-N,N’-bis(m-aminobenzovl-m-amino-p-methylbenzoyl-i-

naphthylaminotrisulfonat)-carbamid.

*** Salyrgan = Mersalyl —= o0-[(3-Hydroxymercuri-2-methoxypropyl)-carbamyl]-phenoxy-

essigsdure.

§ Anmerkung: ATP = Adenosintriphosphat, ADP == Adenosindiphosphat, I’ —: anorg. Phosphat
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Verbindung so schnell weiter gespalten wird, dass fir eine Riickreaktion keine Zeit
bleibt; denn diese Riickreaktion tritt auch dann nicht auf, wenn die konkurrierende
Weiterreaktion durch Vergiftung der Aktomyosin-ATP-ase oder durch tiefe Tempera-
turen sehr stark gehemmt wird, Tab. I. Diese Versuche schliessen also eine Reaktion
nach Formel 2 aus. Wenn dagegen die ATP-Spaltung in Gegenwart von radioaktivem
ADP und inaktivem ATP verlduft, wird immer gezeichnetes ATP erhalten, falls Mg*++
zugegen sind (vergl. Tab. IT und Fig. 1 und 2).

Jmpulse 10 3 °% Austausch
Min..u Mol Nucl.
50 100 o
x\ 90 .
0 N\ 80 -/
70
30 60
i 50
20 0
- 30
10 20 ,
10 T
5 0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
% ATP gespalten % ATP gespaiten

Fig. 1. Aktomyosin: Aktivititsaus-  Fig. 2. Bezichung zwischen Austausch- und Spaltungsgrad
‘tausch zwischen ATPund AD®Pin  von Aktomyosin- und Fibrillen-Priparaten unter verschie-
Abhingigkeit vom Spaltungsgrad. denen Bedingungen. Ordinate: spezifische Aktivitit im
‘Ordinate: spezifische Aktivitait in ATP in 9% der maximal méglichen Aktivitit. Abszisse:
Impulsen min~! uMol Nukleotid—1. gespaltene ATP-Menge in 9%, der Anfangsmenge. Kurve 1:
Abszisse: gespaltenes ATP in %  Aktomyosin 0°C @ —@ ©0.26 u; O—O o.4 u; Kurve 2:
.der Ausgangsmenge. X — X 20°C;  Aktomyosin 0°C @ —@ 0.08 u; Kurve 3: Aktomyosin 20°C
®—@® 0°C. ATP = 0.0033M, @—@ 0.26u, ©—© 0.4 u, A—A 0.8 u; Kurve 4: Akto-

AD¥P = o0.0033M, MgCl, = myosin 20°C A— A 0.18 u; Kurve 5: Fibrillen 0°C x —x
0.006 M, pH = 7, Eiweiss = 0.1 u; Kurve 6: Fibrillen 20°C y—W 0.18 u in Gegenwart
0.129%, Ionenstirke = 0.26 u. von o.01 M Fuadin; Kurve 7: Fibrillen 20°C @— W 0.18 4.

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

Diese Geschwindigkeit ist immer dann gross, wenn Priparate aus gereinigtem
Aktomyosin verwandt werden. Sie ist im Gegensatz zur Spaltungsrate fiir ein gegebe-
nes Aktomyosin-Priparat von der Ionenstirke nicht deutlich abhéngig (vergl. Tab. I1).
Die Geschwindigkeit des Phosphat-Austausches ist immer grosser als die Spaltungs-
geschwindigkeit des ATP; die Austauschrate erreicht den 20-fachen Wert der Spal-
tungsrate, wenn die Spaltungsrate niedrig ist (d.h. bei hoher Ionenstirke und Mg*+-
‘Gegenwart, Tab. II Spalte 6, Fig. 2).

