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g:ttiersuchungen iiber den Einfluss verschiedener

Onen auf die ATP-Spaltung durch die Zyto-

Plasmafraktion vom Plexus chorioideus des
Rindes

PGIDI:u der Zytoplasmafraktion aus Homogenaten des
eine BS{ Cilfrlmdeus. (PL chor.) des Rindes beschrieben wir
taligy § -Qbhﬁtnglge, nicht Na+-K+-stimulierbare, digi-
ATp rllnempfmdhche Adenosintriphosphatase (ATPase,
erei; hOSphohydrolase, E.C.3.6.1.3), auf deren Existenz
Suck, S BoNTING et al.? und VaTEs et al.® nach Unter-

e ‘Elgm an Gesamthomogenaten geschlossen hatten.
Wert hnzymaktiviti«it unserer Fraktion war bemerkens-
Nat och (Vorm®1). Wir priiften nun den Einfluss von
auf ’ -K+’ Li+, Rb+, Cst, Cott+, Mntt, Znt+ und Fet++t

Mdle Mg*+-abhangige ATPasc.

o ehodik. Die Pl. chor. der Seitenventrikel von Rin-
DODI; wurden etwa 30 min nach Tétung der Tiere ent-
Qmmen’. in 0,25 M Saccharose von 2-4°C gewaschen und
und ‘ﬁ?mmert. Nach Abtrennen des Zelldebris, der Kern-
bei 20 ltochondrienfraktion durch Zentrifugieren (15 min
Stang 00 g, 3‘0 min bei 25 OQO g) bestimmten wir im Uber-
ot 8] 5den Eiweissgehalt mit dem Phenoclreagenz (Lowry

oy ) und der Biuret-Methode (GormaLr et al.®). Zum

SSchluss einer Verunreinigung durch erythrozytire
batigasen wurde die Benzidinreaktion verwendet. Inku-

vis %Shedmgungen: Tris-ATP 5 mM, MgCl, 5 mM,
in ~HCl-Puffer 40 mM pH 7,0, T =35°C. Die Be-
Stra.gtung der Proportionalitit zwischen Zeit und Sub-
war, dumSatii sowie Enzymmenge und Substratumsatz

ie © gepriift. Eiweissmenge in den Ansitzen 100 zg/ml.

e Ratmr,fen wurden einheitlich als Chloride zugesetzt.
Stagy, ealtion ‘wurde durch Zugabe des Substrates ge-
Weis gt und mit 20% Trichloressigsdure beendet. Nach-
im Py €s aus ATP freigesetzten anorganischen Phosphates
5 hlltrat‘ Substrat: das Dinatriumsalz der Adenosin-5'-
alé Osphorsiure wurde in Aqua bidest. geldst, nach
4'?86 durch in 1 #-HCl vorgewaschenem Dowex 50
spekt00-400 mesh, p.A., Gegenion H*) der ATP-Gehalt
st Tophotometrisch bestimmt. Aufbewahrung der Sub-

Tatlosung bei — 20°C.

By estimmung der Enzymaktivitit: die Messung der
Angmalj{tivité.t erfolgte durch den Nachweis des aus
freigesetzten anorganischen Phosphates (P;} nach

HMANN und JenDrassik?. Als Reduktionsmittel wurde

¢thyl-p-aminophenolsulfat verwendet.

