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Enzymatische Unterschiede zwischen Myosin-ATPasen quergestreifter Kaninchenmuskeln 

Myos in  aus  weissem S k e l e t t m u s k e l  ('WM) h a t  e ine  
b e d e u t e n d  h6he re  spezif ische ATPase-Akt ivi t~Lt  (sA) 
Ms das  E n z y m  aus  r o t e m  S k e l e t t m u s k e l  (RM) u n d  Herz -  
m u s k e l  (HM). Dies  s t e h t  in  E i n k l a n g  m i t  d e m  Nachweis ,  
dass  die A k t i v i t / i t  de r  M y o s i n - A T P a s e  eines Muskels  
pos i t iv  m i t  der  m a x i m a l e n  Ve rk i i r zungsgeschwind igke i t  
kor re l i e r t  i s t  ~. W M  u n t e r s c h e i d e t  s ich  y o n  H M  u n d  R M  
n i c h t  in  den  h y d r o d y n a m i s c h e n  E igenscha f t en2 ,  8. Zah l -  
re iche U n t e r s c h i e d e  p h y s i k o c h e m i s c h e r  4, s, chemischerS-9  
u n d  enzymatischer 7,8,~° A r t  s ind  h ingegen  b e k a n n t  
geworden.  N i c h t  endgt i l t ig  gekl i t r t  i s t  a b e r  die F rage ,  wie  
we i t  1RM u n d  HM, die eine p r a k t i s c h  gleiche A T P a s e -  
A k t i v i t ~ t  bes i tzen ,  i den t i s ch  s ind.  Die  b e i d e n  E n z y m e  
s t i m m e n  in  de r  a lka l i s ehen  I n a k t i v i e r u n g  n ,  in  i h r e m  
G e h a l t  a n  M e t h y l h i s t i d i n  9 u n d  a n n i t h e r n d  in de r  K i n e t i k  
des t r y p t i s c h e n  A b b a u s  ~, x* f iberein.  Hinweise  auf  m6g-  
l iche U n t e r s c h i e d e  w u r d e n  in e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  a, ~ u n d  
i m m u n o l o g i s c h e n  x~ U n t e r s u c h u n g e n  ge funden .  

I l l  d e r  vo r l i egenden  A r b e i t  u n t e r s u c h e n  wi r  die Abh l tn -  
g igke i t  de r  d u r c h  Ca *+ a k t i v i e r t e n  M y o s i n - A T P a s e n  
que rges t r e i f t e r  K a n i n c h e n m u s k e l n  y o n  d e r  K C I - u n d  
W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n .  ~3ber m e t h o d i s e h e  Aspek-  
te  h a b e n  wir  schon  b e r i c h t e t  ~.  

Methoden. F r i s c h  g e s c h l a c h t e t e n  K a n i n c h e n  w u r d e n  
Teile des  M. s e m i t e n d i n o s u s  u n d  s e m i m e m b r a n o s u s  zu r  
H e r s t e l l u n g  y o n  WM, des  M. i sch io- t ib ia l i s  ~ u n d  M. 
soleus zu r  H e r s t e l l u n g  y o n  R M  u n d  da s  He rz  zu r  Pr i ipa -  
r a t i o n  v o n  H M  e n t n o m m e n .  Die  Myos ine  w u r d e n  n a c h  
de r  Vor sch r i f t  y o n  MUELLER et  al. x~ isoliert .  V o r  de r  
B e s t i m m u n g  de r  A T P a s e - A k t i v l t ~ t  w u r d e n  al le  L 6 s u n g e n  
t iber  N a c h t  gegen 600 m M  KC1 d ia lys i e r t  u n d  d a r a u I  bei  
105 000 g zen t r i fug ie r t .  ~ b e r  die E i g e n s c h a f t e n  y o n  W M  
h a b e n  w i t  s c h o n  p u b l i z i e r t  ~.  

