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ZUSAMMENFASSUNG

Das M 165.000 M-Protein, von nun an MYOMESIN genannt, wurde aus

r

Hühner-Brustmuskeln gereinigt. Mit Hilfe von spezifischen Antikör¬

pern gegen Myomesin konnte dieses Protein in der M-Linienregion

von Hühner-Skelettmuskelmyofibrillen, aber auch in der H-Zone von

Hühner-Herzmuskelmyofibrillen - denen eine elektronendichte M-Linie

fehlt - lokalisiert werden.

Extraktionsversuche mit Puffern verschiedener Ionenstärke zeigten,

dass Myomesin nur unter Bedingungen quantitativ extrahiert werden

kann, bei denen das gesamte A-Bandenmaterial von Myofibrillen (d.h.

die Myosinfilamente) herausgelöst wird. Im Gegensatz zur MM-Krea-

tinkinase - dem zweiten bisher bekannten Skelettmuskel-M-Linienpro-

tein -, die durch die Fab-Fragmente von anti-MM-Kreatinkinase-Anti-

körpern vollständig aus den Myofibrillen herausgelöst werden kann,

konnte Myomesin durch die Fab-Fragmente der anti-Myomesin-Antikör-

per nicht quantitativ extrahiert werden. Auch wenn die MM-Kreatin-

kinase zuerst aus Skelettmuskelmyofibrillen entfernt wurde, was

mit dem Verschwinden der elektronendichten M-Linie einherging,

blieb Myomesin - wenn auch weniger stark - immer noch an die M-Li¬

nienregion gebunden.

Diese Resultate zeigen, dass Myomesin eine integrale Proteinkompo¬

nente der M-Linienregion von adulten Skelett- und Herzmuskelmyofi-

brillen darstellt.

Ausser in Skelett- und Herzmuskeln konnte Myomesin nur noch im Thy¬

mus (der myogene Zellen vom Skelettmuskeltyp enthält) nachgewiesen

werden, nicht aber in glatten Muskeln oder in irgendwelchen ande¬

ren Geweben.

Während der Terminaldifferenzierung von myogenen Zellen in vitro

trat Myomesin gleichzeitig mit den meisten anderen muskelspezifi¬

schen Proteinen auf; schon in sehr "jungen" Myofibrillen, die erst
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aus wenigen parallel nebeneinanderliegenden Myofilamenten bestan¬

den, konnte Myomesin in der entstehenden H-Zone lokalisiert wer¬

den. In sich noch teilenden myogenen Zellen oder in Zellen, deren

Terminaldifferenzierung unterdrückt wurde, konnte kein Myomesin

nachgewiesen werden.

Myomesin stellt somit ein myofibrilläres Protein dar, das sich her¬

vorragend als "Marker" der Terminaldifferenzierung von myogenen

Zellen eignet und dessen Funktion im Zusammenbau und/oder Zusammen¬

halt der Myofibrillen quergestreifter Muskulatur liegen könnte.
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ABSTRACT

The M 165,000 M-protein, hereinafter called MYOMESIN, was purified

from chicken breast muscle. Rabbit antibodies against chicken myo¬

mesin were used to show that this protein is localized within the

M-line region of skeletal myofibrils as well as within the H-zone

of chicken heart myofibrils lacking an electron-dense M-line.

Quantitative extraction of myomesin from myofibrils could only be

achieved under high ionic strength conditions which solubilize the

whole A-band material (i.e. the myosin filaments), but not in low

ionic strength buffers reported to specifically extract M-line ma¬

terial. While Fab-fragments of antibodies against MM-creatine

kinase cause the specific release of this protein and the concomi-

tant disappearance of the electron-dense M-line from skeletal mus¬

cle myofibrils, monovalent antibodies against myomesin could not

release myomesin quantitatively from either breast or heart myo¬

fibrils, but remained bound to the myofibrillar structure. Even

when MM-creatine kinase was first removed from skeletal muscle myo¬

fibrils, myomesin was still bound, though more weakly, to the M-

line region of these myofibrils.

These results indicate that myomesin represents a structural prote¬

in component of the M-line region of skeletal and heart myofi¬

brils.

Besides skeletal and heart muscle only thymus (known to contain

myogenic cells of the skeletal muscle type) was found to contain

myomesin. No myomesin was, however, detected in smooth muscle or

any other tissue tested.

During terminal differentiation of myogenic cells in vitro myome¬

sin was first detected in elongated myoblasts; its synthesis rose

sharply at the time when most of the major myofibrillar proteins

were accumulated. In small myotubes myomesin was shown to be bound
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to the forming H-zone of nascent myofibrils consisting of only few

aligned myofilaments. No significant amounts of myomesin were, how-

ever, detected in dividing presumptive myoblasts on in cells pre-

vented from undergoing normal terminal differentiation.

Myomesin thus repnesents a myofibrillar protein exceptionally well-

suited for the study of muscle cell differentiation. The data sug-

gest that it plays an important role in the assembly and/or main-

tenance of cross-striated muscle myofibrils.
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ABKÜRZUNGEN

5'-AMP Adenosin-5'-Monophosphat

Ara-C 1-/5-D-Arabinofuranosyl-Cytosin

ATP Adenosintriphosphat

BB-CK Kreatinkinase-Dimer bestehend aus zwei B-Untereinheiten

BrdUrd 5-Bromo-2'-Deoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin

CBB Coomassie Brilliant Blue

DEAE Diäthylaminoäthyl

DNS Deoxyribonukleinsäure

DTT Dithiothreitol

EDTA Aethylendiamintetraessigsäure

EGTA Aethylenglykol-bis-(2-Aminoäthyläther)N,N'-Tetraessigsäu¬
re

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

HMM Heavy Meromyosin

IgG Immunglobulin G

LMM Light Meromyosin

MEM Minimal Essential Medium

MM-CK Kreatinkinase-Dimer bestehend aus zwei M-Untereinheiten

PBS Phosphate Buffered Saline

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RNS Ribonukleinsäure

S1, S2 Subfragmente 1 und 2 des Myosinmoleküls

SDS Natriumdodecylsulfat
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TCA Tnichloressigsaure

Tnis Tris-( hydroxymethyD-Aminomethan
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EINLEITUNG

Die Grobstruktur der Myofibrillen, der kontraktilen Organelle der

quergestreiften Muskulatur, ist schon lange bekannt. Neben der an¬

isotropen (A-) Bande und der durch die Z-Linie unterbrochenen iso¬

tropen (I-) Bande beobachtete man schon vor mehr als 100 Jahren

eine Struktur in der Mitte der A-Bande, die sich in ihrer Licht¬

transmission von anderen Stellen der A-Bande unterschied. Diese

Struktur wurde als M-Linie bezeichnet, da sie sich jeweils in der

Mitte einer kontraktionsfähigen Einheit (Sarkomer) der Myofibrille

befindet.