Nun ist seit langem bekannt (SzZENT-GYORGYI'®1 und HassELBACH!?), dass die
ATP-Spaltung — im Gegensatz zum Phosphat-Austausch — etwa von 0.1~0.3 p ausser-
-ordentlich stark abnimmt. Dieser Abfall der Spaltungsgeschwindigkeit wird darauf
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TABELLE JT
AUSTAUSCHRATEN VON AKTOMYOSIN- UND) FIBRILLEN-PRAPARATEN BEL 0 U UND 20 (

{Berechnung siche methodischer Teil)

1 2 ? 4 3 f
. TP CADE) . Quoleent:
Praparat Tenenstarke ‘I”Jma} Vln’mull Austauschratet Spaltungsrate* ~\£al_1_r_4_
Spalte 5
Aktomyosin 20 0.3 3.4 4.9 0.03 0.020 1.7
Aktomyosin 20 0.20 3.25 3.3 0.005 0.01 9.5
Aktomyosin 20° 0.8 3.2 4.3 0.1 {0.027) (3.7}
Aktomvosin o 0.08 33 3.2 0.020 0.005 5.2
Aktomyvosin o 0.20 3.1 3.3 0.023 0.001 2
Aktomyosin o 0.4 5.2 3.2 0023 0.001 2
Aktomyvosin o 0.43 5.5 1.8 0.02 0.0013 13
Fibrillen™" 20’ 0.8 33 7.2 0.014 0.13 0.1
I"ibrillen v Fuadin ool M oas 3.5 34 0.023 0.019 1.2
Fibrillen o 0.1 5.5 4-4 0.009 0.012 0.75
Fibrillen o™ 0.4 3.0 44 0.009 0.0009 10
Fibrillen o 0.4 3.3 +6 0.0003 0.0000 7

MgCl, = 0.005:-0.006 M.

* Austausch- bzw. Spaltungsrate in gMol P min '! mg Eiweiss .

** Diese Fibrillen sind zusitzlich zur Entfernung von Myokinase 15 Std. in 0.1 M KCl und
0.05.M NaHCQO, bei pH 8.5 suspendiert worden (7 mg Eiweiss/ml). Danach wurde 1 mal mit o.01.M
Boratpuffer von pH 7 gewaschen. Die Spaltungsrate betrdgt nach der Behandlung nur o.13 Mol
P min-' mg Eiweiss ! gegeniiber 0.35 pMol P> min—! mg Eiweiss ! vor der Behandlung. Uber die
Sicherheit der Angaben iiber ““Austauschraten’ von Fibrillen siehe Abschnitt T11.

bezogen, dass Aktomyosin bei Ionenstirken <2 0.1 pin jedem Falle assoziiert ist und
bei Tonenstiarken > 0.3 p in ATP-Gegenwart vollstindig dissoziiert ist!% 15, Dass der
Phosphat-Austausch (im Gegensatz zur Spaltung) von diesen Strukturdnderungen
des Proteins nicht oder nicht wesentlich beeinflusst wird, weist darauf hin, dass die
Transphosphorylicrung ausschliesslich auf eine der beiden Komponenten des Akto-
myosins erfolgt - unabhingig davon, ob diese Komponente frei oder an die andere
Aktomyosin-Komponente gebunden ist.

Der Phosphat-Austausch verlduft bei 20°C ¢twa 4 mal so schnell wie bei 0°C
(Tab. 1, Spalte 4), wihrend die Spaltung bei 20°C etwa 10 mal so schnell verlduft wic
bei 0°C (Tab. 11, Spalte ). Infolgedessen ist die vollstandig gleiche Verteilung des
gezeichneten Phosphats bei 0°C bereits vollendet, wenn 7-10% des ATP gespalten
sind, bei 20°C dagegen crst, wenn etwa 20-259, gespalten sind (Fig. 1). Wahrend der
Temperaturkoeftizient der Spaltung hier wie in zahlreichen fritheren Beobachtungen
dhnlich 3 ist, ist der Temperaturkeeflizient des Phosphat-Aunstausches deutlich
nicdriger (dhnlich 2).

198

Werden anstelle von Aktomyosin-Losungen oder Aktomyosin-Flocken 10 mal ge-
waschene Muskelfibrillen (nach Aufbewahrung in Glycerin, vergl. methodischer Teil)
als Enzym der ATP-Spaltung verwendet, so variiert die Austauschrate schr stark mit
den experimentellen Bedingungen.

Werden dic Fibrillen bei 20” C in ciner Losung von 0.18 u suspendiert, so ist die
Austauschrate zwischen AD®P und ATP niedrig, alles ATP ist gespalten, lange bevor
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das 3P auf ADP und ATP gleichmissig verteilt ist (Tab. II, Spalte 6 und Fig. 2,
Kurve 7).