A T P a s e - A k t i v i t i i t e n  w u r d e n  be i  p H  6.5 u n d  7.6 in  
fo lgenden  zwei A n s a t z s y s t e m e n  b e s t i m m t :  a) TM - 37: 
Tris-Maleatpuffer 150 m M ,  KC1 37 r a M .  b) T M -  287: 
Tris-Maleatpuffer 150 r a M ,  KC1 287 m M .  Die  Ca e+- 
K o n z e n t r a t i o n  b e t r u g  in  a l len  Ans~itzen 10 raM, die 
A T P - K o n z e n t r a t i o n  5.5 m M .  V e r s u c h s t e m p e r a t u r  25°C, 
M y o s i n k o n z e n t r a t i o n e n  63-420  ~g/ml ,  A n s a t z v o l u m e n  
16 ml .  J edes  Myos in  w u r d e  gle ichzei t ig  in  a l l en  v i e r  
A n s a t z s y s t e m e n  geprfift .  P r o b e n  w u r d e n  alle 5 Min. 
w ~ h r e n d  30 Min.  e n t n o m m e n  u n d  in  5 % Tr ich loress igs~ure  
ente iweiss t .  Die  spezi f i sche  Ak t iv i tA t  i s t  de f in ie r t  a ls  vg  
aus  A T P  abgespa l t enes  P~ p ro  m g  Eiweiss  p ro  5 Min.  
P h o s p h a t  w u r d e  n a c h  FISKE u n d  SUBBAROW x~, Eiweiss  
m i t  e iner  B i u r e t m e t h o d e  b e s t i m m t .  E x t i n k t i o n  u n d  
E n t n a h m e z e i t  e iner  P r o b e  w u r d e n  e i n a n d e r  zugeordne t .  
Mi t  Hi l fe  eines T i s c h c o m p u t e r s  (Ol ive t t i  P r o g r a m m a  
101) w u r d e n  die zugeh6r ige  Regres s ionsge rade  u n d  ihre  
S t e igung  b e s t i m m t .  Die  S t e i g u n g  de r  G e r a d e n  d i e n t e  
u n t e r  Be r i i cks i ch t igung  de r  i m  V e r s u c h  v e r w e n d e t e n  
M y o s i n k o n z e n t r a t i o n  zu r  B e s t i m m u n g  de r  sA u n d  z u m  
d i r e k t e n  Verg le ich  tier Akt iv i t~ t t  y o n  Ans~itzen m i t  glei-  
cher  M y o s i n k o n z e n t r a t i o n .  

Resultate. Auf Tabe l l e  I s ind  die spez i f i schen  Ak t iv i -  
t ~ t e n  v o n  WM, R M  u n d  H M  in Abh~Lngigkeit yo re  Puf -  
I e r s y s t e m  u n d  v o m  p H  zusammenges t e l l t .  W i r  e n t n e h m e n  
ihr ,  dass  die sA yon  V ~ {  i m m e r  gr6sser  i s t  als  d ie  y o n  H M  
u n d  RM.  Die  sA y o n  H M  i s t  n u r  in  TM-287 s i gn i f i kan t  
v o n  1R1V[ versch ieden .  

Auf  Tabe l l e  I I  s ind  die Q u o t i e n t e n  de r  sA de r  Myos ine  
in zwei A n s a t z s y s t e m e n  m i t  ve r sch iedene r  KC1-Konzen-  
t r a t i o n ,  j edoch  g le ichem pH,  zusammenges t e l l t .  Be i  p H  
6.5 u n t e r s c h e i d e n  s ich  al le  3 Myos ine  s ign i f i kan t  in  de r  
H e m m u n g  d u r c h  KC1. Bei  p H  7.6 u n t e r s c h e i d e t  s ich  W M  
n i c h t  yon  1RM, j e d o c h  v o n  HM,  u n d  H M  a n  de r  Grenze  
der  S ign i f ikanz  y o n  t tM.  Alle 3 Myos ine  w e r d e n  be i  p H  
7.6 s t a r k e r  d u r c h  KC1 g e h e m m t  als be i  p H  6.5. 

Das  Verh / i l tn i s  de r  sA bei  p H  6.5 u n d  7.6 is t  ffir a l le  3 
Myos ine  in  e inem A n s a t z m i l i e u  m i t  k l e inem KC1-Zusatz  
(37 r a M )  gleich.  I n  e i n e m  S y s t e m  m i t  h o h e m  t (Ct-  
Z u s a t z  (287 m M )  u n t e r s c h e i d e n  s ich  W M  y o n  tZM u n d  
IZM y o n  H M  s ign i f ikan t  (Tabel le  I I I ) .  

Diskussion. Die  sA y o n  W M  is t  h 6 h e r  als d ie  yon  R M  
u n d  H M  ~,8,1°,1.. Die  sA v o n  R M  u n d  H M  is t  i ihnl ich  4,is 
u n d  es k a n n  yore  A n s a t z m i l i e u  abhAngen,  ob  ein gesicher-  
t e r  U n t e r s c h i e d  g e f u n d e n  w i rd  oder  n ich t .  KC1 h e m m t  die 
e n z y m a t i s c h e  Akt ivi t~i t  v o n  W M  u n d  H M  s, 14 sowie v o n  
R M  versch ieden ,  wobei  das  p H  eine zus~tz l iche  1Rotle 
spiel t .  R M  u n t e r s c h e i d e t  s ich be i  p H  6.5 d e u t l i c h  yon  
VCN~ u n d  HM,  be i  p H  7.6 y o n  W M  n i c h t  v o n  H M  w e n i g L  
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Tabelle 1. Die spezifischen Aktivit/iten der ATPasen yon WM, RM und HM in zwei Ansatzsystemen bei pH 6,5 und 7,6 