Mit dem Aufkommen der Elektronenmikroskopie konnte die Anwesenheit

einer elektronendichteren "Struktur" in der Mitte der A-Bande be¬

stätigt werden (40), ebenso konnte klar gezeigt werden, dass die

dicken Myofilamente, die zur Hauptsache aus Myosin bestehen (43),

die ganze A-Bande und damit auch die gesamte M-Linienregion durch¬

ziehen (20). In der Folge wurde vor allem der Aufbau dieser dicken

Myosinfilamente genauer untersucht.

Der Hauptbestandteil dieser Filamente, Myosin, wurde als etwa 150

nm langes, stäbchenförmiges Molekül mit einer globulären Region

an einem Ende beschrieben (56, 108, 146). Letztere konnte später

in zwei globuläre Untereinheiten (Subfragmente S1) von je ca. 7

nm Durchmesser aufgelöst werden (118). Die von Gergely (39) begon¬

nenen Studien an proteolytischen Fragmenten von Myosin zeigten,

dass dieses Molekül als aus drei verschiedenen funktionellen Ein¬

heiten bestehendes Protein aufgefasst werden kann. Myosin S1 be¬

sitzt ATPase Aktivität (92) und interagiert mit Aktin (91). Der

hinterste Teil des Myosinstäbchens (LMM) ermöglicht die Aggregation

der Myosinmoleküle zu Filamenten (126). S2 schliesslich, das zusam¬

men mit LMM den stäbchenförmigen Teil des Myosinmoleküls ausmacht,

bildet ein mechanisches Verbindungsstück zwischen LMM und S1 (57,

99).
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Eingehende biochemische und ultrastrukturelle Studien an den dicken

Myosinfilamenten führten zur Erkenntnis, dass die Myosinmoleküle

in diesen Filamenten in einer bipolaren Anordnung aggregiert sind,

so dass in der Mitte eine 150 - 200 nm lange Ueberlappungszone der

stäbchenförmigen Teile der Myosinmoleküle entsteht (56). Durch die

parallele Aneinanderlagerung vieler Myosinfilamente entsteht die

myofibrilläre A-Bande; in ihrer Mitte bilden die zentralen Uebei—

lappungszonen der Myosinfilamente die optisch weniger dichte H-Zo-

ne. Die M-Linienstruktur, die ihrerseits in der Mitte der H-Zone

senkrecht zu den Myosinfilamenten verläuft, enthält somit nur die

stäbchenförmigen LMM-Teile der Myosinfilamente.

Bis vor wenigen Jahren waren weitere Details des Aufbaus der M-Li-

nie einer genaueren Untersuchung unzugänglich. Erst mit der Weiter¬

entwicklung der Elektronenmikroskopie bzw. der Verbesserung der

Präparationstechniken konnten neue Einblicke in die Ultrastruktur

der M-Linie bzw. der ganzen M-Linienregion gewonnen werden.

Die eingehende Analyse von äusserst dünnen Längs- und Querschnit¬

ten durch konventionell präparierte Muskeln sowie durch Muskeln,

die im unfixierten Zustand bei tiefen Temperaturen eingefroren wor¬

den waren, zeigten, dass die M-Linienregion, insbesondere die M-

Linie selbst, eine komplexe Substruktur aus mehreren Komponenten

aufweist (38, 58, 67, 76, 96, 99, 100, 116, 117, 121, 128). Auf¬

grund dieser Studien beschrieben Knappeis & Carlsen (67) und Luther

& Squire (76) Modelle für den ultrastrukturellen Aufbau der M-Li¬

nie.

Gleichzeitig mit den ultrastrukturellen Untersuchungen wurden ver¬

mehrt auch biochemische Versuche durchgeführt, um die •Proteine,

welche die M-Linienstruktur aufbauen, zu isolieren und zu charak¬

terisieren. Die Extraktion von M-Linienproteinen aus den Myofibril¬

len wurde dabei auf zwei grundsätzlich verschiedenen Wegen angegan¬

gen. Durch die Inkubation von zerkleinertem Muskelgewebe in Puffern

niedriger Ionenstärke (z.B. 5 mM Tris-HCl, pH 7,7) konnte die elek-
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tronendichte M-Linie schon in weniger als 1 Std. praktisch voll¬

ständig aus den Myofibrillen entfernt werden (11, 12, 69, 104, 110,

123). Solchermassen extrahierte Myofibrillen zeigten - mit Ausnahme

einer gewissen "Aufblähung" in der Mitte der A-Bande - eine weit¬

gehend intakte Sarkomerstruktur. Auf der anderen Seite führte die

Inkubation von Myofibrillen in Puffern hoher Ionenstärke (Puffer,

die z.B. 0,6 M KCl enthalten) zu einer fast völligen "Auflösung"

des gesamten A-Bandenmaterials (59), weshalb auch solche Hochsalz¬

extrakte als Ausgangsmaterial für die Isolierung von M-Linienpro¬

teinen verwendet wurden (85, 133).

Eine der Hauptschwierigkeiten bei der Suche nach M-Linienproteinen

besteht darin, dass es keine biologische Nachweismethode für diese

Komponenten gibt. Als einzige Kriterien müssen deshalb ultrastruk¬

turelle und/oder immunologische (Immunfluoreszenz-) Daten verwendet

werden. Die Isolierung von M-Linienproteinen wird weiter erschwert

durch die Tatsache, dass diese Proteine nur einen kleinen Bruchteil

(höchstens 2 - 3 % der Masse der Myosinfilamente (56)) der gesamten

myofibrillären Proteine ausmachen.

Nachdem anfänglich nur angereichertes M-Linienmaterial aus Niedrig¬

salzextrakten, aber kaum gereinigte Einzelproteine für M-Linien-

Rekonstitutionsversuche und Immunfluoreszenzstudien zur Verfügung

standen (11, 69, 110, 123) - wodurch die Interpretationsmöglichkei¬

ten stark eingeschränkt wurden - führten verbesserte biochemische

Proteinreinigungsmethoden zur Identifikation von mehreren Prote¬

inen, welche als M-Linienkomponenten in Frage kamen (21, 31, 32,

71, 83-85, 89, 97). Diese Proteine wiesen Untereinheitsmolekularge¬

wichte von ca. 40.000, 100.000 und 160.000 - 170.000 Dalton auf.