Dagegen wird volliger Ausgleich des 32P erreicht (wenn 85% ATP gespalten sind)
falls die ATP-Spaltung durch Erniedrigung der Temperatur auf 0°C oder aber (bei
20°C) durch Fuadin® auf etwa 10% der normalen Spaltungsgeschwindigkeit herabge-
setzt wird (Tab. 11, Spalte 6 und Fig. 2, Kurve 5 und 6).

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

Dieser Unterschied diirfte in erster Linie darauf beruhen, dass in Aktomyosin-
Losungen und angendhert auch in sehr lockeren Aktomyosinflocken das gezeichnete
und das ungezeichnete ATP etwa gleich schnell gespalten werden, denn die Aktomyo-
sin-Losungen sind homogen. In den Fibrillen-Suspensionen dagegen ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass das gezeichnete ATP gespalten wird, viel grosser als die Spaltungs-
wahrscheinlichkeit des ungezeichneten ATP. Das im Innern der Fibrillen gebildete
gezeichnete ATP erlangt erst die gleiche Spaltungswahrscheinlichkeit wie das unge-
zeichnete ATP, sobald es aus den Fibrillen herausdiffundiert ist. Vorher aber wird
schon ein grosser Teil in der Fibrille gespalten. Dieser gefiahrliche Diffusionsweg nach
aussen fallt aber in Aktomyosin-Losungen fort.

Da die Wahrscheinlichkeit, auf dem Diffusionsweg aus der Fibrille heraus ge-
spalten zu werden bei 0°C viel kleiner ist als bei 20°C, kann der Temperaturkoeffizient
der Austauschreaktion in Versuchen an Fibrillen nicht bestimmt werden. Er kann
ausschliesslich aus den Ergebnissen mit gereinigtern Aktomyosin entnommen werden
(siehe oben Abschnitt 1I).

v

Wird die Mg++-Aktivierung der ATP-Spaltung durch Aktomyosin durch eine Ca++-
Aktivierung ersetzt, so bleibt der Phosphat-Austausch zwischen AD*P und ATP aus
(Fig. 3). Diese Sonderstellung der Ca++-Ionen korrespondiert mit der schon lange be-
kannten Tatsachel?1%,1%.34 dass Ersatz der Mg++-Aktivierung durch Ca*+-Aktivie-
rung weder zu einer Kontraktion noch zu einem Weichmachereffekt von gelartigen
Aktomyosinmodellen fiihrt und ebenso auch den Viskosititsabfall von Aktomyosin-
solen auf Zusatz von ATP unmdglich macht.

Diese Sonderstellung der Catt erklirt ferner, warum frithere Autoren, die mit
Ca*+ aktivierten (KosHLAND'®, GERGELY!!) nicht in der Lage waren, einen durch
Aktomyosin-Priparate bewirkten Phosphat-Austausch zwischen AD%P und ATP zu
beobachten.

Vv

Aus totenstarren Fibrillen lisst sich nach HassgLBach!® und Hanson unp Huxiey?!®
selektiv das L-Myosin extrahieren. Das Aktin bleibt dabei in der Fibrille zuriick. Eine
Gewichtseinheit der Fibrillen spaltet ATP nach der Extraktion nur noch mit etwa
10% der urspriinglichen Geschwindigkeit. Dagegen bleibt der Phosphat-Austausch

* Fuadin = Antimon-bis(brenzkatechin-disulfosaures Natrium).
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Fig. 3. Aktivititsaustausch zwischen ATP und
AD®P durch Aktomyosin-Sol in Gegenwart von
Mg bzw. Catt. Ordinate: spezifische Aktivi-
tit in Impulsen min—! gMol Nukleotid-!.
Abszisse: Zeit in Minuten. @ —@ MgCl,, 0.000
M, x o x CaCly, 0.006 M. ATP = 0.0055.M,
AD®P = 0.00483, pll — 7.0. Temp. 0°C,
Eiweiss = 0.239, Ionenstirke — 0.43 s.