Ansatz TM-37 pH 6,5 TM-37 pH 7,6 TM-287 pH 6,5 TM-287 pH 7,6 

WlV[ (n = 6) 4,67 :t= 0,36 3,51 4- 0,23 3,04 4- 0,23 2,02 ~1= 0,25 
HM (n = 6) 1,09 4- 0,48 0,89 4- 0,22 0,95 :t: 0,18 0,61 4- 0,13 
RM (n = 6) 0,94 4- 0,05 0,68 -I- 0,08 0,74 4- 0,03 0,41 4- 0,04 

"vVM/HM p <: 0,01 (+),  p < 0,01 (+),  p < 0,01 (+),  p < 0,01 (+).  WM/RM p < 0,01 (+),  p < 0,01 (+),  p < 0,01 (+),  p <  0,01 (+).  
HMIRM p = 0,08 (--),  p = 0,06(--), p < 0,01 {+), p < 0,01 (+).  
Angegeben sind • 4- s T. Signifikanz (+) wurde angenommen, wenn p <: 0,05. Statistische Berechnung nach LINDER ~°. 
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Tabelle II. Die Hemmung der ATPasen yon VCM, RM und HM dutch 
Zusatz yon KC1 

Tabetle IIL Die Abhangigkeit der spezifischen AktivitAt tier ATP- 
asen yon WM, RM und HM yore pH bei zwei versehiedenen KC1- 
Konzentrationen 

pH 6,5 7,6 

Puffer TM-37 n TM-287 n 
Quotient TM-37 n TM-37 n 
der sA TM-287 TM-287 
}VM 1,54 =J= 0,16 6 1,76 4- 0,22 7 WA{ 1,33 4- 0,04 6 1,52 -4- 0,11 6 
RM 1,31 -4- 0,04 6 1,68 -V 0,17 9 RbI 1,39 -b 0,14 6 1,74 4- 0,09 6 
HM 1,15 4- 0,04 6 1,45 -¢- 0,14 7 HM 1,25 4- 0,16 6 1,58 4- 0,09 6 

WM/RM p < 0,01 (+),  p = 0 , 4 3 ( - - ) ;  WM/HM p=0,01  (+),  p =  
0,01 (+) ;  RM/Hlff p = 0,0Z {+), p = 0,05 (4-). 

Angegeben sind die Quotienten (~4-~) der Aktivit~ten in zwei An- 
s~itzen mit verscbiedener KC1-Konzentration. Die statistischea Be- 
reehnungen erfolgten nach LINDER 2°, p. 106 If. Signifikanz (+)  wurde 
angenommen, wenn p <: 0,05. 

WM/RM p > 0,05 (--),  p <~ 0,01 (+) ;  WM/HM p > 0,05 (--),  p = 
0,3(--) ;  RM/H1V[ p > 0,05(--), p = 0,02 (+). 

Angegeben sind die Quotienten pH 6,5:7,6 (~±s~). Signifikanz (+) 
wurde angenommen, wenn p < 0,05. Statistische Berechnung nach 
LINDER 20. 

Die spez. A k t i v i t ~ t e n  a l ler  3 Myos ine  h ~ n g e n  in e inem 
Milieu m i t  ge r ingem KC1-Zusa tz  in  gle icher  Weise  v o m  
p H  a b l L  Bei  h 6 h e r e m  KC1-Zusa tz  e rgeben  s ich signi- 
f i k a n t e  Un te r sch iede .  Die  un t e r s ch i ed l i che  E m p f i n d l i c h -  
ke i t  au f  KC1 h l ing t  n i c h t  v o m  R e i n h e i t s g r a d  oder  der  
P r ~ p a r a t i o n s m e t h o d e  a b  14. SRETER et  al. v k o n n t e n  ke ine  
I n h i b i t o r e n  oder  I n a k t i v a t o r e n  yon  M y o s i n - A T P a s e n  
nachweisen ,  W i r  g l a u b e n  desha lb ,  dass  n i c h t  n u r  W M  
y o n  H M  u n d  R M  wesen t l i ch  ve r s ch i eden  ist ,  s o n d e r n  
dass  a u c h  zwischen  LRM u n d  H M  ke ine  e n z y m a t i s c h e  
I d e n t i t ~ t  b e s t e h t .  