Die Schwierigkeit, monospezifische Antikörper gegen ein einzelnes

Protein zu erhalten, sowie die Tatsache, dass einige Proteine mehr

oder weniger stark an gewisse Regionen der Myofibrille (z.B. auch

an die M-Linienregion) binden können, ohne eigentliche Strukturkom¬

ponenten der entsprechenden Region zu sein, führte allerdings zu

einigen Unsicherheiten bei der eindeutigen Zuordnung der Proteine
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zur M-Linienstruktur. Das M-Linienprotein mit dem Untereinheitsmo¬

lekulargewicht von ca. 40.000 Dalton, das im nativen Zustand als

Dimer vorliegt (89), konnte eindeutig als MM-Kreatinkinase identi¬

fiziert werden (137). Aufgrund vieler weiterer detaillierter Stu¬

dien des Zusammenhangs zwischen MM-CK und der Myofibrillenstruktur

kann heute mit einiger Sicherheit angenommen werden, dass ein klei¬

ner Teil (ca. 5 %) der muskulären CK spezifisch an die M-Linien¬

struktur gebunden ist (137, 140, 142, 143). Demgegenüber müssen

zwei weitere Proteine, die ursprünglich der M-Linie zugeschrieben

wurden und die später als Phosphorylase t> (46, 47, 84, 130, 131,

133) und als "glycogen debranching enzyme" (48, 133) identifiziert

werden konnten, aufgrund genauer Antikörperlokalisierungsstudien

als "echte" M-Linienstrukturproteine ausgeschlossen werden (45,

47, 48, 133). Ausser MM-CK kommt zurzeit nur noch ein einziges wei¬

teres Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 165.000 Dalton

als eigentliches Strukturprotein der M-Linienregion in Frage (71,

78, 84, 133). Eine genaue Untersuchung des Zusammenhangs zwischen

diesem Protein, das wegen seiner Lokalisierung in der Mitte der

Sarkomere von nun an MYOMESIN * genannt wird, und der Struktur der

M-Linie bzw. der M-Linienregion bildet den ersten Teil der vorlie¬

genden Arbeit.

Die Bedeutung der M-Linienstruktur für den Aufbau der Myofibrille

ist noch unklar (was auch für das Fehlen eines biologischen Nach¬

weises für M-Linien-spezifische Proteine verantwortlich ist!). Auf¬

grund der neueren Daten über die Ultrastruktur der M-Linienregion

(67, 76, 116, 117, 128) wurde die Hypothese aufgestellt, dass die¬

se komplexe Struktur für das Zustandekommen der Anordnung der Myo-

sinfilamente in der Mitte der A-Bande sowie für die Aufrechterhal¬

tung dieser Ordnung während des Kontraktions-/Relaxationszyklus

verantwortlich sein könnte (67, 99). Anderseits ist die Beschaffen¬

heit der M-Linienstruktur offenbar charakteristisch für jede Spe-

* Aus dem Griechischen: fiviov /uearj
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zies sowie für den Muskel- und den Fasertyp (116, 117). Es gibt

sogar quergestreifte Muskeln - wie zum Beispiel die Hühner-Herzmus¬

kulatur - die überhaupt keine elektronendichte M-Linie aufweisen

(120, 141), deren Myosinfilamente jedoch in der typischen, streng

parallelen Anordnung in der A-Bande der Sarkomere nebeneinanderlie¬

gen.

Die Synthese und Akkumulation der (mengenmässig) wichtigsten myofi-

brillären Proteine während der Entwicklung von Skelett- und Herz¬

muskelzellen in vivo und in vitro sowie die zeitliche Sequenz des

Einbaus dieser Proteine in Myofibrillen wurde schon von manchen

Autoren recht eingehend untersucht (2, 16, 17, 31, 34, 36, 37, 44,

51, 55, 63, 65, 82, 93, 111, 113, 139). Ueber den genauen Ablauf

der Myofibrillogenese bestehen allerdings kontroverse Meinungen

(2, 26, 37, 44, 65, 86, 90, 109, 138, 145). Aufgrund ultrastruk¬

tureller Daten gelangten manche Autoren zur Ueberzeugung, dass die

Z-Linie (bzw. Z-Linienmaterial) und nicht die M-Linie den Ausgangs¬

punkt für die Entstehung von gut organisierten Myofibrillen bildet

(44, 65, 139). In der Tat tritt eine sichtbare elektronendichte

M-Linie - verglichen mit der Z-Linie - während der Myofibrillogene¬

se erst relativ spät auf (44, 65).

Wenn die Proteine der M-Linienstruktur - oder wenigstens einige

von ihnen - wirklich für den "korrekten" Aufbau der quergestreiften

Myofibrillen mitverantwortlich sein sollen, so müssten sie während

der Entstehung der Myofibrillen in sich entwickelnden Muskeln schon

in einem sehr frühen Stadium verfügbar sein.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird deshalb versucht, das

Auftreten von Myomesin im Zusammenhang mit der Myofibrillogenese

in embryonalen, myogenen Zellen während der Terminaldifferenzierung

in vitro zu verfolgen. Ein besseres Verständnis der bei der Ent¬

stehung von funktionsfähigen, quergestreiften Myofibrillen betei¬

ligten möglichen "Organisatorproteine" ist nicht nur von theoreti¬

schem Interesse, sondern könnte auch dazu beitragen, gewisse Formen
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von abnormaler Muskelentwicklung genauer kennenzulernen. So wurde

z.B. bei der Untersuchung der in vitro Myogenese von embryonalen

Brustmuskelzellen von Hühnern mit einer vererblichen, rezessiv au¬

tosomalen Muskeldystrophie festgestellt, dass die Myosinfilamente

in diesen Zellen - verglichen mit denjenigen in normalen Zellen

- erst bedeutend später auftreten (1). Die gebildeten Myofibrillen

zeigen keine elektronendichte M-Linie, und die Myofilamente inner¬

halb der Sarkomere sind nur lose organisiert (1).
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1. TEIL:

"MYOMESIN": EIN STRUKTURPROTEIN DER M-LINIENREGION

VON SKELETT- UND HERZMUSKELN AUS DEM HUHN

MATERIAL

1.1. Chemikalien

Acrylamid

Adenosin-5'-Monophosphat-Sepharose 4B

Aethylenglykol-bis-(2-Aminoäthyläther)

N,N'-Tetraessigsäure

Agar noble

CNBr-aktivierte Sepharose 4B

Coomassie Brilliant Blue

Diäthylaminoäthyl-Zellulose DE-52

Dithiothreitol

Fluorescein-gekoppeltes Ziegen-anti-

Kaninchen-Immunglobulin G

Formvar

Freunds Adjuvans

Glutaraldehyd

Harnstoff

Iodacetamid

N,N'-Methylenbisacrylamid

Natriumdodecylsulfat

Osmiumtetroxid

Serva

Pharmacia

Sigma

Difco

Pharmacia

Serva

Whatman

Sigma

Cappel

Balzers

Calbiochem

TAAB

Schwarz/Mann

Serva

Eastman-Kodak

BDH

Johnson Matthey

Chemicals
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Papain

Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid

Readyagarose Typ BW

Rinderserumalbumin

Sephadex G-25

Staphylococcus aureus V8-Protease

N,N,N',N'-Tetramethyläthylendiamin

Thimerosal

Tissue-Tek II O.C.T. Compound

Trasylol

Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan

Worthington

Sigma

Serva

Readysysteme AG

Sigma

Pharmacia

Sigma

Serva

Sigma

Miles

Bayer

Serva

Alle übrigen Chemikalien waren von den Firmen Merck oder

Fluka, Qualität p.a.