Vig. 4. Die zeitliche Andernng der spezifischen
Aktivitit von ATP- und ADP-Fraktion durch
Fibrillen, extrahierte Fibrillen und den Fibril-
len-Extrakt = [.-Myosin. Ordinate: spezifische
Aktivitat in Impulsen min—! gMol Nukleotid-1.
Abszisse: Zeit in Minuten. @ —@ normale Fi-
brillen, 3.1 mg Eiweiss/ml; X - extrahierte
Fibrillen, 1.7 mg Eiweiss/ml*; 0 -0 Fibrillen-

Extrakt = I.-Mvosin, 1.7 mg Eiweiss/ml. ATP
== 0.005 M, AD®P — o0.0044 M, MgCl, — 0.000 M, Ionenstirke — 0.4 g, ptl = 7.0, Temp. 0°C.

durch die Extraktion vollstindig unverdndert, wenn der Austausch auf die Gewichts-
cinheit der Fibrillen-Praparation vor der Extraktion bezogen wird (Fig. 4). Wird
dagegen die Austauschrate auf dic Gewichtscinheit der Fibrillenschatten nach der
Extraktion berechnet, wichst die Austauschrate auf etwa das Doppelte an, da unge-
fahr die Halfte des urspringlichen Fibrilleneiweiss durch die Extraktion entfernt ist.
Dicses Ergebnis bedeutet, dass dic Substanz, die den Austausch bewirkt, bei der
Extraktion vollstindig in den Fibrillenschatten zuriickbleibt. Dieser Schluss wird
durch die Erfahrung bestatigt, dass der Extrakt aus den Fibrillen zwar ATP spaltet,
aber Phosphat zwischen ATP und AD32P nicht austauscht (Fig. 4).

Ein solcher Extrakt enthilt im Wesentlichen L-Myosin (vergl. HASSELBACHY)
neben cinem bescheidenen Anteil des X-Protein der SZENT-GYORGYI-Schule?® 2L, Wird
hochgercinigtes I.-Myosin nach den klassischen Verfahren® hergestellt, findet ebenfalls
praktisch kein Austausch von Phosphat statt: Die beobachtete Austauschrate betrigt
bei 0°C wie bei 20°C nur 2-59% der Austauschrate von Aktomyosin-Priparaten. Das
Gleiche gilt auch fir L-Myosin, das durch Zentrifugation von Aktomyosin-Lésungen
bei 100,000 g In Gegenwart von ATP (nach A. WEBER'®) vom Aktin abgetrennt wird.

Es ist also sicher, dass L-Myosin allein Phosphat zwischen AD3*P und ATP
nicht austauscht, obwohl es ATP spaltet.

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

* Extrahiert wurden 50%, des Fibrilleneiweisses.
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gen Eiweisskorper, der sowohl in hochgereinigten Aktomyosin-Priparaten und ge-
waschenen Fibrillen wie auch in den extrahierten Fibrillenschatten vorhanden ist.

Die Sicherheit der letzten Schlussfolgerung wird etwas beeintrichtigt durch die
Tatsache, dass es bisher nicht gelungen ist, einen Phosphat-Austausch durch Aktin-
Losungen zu erhalten, die aus Acetontrockenpulver (STRAUBZ22, JAISLEZ, vergl.
methodischer Teil) hergestellt sind. Das Aktin, das aus ATP-haltigen Aktomyosin-
Losungen bei 100,000 ¢ abzentrifugiert werden kann!%, konnte auf seine Austausch-
fahigkeit nicht gepriift werden, weil es nicht méglich war, es wieder zu 16sen.

Der Gegensatz zwischen der hohen Austauschrate von Aktomyosin-Lésungen
einerseits und der Austauschunfahigkeit von L-Myosin-Liosungen und Aktin-Lésungen
(nach STRAUB) andererseits beweist nicht, dass erst die Vereinigung von Aktin und
L-Myosin den Austausch hervorruft — und zwar aus zwei Griinden:

1. Die Mischung einer Aktinl6sung aus Acetontrockenpulver mit einer L-Myosin-
Losung fithrt zu einem kiinstlichen Aktomyosin, das im Gegensatz zum natiirlichen
Aktomyosin genau so wenig austauscht wie seine beiden Komponenten.