Summary. T h e  Ca e+ a c t i v a t e d  m y o s i n - A T P a s e  of wh i t e  
ske le t a l  musc le  of t h e  r a b b i t  h a s  a m u c h  h i g h e r  specific 
a c t i v i t y  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  e n z y m e s  f r o m  red  a n d  
ca rd iac  muscle .  The  p H - d e p e n d e n c e  of t h e  3 myos in-  

A T P a s e s  is ident ica l .  However ,  t h e y  di f fer  s ign i f i can t ly  
in  t h e  e x t e n t  of t h e i r  i n h i b i t i o n  b y  KC1. W e  conclude,  
therefore ,  t h a t  al l  3 myos ins  are e n z y m a t i c a l l y  diss imilar .  
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E f f e c t s  o f  C h o l e s t e r o l - D e r i v e d  P h o t o p r o d u c t s  on  the  I n c o r p o r a t i o n  of ~4C-Acetate into  H u m a n  S k i n  
Lip ids  

P r e v i o u s  s tud ies  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e i t h e r  u l t r a -  
v io le t  (UV) or  s u n l i g h t  r educes  t he  level  of f reely e x t r a c t -  
ab le  h u m a n  sk in  c t loles terol  in  v i t r o L  T h e  fa t e  of t h e  
cholesterol ,  re f lec ted  b y  t h e s e  r educed  levels,  is n o t  fu l ly  
unde r s tood .  However ,  t h e  i n s t a b i l i t y  of cho les te ro l  in  t h e  
presence  of a i r  a n d  l igh t  is wel l  d o c m n e n t e d .  T h e  fo rma-  
t ion  of cho les te ro l -de r ived  p h o t o - o x i d a t i o n  p r o d u c t s  
unde r  va r ious  e x p e r i m e n t a l  cond i t i ons  h a v e  been  r epo r t -  
ed z-~. P r e l i m i n a r y  s tud ie s  h a v e  s h o w n  t h a t  choles tero l -  
de r ived  p h o t o - o x i d a t i o n  p r o d u c t s  are  fo rmed  in h u m a n  
sk in  u p o n  exposure  to  U V - l i g h t  ( u n p u b l i s h e d  da ta ) .  

R e c e n t l y  BLACK a n d  RAUSCHKOLB 5 r e p o r t e d  t h a t  
b r o a d  s p e c t r u m  l igh t  ( s imula ted  sun l igh t )  i n h i b i t e d  t h e  
in v i t r o  i n c o r p o r a t i o n  of 1-x4C-acetate i n to  h u m a n  sk in  
s terols  as well  as o t h e r  classes of l ipids.  T he  m a j o r  s i te  of 
th i s  i n h i b i t i o n  was  s h o w n  to  be  a c t i v a t i o n  of a c e t a t e  in 
the  f o r m a t i o n  of ace ty l  CoA, t he  p recurso r  of l ipogenesis% 
As the se  p h e n o m e n a ,  r educed  cho les te ro l  levels,  fo rma-  
t ion  of cho les te ro l -de r ived  p h o t o - o x i d a t i o n  p r o d u c t s  a n d  
i n h i b i t e d  l ipogenesis ,  a re  t h e  r e su l t  of l i gh t  i r r a d i a t i o n  
upon  h u m a n  skin,  t h e  poss ib i l i ty  ex is t s  t h a t  t h e y  a re  
re la ted .  T h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n s  were  u n d e r t a k e n  to  
d e t e r m i n e  t h e  poss ib le  role of cho les te ro l -de r ived  p h o t o -  
o x i d a t i o n  p r o d u c t s  u p o n  skin  l ipogenesis .  

Materials and methods. Choles te ro l -der ived  p h o t o -  
o x i d a t i o n  p r o d u c t s  (UV-PP)  were p roduced  b y  UV- i r r a -  
d i a t i on  of cho les te ro l  a b s o r b e d  on  t h i n  l ayer  p la tes .  2 m g  

of cho les te ro l  c o n t a i n i n g  a t r ace  a m o u n t  of choles te ro l -4  
14C (sp. act .  61.4 mC]mmole )  in  1.0 m l  of ch lo ro fo rm-  
m e t h a n o l  (2:1,  v /v )  was  app l i ed  to  si l ica gel c o a t e d  t h i n -  
l aye r  p la tes .  T h e  p l a t e s  were  i r r a d i a t e d  for  40 m i n  w i t h  a 
B u r d i c k  QA-450 N m e r c u r y  a rc  l a m p  (1.43 × l 0  s ergs /sec /  
cmZ). A f t e r  i r r a d i a t i o n  t h e  p l a t e s  were  deve loped  in 1, 
2 -d ich lo roe thane .  P o l a r  U V - P P  r e m a i n i n g  a t  t h e  o r ig in  
of t h e  c h r o m a t o g r a m  were sc raped  off a n d  e x t r a c t e d  3 
t in les  w i t h  5 m l  of c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  (2:1,  v /v) .  The  
e x t r a c t s  were pooled  a n d  e v a p o r a t e d  to  d ryness .  The  
r a d i o a c t i v i t y  of d r y  residue,  r e p r e s e n t i n g  U V - P P ,  was  
e q u i v a l e n t  to  5 %  of t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  of t h e  or ig ina l  
cholesterol .  
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