Apparate und Materialien

Elektronenmikroskop

Fotomaterial

Fluoreszenzmikroskop

Fraktionenkollektoren

Gefriermikrotom

Glasmesserbrecher

Spektrophotometer

Siemens Elmi-

skop 102

Agfa, Ilford

Zeiss Standard

Model B

ISCO, LKB

American Optical

LKB Knifemaker

Hitachi Perkin

Eimer
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Tragennetzchen für Ultradünnschnitte Balzers

Ultramikrotom LKB Ultrotome

4801 A

1.1.3. Tiere

Hühner Kneuss, Mägen-

wil/AG

Hasen-Kaninchen Dr. Rossbach,

Füllinsdorf/BL
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METHODEN

Lösungen

- Waschlösung ("Relaxierpuffer"):

0,1 M KCl, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7.

- Puffer mit niedriger Ionenstärke ("Niedrigsalzpuffer"):

5 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, pH 7,7.

- Puffer mit hoher Ionenstärke ("Hochsalzpuffer"):

0,6 M KCl, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl ,
10 mM Na P 0

, 0,3

mM DTT, 0,1 M K-Phosphatpuffer, pH 6,4.

- Puffer A:

0,6 M KCl, 1 mM EDTA, 0,3 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 fiM

Pepstatin, 0,05 M K-Phosphatpuffer, pH 6,9.

- Puffer B:

1 mM EDTA, 0,3 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 fM Pepstatin,

0,01 M K-Phosphatpuffer, pH 6,9.

- Puffer C:

50 mM Tris-HCl, 0,3 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF,

1 ^M Pepstatin, pH 7,9.

- PBS:

0,15 M NaCl, 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,2.

- Plastik-Stocklösung:

62 ml Epon 812 (Epicote 812), 81 ml Araldit (Fluka

A/M), 7 ml Weichmacher (Dibutylphtalat, Fluka D).

- Plastik-Gebrauchslösung:

1 Teil Plastik-Stocklösung, 1 Teil Epon Härter (2-Do-

decenyl-Bernsteinsäureanhydrid), 24 Tropfen Epon Be¬

schleuniger (2,4,6-Tris-(dimethylaminomethyl)-Phenol)

pro 10 ml Plastik-Stocklösung/Epon Härter.
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Reinigung der Proteine

Die Isolierung und Reinigung von Myomesin, "165K-7S-Pro-

tein" ("glycogen debranching enzyme") und von Glykogen-

Phosphorylase b aus Hühner-Brustmuskeln wird im Resul¬

tatteil (1.3.1.) genau beschrieben.

Hühner-"glycogen debranching enzyme", gereinigt nach

einer anderen Methode (48), wurde von Dr. C. Heizmann

zur Verfügung gestellt.

Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Für die ungefähre Bestimmung von Proteinkonzentrationen

wurde die Biuret-Absorptionsmethode (74) verwendet. Die

Konzentrationen der gereinigten Proteine konnten aus

1 °/
den Absorptionskoeffizienten A genau berechnet wer-K

280nm
a

1 /

den; A„
°

beträgt für Myomesin 12,2 (133), für "de-
280nm

branching enzyme" 17,8 (48) und für Phosphorylase b 13,2

(47).

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

1,5 mm dicke Polyacrylamid-Plattengele ("slab"-Gele)

in Gegenwart von 0,1 % SDS wurden nach Lämmli (70) her¬

gestellt. Die Polyacrylamidkonzentration der Konzentrie¬

rungsgele betrug 3,75 %, diejenige der Trenngele je nach

Art der aufzutrennenden Proteine 5, 8, 10 oder 12,5 %.

Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstär¬

ke von 20 - 25 mA durchgeführt. Die Färbung der Gele

erfolgte in 0,25 % (w/v) CBB, 10 % (v/v) TCA, 25 % (v/v)

Isopropanol; die Entfärbung in 20 % (v/v) Methanol, 10 %

(v/v) Essigsäure.
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Partielle Proteaseverdauung und Peptidanalyse

Zur limitierten Proteolyse von Proteinen in Polyacryl-

amidgelen unter denaturierenden Bedingungen und der an¬

schliessenden Peptidanalyse wurde nach der Methode von

Cleveland et al. (10) vorgegangen:

Mit einer Rasierklinge wurden die interessierenden Pro¬

teinbanden aus einem SDS-Polyacrylamidgel, das nach der

Elektrophorese nur während ca. 20 Min. gefärbt und wäh¬

rend ca. 30 Min. entfärbt worden war, herausgestanzt

und in 0,125 M Tris-HCl, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 6,8

während ca. 30 Min. gewaschen. In diesem Puffer konnten

die Gelstücklein bei -20 °C aufbewahrt werden.

Die Proteaseverdauung erfolgte in einem 12,5 %- oder

15 %-Polyacrylamid-SDS-Gel. Pro Probenbahn wurden 3 -

5 Gelstücklein (alle das gleiche Protein enthaltend)

auf das Konzentrierungsgel aufgeladen. Der freigebliebe¬

ne Raum um die Gelstücklein wurde mit 10 - 20 fil 0,125

M Tris-HCl, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, 20 % Glyzerin, pH 6,8

aufgefüllt. 10 /ul Proteaselösung (verschiedene Konzen¬

trationen von Staphylococcus aureus V8-Protease in 0,125

M Tris-HCl, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, 10 % Glyzerin, pH 6,8)

wurden nun pro Probenbahn aufgetragen und die Elektro¬

phorese bei 10 mA konstanter Stromstärke gestartet. Kurz

bevor die Front das Ende des Konzentrierungsgels er¬

reichte, wurde die Elektrophorese für 30 - 60 Min. ge¬

stoppt. Während dieser Zeit und während des Durchlaufens

der Proteine durch das Konzentrierungsgel erfolgte die

Proteolyse. Danach wurde die Elektrophorese wie unter

1.2.4. beschrieben zu Ende geführt.

Die aufgetrennten Peptide wurden zunächst mit CBB ange¬

färbt; zur Erhöhung der Sensitivität des Protein-Nach¬

weises wurde zusätzlich die Silberfärbungsmethode von

Merril et al. angewendet.
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Präparation der Antikörper

Kaninchen-Antiserum gegen Hühner-MM-CK wurde von Dr.