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

VI

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

METHODISCHER TEIL

Die Temperatur war bei der Herstellung aller Eiweisspraparate 0°C.

Ahktomyosin wird durch Extraktion aus mit Blendor zerkleinerter Kaninchenmuskulatur nach
HasseELBACH!? gewonnen und 6-8 mal umgefillt. Falls Ca**-Aktivierung beabsichtigt ist, erfolgen
die letzten beiden Umfillungen in Gegenwart von 6 X 10-3 M Sequestrene zur weitgehenden Be-
seitigung der Erdalkalimetalle. In 509 -iger wiissriger Glycerinlosung bei —15°C aufbewahrt,
behilt das Aktomyosin iiber mehrere Monate eine unverinderte ATP-ase-Aktivitit und Fiahigkeit
zum Austausch. Vor Gebrauch wird das Aktomyosin durch zweimalige Umfallung vom Glycerin
befreit.

Fibrillen: Die Muskulatur des Riickens und der Hinterbeine von Kaninchen wird zerkleinert
(Fleischmaschine, anschliessend z min Waring Blendor), mit 10 fachem Volumen o.1 M KCl ge-
waschen und 2 min bei 800 g zentrifugiert. Die oberen Schichten des Prizipitats werden abge-
hoben, in 0.1 M KCl 2 min im Blendor zerkleinert, 2 mal mit 15-20 fachem Volumen o.1 ¥ KCl
gewaschen, bei 1800 g zentrifugiert. Die obere Schicht, die Fibrillenschicht, wird abgehoben und
7-10 mal mit 15-20 fachem Volumen 0.1 i KC] gewaschen, nach jeder zweiten Waschung 1% min
im Blendor aufgerithrt. Zum Schluss werden nochmals die oberen Schichten abgenommen und in
50% Glycerin bei —15°C aufgehoben. Diese Suspension enthilt 20-30 mg Eiweiss im ml und ist
ebenfalls mehrere Monate ohne Anderung der AT P-ase-Aktivitit haltbar. Vor Gebrauch wird das
Glycerin durch zweimaliges Waschen in 10-15 fachem Volumen o.1 M KCl entfernt und der
Riickstand in 0.1 M KCI suspendiert.

L-Myosin- Praparationen werden aus einem A-Extrakt (15-20 min bei 0°C) durch 6-8 maliges
Umfillen gewonnen. Nach der 2. Umfillung erfolgt die Fraktionierung (vergl. PORTzEHL?), um das
L.-Myosin von kleinen Mengen ebenfalls extrahierten Aktomyosins zu trennen. Die Lésungen wer-
den in 509, Glycerin (0.25-0.3 M K(l) bei — 15°C autbewahrt. Vor Benutzung wird das Glycerin
wie oben beschrieben, entfernt.

Oder: Aktomyosin wird 1-2 Std. bei 0.6 4 und 0°C in Gegenwart von 5-1073.W ATP, 2- 103 M
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MgCly bei 100,000 g zentrifugiert (vergl. AL WEBER'S). In der oberen Hilfte der Zentrifugenrohrehen
befindet sich dann reines 1.-Myosin.

Die selertive [-Myosin-Loxtraktion aus isolierten Fibrillen erfolgt nach FIASSELBACH™. Aus to-
tenstarren Fibrillen, die 10 mal gewaschen sind, werden durch 13-faches Volumen o.4.M KCl,
0.01 1 Pyrophosphbat, o.001 W Mgtl, bei pH 6.5 und 0"C (Extraktionsdauer — 5 min) 50 609,
Eiweiss extrahiert. Das Pyrophosphat wird durch einmalige Umfillung bei 15-facher Verdinnung
entfernt. Divses Eiweiss erweist sich bei enzymatischer Priifung als reines L-Myosin.

Die Aktin-haltigen Fibrillenschatten werden in 0.25.3 und o.1 M KCl gewaschen, dann in
0.1 KCl suspendiert. Sie besitzen eine Restspaltung (~ 10, der urspriinglichen Spaltung) und
sind imstande die Spaltungsrate des L-Myosins zu einer Aktomyvosin-Spaltungsrate zu aktivieren.