; efunde. Wihrend die Zeit-Umsatz-Kurve bis zu 30
nuﬁthneax verlief und damit einer Reaktion s<_:hem'b?.r
2wi €T Ordnung entsprach, bestand eine Proportllonahta}t
ineschen Enzymmenge und gemessener Aktivitdt, die

4 war, deren graphische Darstellung jedoch nicht

K+

zenturnd_ Nat haben ebenso wie andere monovalente Kationen in Kon-

b éi;‘tIPnen zwischen 10 und 150 mM keinen Einfluss auf die Mg*+-

8ige ATPase. Dic angegebenen Werte unterscheiden sich
sdmtlich nicht signifikant von der Basalaktivitit

Kau‘)nen K+ Nat
K
(;Xlzentratian ATPase
) (% der Basalaktivitit)

13 100 100

2 113,7 + 13,3 104,0 4 12,5
5 106,5 + 8,2 -

10 1155+ 9,5 93,04 8,7
150 104,5 & 10,6 1140 + 8,7

11,7 £ 13,2 -
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durch den Nullpunkt ging, sondern die Ordinate im nega-
tiven Bereich schnitt. Da entsprechend die spezifische
Aktivitit des Enzyms je nach Eiweisskonzentration im
Ansatz wechselte, mussten die Untersuchungen bei einer
konstanten Eiweisskonzentration durchgefiihrt werden,
um vergleichbare Ergebnisse zu zeigen,

Die Untersuchung der einwertigen Kationen Nat, K+,
Lit und Rb* ergab keine signifikante Beeinflussung der
Enzymaktivitdt in niedrigen Konzentrationen, in hoheren
war eine leichte Hemmung der ATP-Hydrolyse zu be-
obachten (Figur 1). Frithere Untersuchungen (VoTu?)

n
=]

“ader Basalaktivitdt

s 50 T 00

150mM

Fig. 1. Der Effekt dreier einwertiger Kationen sowie von Fet++ auf

die ATPase-Aktivitit, wiedergegeben in Prozenten der Basalaktivi-

tiat, Wahrend die monovalenten Kationen nur in hohen Konzentra-

tionen einen leichten inhibitorischen Einfluss zeigen, hemmt Fet++
deutlich.

“oder Basalakfivitat

150m/?

Fig. 2. Der Einfluss von Mo+, Zn** und Co** auf die Mg++-abhin-
gige ATPase-Aktivitit. Mnt+ erweist sich wirksamster Hemmer.
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hatten bereits gezeigt, dass die gleichzeitige Anwesenheit
von Nat und K+ auf die Enzymaktivitit keinen Einfluss
hat, eine Nat-Kt-stimulierbare ATPase in der Zyto-
plasmafraktion mithin nicht nachweisbar ist. Wir priiften
nun den Einfluss jedes Kations allein (Tabelle), um
eventuell Hinweise auf die Existenz einer Nat-stimulier-
baren ATPase, wie sie in Hirnmikrosomen nachgewiesen
wurde {JARNEFELTS, VorH4), zu gewinnen. Beide Ka-
tionen haben jedoch keinen signifikanten Einfluss auf
die Enzymaktivitit. Fet++ hemmt die ATPase deutlich
(Figur 1), Unter den bivalenten Kationen zeigt Mnt+
eine sehr starke (Figur 2), Zn*++ und Cot+ eine schwiichere
Hemmwirkung. Mn*+ erweist sich als wirksamster Hem-
mer der Mg+t-aktivierbaren ATPase, es folgen Zn*,
Fet++ und Cott,

Diskussion. Am auffilligsten unter den Befunden ist
die starke Hemmwirkung von Mnt+, Wie unsere fritheren
Untersuchungen {VoTH3) zeigten, vermag Mn++ das obli-
gate Mg+t nicht vollig zu ersetzen. Enthalten Ansitze
statt der optimalen Mg++-Konzentration von 5 mM die
gleiche Menge Mnt+, so wird die ATP-Hydrolyse auf
759, reduziert. Steigern wir in Mg*t+-Anwesenheit die
Mn++-Konzentration, so scheint Mn++ das Mgt+-Ion zu
verdringen, es kommt zu einer rasch zunehmenden Hem-
mung der ATP-Spaltung. Zusdtzlich spielt die Erhéhung
der Ionenstidrke eine Rolle.