M. Caravatti zur Verfügung gestellt.

Kaninchen-Antiserum gegen Hühner-Brustmuskelmyomesin:

Eine Lösung von 0,3 mg Myomesin in 1,5 ml Puffer C wurde

mit 1,5 ml komplettem Freunds Adjuvans emulgiert. Die

Hälfte der Emulsion wurde subkutan in den Rücken, die

andere Hälfte intramuskulär in den Oberschenkel eines

Kaninchens eingespritzt. Weitere Injektionen erfolgten

eine, zwei und fünf Wochen nach der ersten Immunisie¬

rung. Im Unterschied zur ersten wurde bei allen folgen¬

den Injektionen inkomplettes Freunds Adjuvans zur Emul-

gierung der Myomesinlosung verwendet. Nach diesem Schema

wurden drei Kaninchen immunisiert. Sechs bis zehn Wochen

nach der ersten Injektion wurden die Kaninchen durch

Oeffnen der Carotis ausgeblutet. Das Blut wurde eine

Stunde bei Zimmertemperatur und dann ca. 12 Stunden bei

4 °C zur Gerinnung stehen gelassen. Der Blutkuchen wurde

während 10 Min. bei 3.000 x g abzentrifugiert und das

Serum bei -20 °C aufbewahrt.

Kaninchen-Antiserum gegen Hühner-Brustmuskel-"165K-7S-

Protein": Die Immunisierung erfolgte nach dem für die

Immunisierung mit Myomesin beschriebenen Schema. Als

Antigen wurde eine Lösung von 0,3 mg "165K-7S-Protein"

in 0,5 ml Puffer C und 1,5 ml PBS verwendet.

Kontrollserum (Präimmunserum) wurde von allen Kaninchen

durch Entnahme einer Blutprobe vor der ersten Immunisie¬

rung gewonnen.
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Reinigung der Antikörper

Die IgG-Fraktionen der Kontrollseren wurden durch Ammo¬

niumsulfatfällung und DEAE-Zellulose-Chromatographie

(119, 122) hergestellt.

Antigen-affinitätschromatographisch gereinigte anti-MM-

CK-IgG (102) wurden freundlicherweise von Dr. M. Cara-

vatti zur Verfügung gestellt.

Die anti-Myomesin-IgG-Fraktion wurde nach der gleichen

Methode (102) durch Antigen-Affinitätschromatographie

gewonnen:

Herstellung der Affinitätsmatrix (Myomesin-Sepharose

4B):

1 g CNBr-aktivierte Sepharose 4B wurde während 15 Min.

in 5 ml 1 mM HCl gequollen und dann auf einer Glasfil-

ternutsche mit ca. 200 ml 1 mM HCl gewaschen.

Zu diesem gewaschenen Gel wurden ca. 15 mg Myomesin,.ge¬

löst in 8 ml Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO
,

1 mM EDTA,

0,5 M NaCl, pH 8,9) zugegeben und die Mischung während

ca. 20 Std. bei 4 °C unter ständigem Schütteln inku¬

biert. Nach der Kopplung wurde die Myomesin-Sepharose

auf einer Glasfilternutsche mit ca. 100 ml Kopplungspuf¬

fer gewaschen und die noch freien Bindungsstellen mit

10 ml 1 M Aethanolamin, pH 8 abgesättigt (2 Std., 4 °C).

Die Myomesin-Sepharose wurde nun abwechslungsweise mit

je 50 ml 1 M NaCl, 0,1 M NaHCO
, pH 8,5 und 1 M NaCl,

0,1 M Acetatpuffer, pH 4 gewaschen (3 Zyklen). Zum

Schluss wurde das Gel mit 100 ml PBS, 1 mM EDTA, 0,01 %

Thimerosal gewaschen und in dieser Lösung bei 4 °C auf¬

bewahrt.

Herstellung der anti-Myomesin-IgG-Fraktion:

Eine angereicherte anti-Myomesin-IgG-Fraktion wurde
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durch Ammoniumsulfatfällung und Entsalzung über Sephadex

G-25 (102, 122) erhalten.

Die angereicherte anti-Myomesin-IgG-Fraktion (erhalten

aus 12 ml anti-Myomesin-Serum) wurde nun auf eine Myome-

sin-Sepharose-4B-Säule (0,6 x 3 cm), equilibriert in

PBS, 0,1 mM EDTA, aufgezogen. Die Säule wurde zuerst

mit PBS, 0,1 mM EDTA und dann mit PBS, 0,1 mM EDTA, 1 M

NaCl gewaschen. Die Elution der Antikörper erfolgte mit

1-2 Säulenvolumen 4 M MgCl oder 1 M Propionsäure.

Die eluierten Proteine wurden sofort auf einer in PBS,

0,1 mM EDTA equilibrierten Sephadex-G-25-Säule entsalzt

und bei -20 °C aufbewahrt.

1.2.8. Herstellung der Fab-Fragmente der IgG

Zur limitierten Papainverdauung der anti-Myomesin-IgG

zu Fab- und Fc-Fragmenten wurde nach Porter (105) vorge¬

gangen:

Eine Lösung von anti-Myomesin-IgG wurde gegen 0,1 M K-

Phosphatpuffer, 2,5 mM EDTA, 3 mM Azid, pH 7 dialysiert.

Pro ml IgG-Lösung wurden 0,116 ml einer frisch angemach¬

ten Cystein-Stocklösung (0,1 M Cys, 2,5 mM EDTA, 0,1

M K-Phosphatpuffer, pH 7) zugegeben (Endkonzentration

von Cystein: 10 mM). Die partielle Verdauung der IgG

wurde nun durch Zugabe einer frisch angemachten Stocklö¬

sung (1 mg/ml) von Papain gestartet (0,5 mg Papain/100

mg IgG). Die Inkubation erfolgte bei 37 °C während 8

Std. Die Verdauung wurde durch Zugabe von Iodacetamid

(Endkonzentration 23 mM) gestoppt. Nach weiteren 30 Min.

Inkubationszeit bei 37 °C wurde das pH der Lösung mit

0,1 n NaOH auf 7,0 eingestellt und die Fab-Präparation

während 15 Std. bei 0 - 4 °C gegen einen Boratpuffer

(0,15 M NaCl, 0,02 M Borsäure, pH auf 8 mit NaOH) dialy-
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siert. Die Lösung wurde weitere 4 Std. bei 0 °C stehen

gelassen und danach die präzipitierten Fc-Fragmente wäh¬

rend 20 Min. bei 16.000 x g abzentrifugiert. Der Uebei—

stand (anti-Myomesin-Fab-Lösung) wunde gegen 0,1 M KCl,

5 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7 dialysiert. Die Fab-Fragmente

wurden durch Vakuumdialyse konzentriert und bei -20 °C

aufbewahrt.