Aktin: Ncetontrockenpulver wird nach dem Strauvsschen Verfahren in der von JAlsLe? an-
gegebenen Modifikation gewonnen. Aus dem Trockenpulver wird G-Aktin mit dem 30- 40 fachen
Volumen o.0002 M Ascorbinsdure, 0.0002 M ATP bei pH 7 extrahiert (40 min bei 207C). Die unlés-
lichen Bestandteile werden abzentrifugiert und der Uberstand durch ein grobes Filter gegossen.
Aus dem Filtrat wird das Aktin 2 3 mal iso-clektrisch nach Tsao? bei pl 3.5-4.7 geféllt, abzentri-
fugiert und mit wenig NaHC O, wieder in Losung gebracht. Zum Schluss werden KCl (Endkonzen-
tration 0.15.1/) und MgCly (Endkonzentration o.001 M) zugesetzt.

Inaktives ATP stammt von der Fa. Pabst, Milwaukee. Der ADP-Gehalt betragt 3 -3¢,
AMP ist nicht nachweisbar.

AP mit gleichméssiger Signierung aller Phosphate wurde in den Forschungslaboratorien
der Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim hergestelit”. Die Priparate enthalten 70-809, AT32p,
ausser ADP sind papierchromatografisch keine Vernnreinigungen nachweisbar.

Radioaktives 4 DP wird aus obigem AT32P fermentativ mit Aktomyosin-ATP-ase gewonnen
und nach LE PAGE?® als Barium-ADP gefiallt. Aus dem Ba-ADP wird durch Zusatz dquivalenter
Mengen H,50, und anschliessender Neutralisierung mit NaOH Na-ADP dirckt dargestellt. Die
Na-ADP-Lésungen sind frei von Ba®* und 50, .

AMP und 1A1P stammen von der Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim. Beide Nukleosid-
Phosphate erweisen sich im Papierchromatogramm als rein.

Fuadin: Bisulfit-freies Antimon-bis(brenzkatechin-Na-disulfonat) verdanken wir den Bayer-
Werken, Leverkusen,

Germanin — Suramin wurde aus handelsiiblichen Trockenampullen der Fa. Baver benutzt.

Salyrgan — Mersalyl, Theophyllin-frei, verdanken wir den Farbwerken Hoechst, Frankfurt.

Die Trennung des anorganischen Phosphates und dev Nukleosid-Phosphate crfolgt fur Ansitze
mit radioaktivem anorganischem Phosphat entweder papierchromatografisch oder nach CRANE
UND LipMaxy® durch Adsorption an Kohle (Aktiv-Kohle der Fa. Merck, Darmstadt. Methylen-
blautiter 10-171). Zur Aktivititsbestimmung wurde das Phosphat aus dem Kohlehyvdrolysat nach
Zugabe von Trigerphosphat als MgNH PO, gefillt.

IFiir Ansidtze mit AD32P erfolgte dic Trennung der Nukleosid-Phosphate und des anorga-
nischen Phosphates immer papierchromatografisch nach den Angaben von Kress tsp Hems?,

Papierchromalografische Tyennung: Wir verwenden bei hoher spezifischer Aktivitit des ADP
Whatman Nr. 1 Papier oder bei abklingender Aktivitit (fiir grossere Nukleotidmengen) Filterpa-
pier Nr. 214 der Fa. Macherey und Nagel, Diiren. Alle Papiere werden nacheinander in 2NV Essig-
siure, gesittigter alkoholischer Oxvchinolinlésung, mehrmals in 259, Alkohol, 1 N Ammoniak
und mehrfach in Aqua dest. gewaschen. Das in 50 m langer Rolle gelieferte Papier wird auf cinen
Waschapparat so aufgespult, dass es vom Waschmittel allseitig gut umspiilt wird, die Spule wird
durch einen Motor langsam in der L.osung gedreht. Nur gewaschene Papiere ermoglichen eine ein-
wandfreie Trennung der Nukleotidfraktionen. Der P-Gehalt des Papiers liegt nach der Waschung
bei = o.00t pMolPjem?2.

Wir entwickeln die Chromatogramme im 1. Losungsmittel (Isopropylather- Ameisensiure)
zur Abtrennung des anorg. P 128td. bei 15°C oder 6-8 Std. bei 207C. Tm 2. Losungsmittel zur Auf-
trennung der Nukleotide (Animonium-Isobutyrat-Isobuttersiure) entwickeln wir absteigend die
8o-100 c¢m langen Chromatogramme 48 56 Std. bei etwa 227C.