Actin aus Kalbsherzmuskel

Herzaktive Glykoside beeinflussen nach HORvVATH et
al.! die Polymerisation von g-Actin zu f-Actin. WoLLEN-
BERGER? wies nach, dass der Effekt unspezifisch ist und
auch herzinaktiven Glykosiden zukommt. Nach beiden
Arbeiten ist das Polymerisationsverhalten priparations-
abhingig sehr unterschiedlich. WOLLENBERGER konnte
einen Glykosideinfluss nur dann nachweisen, wenn das
Actinprédparat aus Herzen stammte, die nach dem Tode
der Versuchstiere einige Zeit im Korper liegen geblieben
waren.

Neue Untersuchungen haben gezeigt, dass nach &lteren
Methoden pripariertes Actin inhomogen und héufig mit
Tropomyosin kontaminiert ist®»t Wir untersuchten des-
halb, ob auch die Polymerisation von reinem g-Actin
durch Glykoside beeinflusst wird, in der Hoffnung, im
positiven Falle Aufschluss iiber den noch unklaren
Mechanismus der g-Actin -» {-Actin Transformation zu
erhalten.

g-Actin wurde aus Kalbsherzen rein dargestellt, seine
wichtigsten Eigenschaften bestimmt und mit denen von
g-Actin aus Muskeln anderer Tierarten verglichen. Dar-
aufhin massen wir Polymerisationsgeschwindigkeit, Vis-
kositdt und Thixotropie von Actinlésungen mit und chne
Zusatz von g-Strophantin (Quabain) und k-Strophantin
{Strophosid).

Methode. Die Actinpriparation erfolgte aus frischen
Kalbsherzen nach der Methode von Katz und Harih.
Eiweisskonzentrationen wurden mit einer Biuretmethode
bestimmt, Viskosititen massen wir mit einem Ubbelohde
Kapillarviskosimeter, Polymerisationsgeschwindigkeiten
und Thixotropiekonstanten mit einem achtstufigen Wells-
Brookfield Mikrorotationsviskosimeter. Der Polymerisa-
tionsvorgang wurde durch Zugabe von KCl und MgCl,
(Endkonzentrationen: 0,1 M KCl, 0,001 MgCl,) gestartet.
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Experizntia 23/
Monovalente anorganische Kationen zeigen nul 1
hohen Konzentrationen einen schwachen inhibitorische?
Effekt. Dies entspricht dem Verhalten zytoplasmatisché’
ATPasen auch anderer Gewebe ebenso wie das Fehlen der
Na+-K*-stimulierbaren Enzymaktivitat.

Swummary. The cytoplasma fraction of thebovine chOl’Old
plexus epithelial cells was found to contain a considemb_ke
ATPase activity. The influence of Nat, K+, Lit, RD™
Cs+, Cot+, Mnt+, Zo+ and Fet+t on the activity of the
Mg++-dependent enzyme has been studied. The mono
valent cations do not influence the enzymic activity’
whereas the effect of the bi- and trivalent cations *
characterized by an inhibition of the ATPase.
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Tabelle I. Eigenschaften von Kalbsherzactin

S‘Z:Ow 34 1013 5€C

§20% (10-2 M EDTA) ~ 4,7+ 10738 5C

1
Grenzviskositatszahl (4 °) 0,07 dlg
Myosinbindungsvermdgen (Actin: Myosin) 1:4

58

SH-Gruppen pro Molekiil
{berechnet auf M = 60000}

Tabelle 11, Aminosaureanalyse von Kalbsherzactin (Anzahl Amin®
sauren pro Molekiil Actin)

Aminosiure Anzahl Aminosiure Aﬂzah1
Cystin 28 Alanin 47
Histidin 7 Cystein 5-6
Arginin 21 Valin 32
Asparaginsiure 56 Methionin 19
Threonin 32 Isolencin 36
Serin 29 Leucin 43
Glutaminsdure 61 Tyrosin 20
Prolin 26 Phenylalanin 16
Glykokoll 37 Tryptophan -
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