1.2.9. Doppelimmundiffusion

Doppelimmundiffusionstests nach Ouchterlony (95) wurden

in 0,8 % (w/v) Agar noble, 25 mM K-Phosphatpuffer, pH

7,5 durchgeführt. Die Diffusion der Proteine erfolgte

während 24 - 48 Std. bei 4 °C in einer mit Wasserdampf

gesättigten Kammer. Nach der Inkubation wurden die

"Ouchterlony-Platten" während ca. 3 Tagen in 0,9 % NaCl

gewaschen, während 30 - 60 Min. mit Amidoschwarz (5 g

Amidoschwarz, 450 g Aethanol, 100 g Essigsäure, 450 ml

HO) gefärbt und in 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Es¬

sigsäure entfärbt.

1.2.10. Immunreplika-Technik

Der Nachweis von Antigenen in SDS-Polyacrylamidgelen

erfolgte mittels der Immunreplika-Technik (115). Die

SDS-Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese

direkt mit einer Antiserum enthaltenden 0,6 %igen Agaro-

selösung übergössen (1,2 % (w/v) Readyagarose unter Er¬

hitzen in HO lösen und im Wasserbad bei 50 - 56 °C hal¬

ten; kurz vor dem Giessen des Immunreplika-Gels je 1

Teil Agaroselösung und 1 Teil Antiserum zusammengeben

2
und mischen). Pro cm Geloberfläche wurden ca. 100 /ul
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Antiserum enthaltende Agaroselösung benötigt. Nach dem

Erstarren des Immunreplika-Gels erfolgte die Inkubation

während 4-12 Std. bei 37 °C in einer mit Wasserdampf

gesättigten Feuchtkammer. Das Immunreplika-Gel wurde

unter leichtem Schütteln in PBS vom darunterliegenden

Polyacrylamidgel losgelöst und während ca. 3 Tagen in

PBS gewaschen. Die Färbung der Antigen-Antikörperpräzi-

pitate erfolgte in 0,05 % (w/v) CBB in 50 % (v/v) Metha¬

nol, 10 % (v/v) Essigsäure während 3-5 Min.

1.2.11. Herstellung von Gefrierschnitten

Aus Alufolie wurden kleine wannenförmige Gefässe (von

ca. 1,5 cm Länge und ca. 0,5 cm Breite und Höhe) geformt

und etwa bis zur Hälfte mit Tissue-Tek-Einbettungsmedium

gefüllt.

Mit einem Skalpell wurden ca. 1 cm x 0,2 cm x 0,2 cm

grosse Gewebestücke aus frischen Hühnerorganen herausge¬

schnitten und sofort in die mit Tissue-Tek halbgefüllten

Alufoliengefasse gelegt. Die Alufolienwannen wurden mit

Tissue-Tek aufgefüllt und bei -20 °C aufbewahrt.

Zur Weiterverarbeitung wurde ein eingebettetes, gefrore¬

nes Gewebestück bei -20 °C zu einem Stück von ca. 0,5 cm

Kantenlänge geschnitten und auf dem Präparathalter des

Gefriermikrotoms (das vorher auf -20 °C vorgekühlt wor¬

den war) mit einem Tropfen Wasser angefroren. Schnitte

von 6 - 12 /um Dicke wurden auf gereinigten Deckgläsern

oder Objektträgern aufgenommen und während ca. 1 Std.

bei Zimmertemperatur luftgetrocknet. Danach wurden sie

direkt für die Immunfluoreszenz-Untersuchungen (1.2.15.)

weiterverwendet.
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Präparation von Myofibrillen

Myofibrillen aus Hühner-Brust- und Herzmuskeln wurden

nach der Methode von Kundrat und Pepe (69) präpariert:

Frische Brustmuskeln wurden in kalte (4 °C) Waschlösung

(= "Relaxierpuffer") gelegt. Ganze Muskelfaserbündel

(ca. 5 cm lang und 0,5 cm dick) wurden nun mit einem

Skalpell so ausgeschnitten, dass sie noch an beiden En¬

den mit dem Rest des Brustmuskels verbunden waren. Mit

Nylonfaden wurden die Faserbündel an einem Holzstäbchen

befestigt, leicht gestreckt und erst dann ganz aus dem

Brustmuskel herausgeschnitten. Die an den Holzstäbchen

befestigten Faserbündel wurden in eine mit kalter Wasch¬

lösung gefüllte Petrischale gelegt und mit einer Injek¬

tionsnadel in kleine, dünne Faserbündelchen zerzupft.

Die Faserbündel-Suspension wurde in einem Sorvall Omni-

mixer während 3x6 Sek. bei Stellung 6 homogenisiert,

durch Nylongaze filtriert (zur Entfernung grösserer Ge¬

webestücke) und durch wiederholtes (2 - 3 x) Zentrifu-

gieren (10 Min. bei 1.000 x g) und Resuspendieren in

Waschlösung gereinigt. Die so entstandene Myofibrillen-

Suspension konnte bei 4 °C während 1-2 Tagen aufbe¬

wahrt werden.

Zur Präparation von Herzmuskelmyofibrillen wurden

frische, ganze Herzen verwendet, die sofort nach der

Sektion in kalte Waschlösung gelegt worden waren. Die

Herzen wurden von Blutgefässen und Fett befreit und in

einer mit kalter Waschlösung gefüllten Petrischale in

kleine Fasern zerzupft. Die Weiterverarbeitung der ent¬

stehenden Faser-Suspension erfolgte wie bereits oben

für die Präparation von Brustmuskelmyofibrillen be¬

schrieben.
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Extraktion von Myofibrillen

0,5 ml einer Suspension (ca. 20 v/w) von frisch präpa¬

rierten, gut gewaschenen Myofibrillen wurde in einer

Tischzentrifuge während 1 Min. zentrifugiert. Der Ueber-

stand wurde verworfen und die abzentrifugierten Myofi¬

brillen in 0,5 ml der jeweiligen Extraktionslösung re¬

suspendiert und auf einem Schüttler bei 4 °C inkubiert.

Die Extraktionszeiten werden im Resultatteil bei den

jeweiligen Experimenten angegeben. Nach der Extraktion

wurde die Suspension erneut in der Tischzentrifuge zen-

trifugiert (während 1 Min. nach Extraktionen in "Nied¬

rigsalzpuffer" und während 5 Min. nach Extraktionen in

"Hochsalzpuffer"). Der Ueberstand (Extrakt) wurde ent¬

weder sofort für Doppelimmundiffusionstests oder elek-

trophoretische Analysen weiterverwendet oder bei -20 °C

bis zum Gebrauch aufbewahrt. Die extrahierten Myofibril¬

len wurden in Waschlösung resuspendiert, durch mehrma¬

liges Zentrifugieren/Resuspendieren gewaschen und

schliesslich für weitere Extraktionen, elektrophore-

tische Proteinanalysen oder Antikörperinkubationen

(1.2.14.) und nachfolgende Immunfluoreszenzstudien

(1.2.15.) weiterverwendet.