Die Lokalisation erfolgt nach MARKHAM UND SMITHZ. Die mit cinem Sicherheitsabstand aus-
geschnittenen Flecke (Grosse 10-60 cm?) werden in Mikro-Kjeldahl-Kolbehen, die mit einer Eich-
marke fiir 30 ml versehen sind, nach HaNES uxD [SHERWOOD® verascht. Nach Autfillung aut
30 ml erfolgen aus derselben Probe die Phosphat- und Aktivititsbestimmungen.

Zar A ktivitatsbestinonung wird ein Aliquot mit 20 gMol inaktivem Trigerphosphat versetzt,
als MgNH PO, gefillt, getrocknet und in einer Schichtdicke <7 25 mg/cm? gemessen. Die Aktivi-
tatsmessung geschieht unter einem Stirnfensterzihirohr (1.8 mg Glimmerjem?) der Fa. Philips.

Die Phosphatbestimmungen der chromatografisch getrennten Nukleosid-Phosphate erfolgen
nach BERENBLUM UND CHAINS sonst nach RocksTEIN UND HERRONSL

* Herrn Prof. Dr. Re1¥¥ und Herrn Dr. KiRCHHOFF gilt unser besonderer Dank fiir die mehr-
tache Herstellung von A'T32P mit hoher spez. Aktivitit.
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Fiir die Austauschansatze werden einem Sammelansatz zu den gewiinschten Zeiten jeweils
2 ml entnommen und in 0.5 m! 6% Trichloressigsdure pipettiert. Die Trichloressigsiure enthilt
einen Zusatz von 3-10~3M AMP und 3-10~3M IMP. Dadurch wird im Papierchromatogramm eine
ausreichende Trennung und Lokalisation der AM32P — und IM32P — Spuren von den in héherer
Konzentration vorliegenden anderen Nukleotiden ermoglicht. Alle Austauschansitze finden bei
pH 7 statt, als Puffer wird TRIS-Maleinsdure-Puffer 0.01—0.02 M nach GoMoRr1®* verwendet.

Bei Verwendung von Fuadin wird aus den enteiweissten Proben das Antimon des Fuadin
durch Einleiten von H,S als Antimonsulfid gefillt. Das verbleibende Brenzkatechin stort das
Chromatogramm nicht.

Die Bevechnung der Austauschraten geschieht nach der Differenzmethode aus einem moglichst
kurzen Anfangsstiick der experimentell gewonnenen Aktivititskurve des ATP.

Der Aktivititszuwachs in diesem kurzen Anfangsbereich wird durch die mittlere spezifische
Aktivitat des ADP (= Impulse min—! gMol ADPY), die fiir den betrachteten Zeitraum aus den
Experimentaldaten berechnet wird, dividiert. Man erhilt die uMole ADP, die durch Austausch
in ATP verwandelt worden sind.

Die erhaltenen Werte sind etwas zu klein, da unsere ATP-Fraktion bei Versuchsbeginn schon
immer kleine Mengen ATS?P enthilt, die aus der AD32P-Fraktion stammen (etwa 4-89, der
ADB38P-Aktivitit). Da sich natiirlich auch dieses AT3?P am Austausch beteiligt, und da ein Aus-
tausch zwischen AD32P und AT3#P nicht entdeckt werden kann, erscheint der Austausch um einen
Betrag zu niedrig, der dem Anteil des gezeichneten ATP am Gesamt-ATP gleich ist. Aus diesem
Grunde diirfte die wahre Rate des Austausches etwa um 4-8 %, grosser sein als die so berechnete.

Die Ratenberechnung mit dem Differentialquotienten. 38 ist in den meisten Fillen nicht
moglich, da die Spaltungsrate gegeniiber der Austauschrate nicht vernachlissigt werden kann.
Wenn die Spaltungsrate gross ist, werden die errechneten Austauschraten etwas zu klein, weil mit
der Spaltung durch Austausch entstandenes AT32P wieder in AD3P iiberfithrt und somit nicht
erfasst wird.

ZUSAMMENFASSUNG

1. 8-10 mal umgefillte Priparationen von ‘‘natiirlichem’ Aktomyosin tauschen Phosphat
zwischen AD%*?P und ATP mit hoher Geschwindigkeit aus, wenn Mg*~ zugegen sind.

2. Die Austauschgeschwindigkeit ist von der Ionenstirke im Bereich von 0.08—08 4 unab-
hangig, sie hingt dagegen stark ab von der Temperatur; Austauschrate bei 20°C~v 0.1 gMol min—}
mg Eiweiss™!, bei 0°C ~ 0.02-0.025 uMol min—! mg Eiweiss~1.

3. Die Austauschrate ist immer grosser als die Spaltungsrate. Die Austauschrate kann 1o-20
mal so gross sein wie die Spaltungsrate, wenn die Spaltungsrate in Mgt+t-haltigen Aktomyosin-
Losungen niedrig ist.

4. Grundsitzlich die gleichen Befunde gelten auch fiir 10-12 mal gewaschene isolierte Fibril-
len; doch erscheinen hier die Austauschraten zu klein, weil das im Innern der Fibrillen gebildete
AT3#P schneller gespalten wird als das inaktive ATP des umgebenden Bades.

5. Werden die Mg*+ durch Cat* ersetzt, so verschwindet der Phosphataustausch.

6. Wird aus den 10 mal gewaschenen Fibrillen selektiv das I.-Myosin extrahiert, so bleibt der
Phosphat-Austausch auch quantitativ unverandert, wihrend das extrahierte I.-Mvosin kein
Phosphat austauscht.

7. Hochgereinigte L-Myosin-Praparate aus A-Myosin spalten ATP ebenfalls ohne Phosphat-
Austausch. Das Gleiche gilt fiir das L-Myosin, das bei Ultrazentrifugation von Aktomyosin-
Lésungen in ATP-Gegenwart im Uberstand zuriickbleibt.

8. Aus den Beobachtungen 6 und 7 wird geschlossen, dass der Phosphat-Austausch durch die
Aktin-Komponente des Aktomyosins stattfindet.

9. Aktin aus Acetontrockenpulver bewirkt dagegen keinen Phosphat-Austausch.

ro. Ein Phosphat-Austausch tritt auch nicht auf, wenn Aktin aus Acetontrockenpulver mit
L-Myosin zu “‘kiinstlichem’ Aktomyosin vereinigt wird.

SUMMARY

1. Preparations of “‘natural’ actomyosin, dissolved and reprecipitated 8-10 times, transfer
phosphate between AD3P and ATP with great speed if Mg++ are present.

2. The exchange rate is independent of the ionic strength in the range 0.08-0.8 u, whereas it
is closely dependent on the temperature; exchange rate at 20°C~~ 0.1 umoles/min/mg protein, at
0°C ~ 0.02-0.025 umoles/min/mg protein.

3. The exchange rate is always greater than the rate of splitting. The exchange rate can be
10~20 gt+imes as great as the rate of splitting when the latter is low in actomyosin solutions contain-
ing Mgt+.

Lsteratur S. rog.
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4. Fundamentally, the same conditions hold for isolated fibrils washed 10—12 times; however,
in this case the exchange rates seem to be too low, since the AT32P formed in the interior of the
fibrils 1s more rapidly split than the inactive ATP of the surrounding bath.

5. I Mg+ are replaced by Ca -, the phosphate transfer stops.

o. If L-mvosin is selectively extracted from the fibrils that have been washed 10 times, the
phosphate transfer remains quantitatively unchanged, whereas the extracted L-mvosin transfers
no phosphate. ’

- Highly purified L-myosin preparations obtained from A-myosin, likewise split ATD
without phosphate transfer. The same holds for the L-myosin that remains in the supernatant
after ultracentrifugation of actomyosin solutions in the presence of ATP.

8. Itis concluded from observations 6 and 7 that the phosphate transfer occurs by means of
the actin component of actomvosin.

9. Actin obtained from acetone-dried powder, however, causes no phosphate transfer.

10. Phosphate transfer also does not occur when actin from acetone-dried powder is mixed
with L-mvosin to form *“artificial” actomvosin.
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