Inkubation von Myofibrillen mit Antikörpern

Gut gewaschene Myofibrillen wurden in 0,5 ml einer Lö¬

sung von Antikörpern in Waschlösung bei 4 °C auf einem

Schüttler inkubiert. Die Antikörperkonzentrationen und

die Inkubationszeiten werden bei der Besprechung der

jeweiligen Experimente im Resultatteil angegeben. Nach

der Inkubation wurden die Myofibrillen abzentrifugiert

und der Ueberstand in ein Reagenzglas transferiert. Die
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Proteine im Ueberstand wurden durch Zugabe von 2 ml Ace¬

ton (vorgekühlt auf -20 °C) präzipitiert und die Mi¬

schung während 30 Min. bei -20 °C stehengelassen. Danach

wurden die ausgefällten Proteine bei -10 °C abzentrifu-

giert (15 Min. bei 20.000 x g), in 40 fil Lämmli-Proben-

puffer (70) gelöst und für die elektrophoretische Auf¬

trennung in Polyacrylamidgelen verwendet.

Die Myofibrillen wurden in Waschlösung resuspendiert,

durch mehrmaliges Zentrifugieren/Resuspendieren gewa¬

schen und für Immunfluoreszenzstudien (1.2.15.) verwen¬

det.

Indirekte Immunfluoreszenz-Technik

An Myofibrillen:

Die gut gewaschenen, mit Antikörpern inkubierten

(1.2.14.) Myofibrillen wurden in einer Verdünnung

(1 : 50) des sekundären Antikörpers (FITC-gekoppelte

Ziegen-anti-Kaninchen-IgG) in Waschlösung suspendiert

und während 1 Std. bei 4 °C auf einem Schüttler inku¬

biert. Danach wurden die Myofibrillen abzentrifugiert,

in Waschlösung resuspendiert und durch mehrmaliges Zen¬

trifugieren/Resuspendieren gewaschen. Auf einen Objekt¬

träger wurde nun zuerst 1 Tropfen der Myofibrillensus-

pension und dann 1 Tropfen Glyzerin gegeben und das Gan¬

ze mit einem Deckglas überdeckt. Die Myofibrillen wurden

im Fluoreszenzmikroskop unter Phasenkontrast und Fluo¬

reszenzanregung angeschaut und auf Ilford HP5-Film foto¬

grafiert (Belichtungszeiten: 2,5 Sek. für Phasenkon-

trastaufnahmen, 30 Sek. für Fluoreszenzaufnahmen).

An Gefrierschnitten:

Luftgetrocknete Gefrierschnitte auf Deckgläsern oder
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Objektträgern (1.2.11.) wurden kurz (ca. 5 Min.) in

PBS gewaschen und dann wähnend 15 - 30 Min. in einem

Tropfen (80 - 100 fil) einer Antikörperlösung (10 - 20 /ug

IgG/ml PBS) inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS

(ca. 15 Min.) wurden die Schnitte während 15 - 30 Min.

in einem Tropfen einer Lösung von fluoreszierendem se¬

kundärem Antikörper (1 : 50 in PBS verdünnt) inkubiert

und schliesslich während ca. 30 Min. in PBS gewaschen.

Die Schnitte wurden in einem Tropfen Glyzerin zwischen

Objektträger und Deckglas eingebettet und im Fluores¬

zenzmikroskop betrachtet und fotografiert.

1.2.16. Präparation von "glyzerinisierten" Muskelfaserbündeln

Das Aufziehen von frischen Brustmuskelfaserbündeln auf

Holzstäbchen erfolgte wie unter 1.2.12. für die Präpa¬

ration von Myofibrillen beschrieben. Die Faserbündel

wurden nun bei 4 °C während ca. 24 Std. abwechslungs¬

weise je 3 Std. in 70 % (v/v) Glyzerin in Waschlösung

und in Waschlösung allein inkubiert ("glyzerinisiert"),

um die Zellmembranen durchlässig zu machen und das Zyto-

plasma auszuwaschen.

Die "glyzerinisierten" Muskelfaserbündel konnten während

Monaten bei -20 °C in 70 % (v/v) Glyzerin in Waschlösung

aufbewahrt werden. Vor Gebrauch wurden sie auf 4 °C auf¬

gewärmt und in Waschlösung gewaschen.

Frische, von Fett und Blutgefässen befreite Herzen wur¬

den auf die gleiche Weise "glyzerinisiert" und aufbe¬

wahrt.
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1.2.17. Extraktion von Muskelfaserbündeln

Die Extraktionen wurden an "glyzerinisierten", noch an

den Holzstäbchen befestigten ganzen Muskelfaserbündeln

durchgeführt. Die Extraktionen in "Niedrigsalzpuffer"

wurden während 24 Std., diejenigen in Lösungen von Anti-

körper-Fab-Fragmenten (0,1 mg Fab/ml Waschlösung) wäh¬

rend 48 Std. bei 4 °C durchgeführt. Die extrahierten

Faserbündel wurden in kalter (4 °C) Waschlösung gewa¬

schen und, immer noch an die Holzstäbchen gebunden, wäh¬

rend 5 Min. in 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd in Waschlösung

vorfixiert. Mit einer Injektionsnadel wurden die Faser¬

bündel nun wie bei der Präparation von Myofibrillen be¬

schrieben (1.2.12.) in dünne Fäserchen zerzupft. Diese

Muskelfäserchen wurden für die Inkubation mit Antikör¬

pern (1.2.18.) verwendet oder direkt für die Elektronen¬

mikroskopie (1.2.19.) weiterverarbeitet.

1.2.18. Inkubation von Muskelfaserbündeln mit Antikörpern

An Holzstäbchen befestigte, "glyzerinisierte" Brustmus¬

kelfaserbündel und "glyzerinisierte" Herzen (1.2.16.)

wurden während 5 Min. in 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd in

Waschlösung vorfixiert und danach mit einer Injektions¬

nadel in kleine Faserbündel zerzupft (siehe 1.2.12.).

Mehrere Fäserchen wurden nun in ein kleines Glasgefäss

gelegt und während 24 Std. bei 4 °C mit ca. 200 fil der

jeweiligen Antikörperlösung (ca. 1 mg IgG oder Fab/ml

Waschlösung) inkubiert. Danach wurden die Fäserchen wäh¬

rend ca. 1 Std. bei 4 °C in Waschlösung gewaschen (mehr¬

maliges Wechseln der Waschlösung) und für die Elektro¬

nenmikroskopie (1.2.19.) weiterverarbeitet.
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1.2.19. Elektronenmikroskopie

Die kleinen Muskelfaserbündel (1.2.17. und 1.2.18.) wur¬

den bei 4 °C während 30 Min. in 2,5 % (v/v) Glutaralde-

hyd in Waschlösung fixiert, in kalter Waschlösung gewa¬

schen und wähnend 5 Min. bei Zimmertemperatun in 1 %

(w/v) Osmiumtetroxid in PBS nachfixiert. Die fixierten

Fäserchen wurden nun bei Zimmertemperatur in Alkohol

und Aceton entwässert; sie wurden dazu der Reihe nach

wie folgt inkubiert: 5 Min. in 30 % Aethanol, 5 Min.

in 50 % Aethanol, mindestens 10 Min. in 70 % Aethanol

(kann aber auch über Nacht durchgeführt werden), 10 Min.

in 90 % Aethanol, 10 Min. in 96 % Aethanol, 2 x 15 Min.

in 100 % Aethanol (absoluten Alkohol über CuSO wasser-
4

frei halten) und 3 x 15 Min. in Aceton (über CuSO was-
4

serfrei halten). Danach wurden sie bei Zimmertemperatur

zunächst während 1 Std. in einer Plastiklösung aus 1

Teil Plastik-Gebrauchslösung und 2 Teilen Aceton und

dann während ca. 2 Std. in einer Lösung aus 2 Teilen

Plastik-Gebrauchslösung und 1 Teil Aceton inkubiert.

Schliesslich wurden die Fäserchen in einen Plastik-Prä¬

parathalter transferiert und in 100 % Plastik-Gebrauchs¬

lösung eingebettet. Die Präparate wurden während 2 Std.

bei Zimmertemperatur stehengelassen und dann zur Härtung

während mindestens 12 Std. bei 60 °C in einem Wärme¬

schrank gehalten. Mit einer Rasierklinge wurden die

Plastikblöckchen nun so zurechtgeschnitten, dass die

Muskelfäserchen die Spitze einer Pyramide bildeten. Im

Ultramikrotom wurden Schnitte von ca. 50 nm Dicke (sil¬

bergraue Schnitte) hergestellt und auf Trägernetzchen

aufgenommen. Die Schnitte wurden während 45 Min. in 2 %

(w/v) Uranylacetat in Wasser und, nach Waschen in de¬

stilliertem Wasser, während 15 Min. in einer Bleicitrat-

Lösung (0,13 M Pb(NO )
, 0,19 M Na-Citrat) nachkontra-
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stiert. Die gewaschenen und luftgetrockneten Präparate

wurden im Elektronenmikroskop bei 100 kV betrachtet und

auf 6,5 x 9 cm Agfa (Scientia) Filmplatten fotografiert.
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RESULTATE

Reinigung von Myomesin, Mitreinigung von "165K-7S-Pro-

tein" und Phosphorylase b

Die Isolierung und Reinigung von Myomesin aus Hühner-

Brustmuskeln wurde im wesentlichen nach der Methode von

Trinick & Lowey (133) durchgeführt. Die folgenden Anga¬

ben beziehen sich auf eine Ausgangsmenge von ca. 350-g

frischen Muskels. Alle Schritte wurden bei 0 - 4 °C

durchgeführt. Frische Hühner-Brustmuskeln wurden auf

Eis in kleine Stücke geschnitten, in ca. 700 ml Waschlö¬

sung gegeben, die zusätzlich 0,1 mM PMSF als Protease-

hemmer enthielt, und in einem "Fleischwolf" (Moulinex)

weiter zerkleinert. Die Suspension wurde während 10 Min.

bei 8.000 x g zentrifugiert und der Rückstand in

frischer Waschlösung (0,1 mM PMSF enthaltend) resuspen¬

diert. Durch wiederholtes Zentrifugieren/Resuspendieren

(ca. 7 - 9 x) wurden die Muskeln gewaschen, bis die Ab¬

sorption des Waschüberstandes bei 280 nm konstant blieb.

Die Muskelsuspension wurde nun in 1,2 Liter Hochsalz-

Extraktionspuffer ("Hochsalzpuffer", der zusätzlich

0,1 mM PMSF enthielt) aufgeschlämmt und unter ständigem

Rühren während 90 Min. extrahiert. Der Extrakt wurde

durch Zentrifugieren (30 Min. bei 12.000 x g) vom Mus¬

kelrückstand abgetrennt und mit 2,5 n NaOH auf pH 7,2

eingestellt. Durch langsames Zugeben einer 91 %igen Am¬

moniumsulfatlösung (91 % (NH ) SO (475 g/1 bei 4 °C),

1 mM EDTA, pH 7,2) bis zu einer Endkonzentration von

32 % wurden die hochmolekularen Proteine ausgefällt.

Nach 20minütigem Rühren wurde das Präzipitat während

15 Min. bei 20.000 x g abzentrifugiert, in ca. 400 ml

Puffer A gelöst und zuerst während 24 Std. gegen 2 x 10
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Volumen Puffer A und dann während 12 Std. gegen 2 x 10

Volumen Puffer B dialysiert. Das ausgefällte Aktomyosin

wurde durch Zentrifugieren (50 Min. bei 40.000 x g) ent¬

fernt; im Ueberstand wurde eine zweite Ammoniumsulfat¬

fällung (40 %) durchgeführt (langsame Zugabe von 225 g

(NH ) SO pro Liter Ueberstand bei 0 °C). Nach 20minüti-
4 2 4

gern Weiterrühren wurde das Präzipitat während 15 Min.

bei 8.000 x g abzentrifugiert, in ca. 70 ml Puffer C

gelöst und während mindestens 48 Std. gegen 2 Liter Puf¬

fer C dialysiert (mehrmaliges Wechseln des Puffers).

Die dialysierte Myomesin-Präparation wurde während 15

Min. bei 20.000 x g von unlöslichen Präzipitaten ge¬

trennt und auf eine 2,5 x 35 cm grosse DE-52-Zellulose-

Säule aufgezogen. Die Säule wurde bei einer Fliessge¬

schwindigkeit von 50 ml/Std. mit Puffer C gewaschen,

bis die Absorption des Durchflusses auf 0 abgefallen

war. Die interessierenden Proteine wurden mit einem Gra¬

dienten von 2x1 Liter 0,0 - 0,3 M NaCl in Puffer C

eluiert. Das Elutionsprofil sowie Polyacrylamidgele der

Proteine in den wichtigsten Fraktionen werden in Figur 1

gezeigt.

Durch diese einmalige DE-52-Zellulose-Chromatographie

kann hochgereinigtes "165K-7S-Protein" (Fraktionen 84

bis 91) sowie hochgereinigte Phosphorylase b (Fraktio¬

nen 95 - 120) in einem Schritt gewonnen werden. Myomesin

erscheint zusammen mit Phosphorylase b in den Fraktionen

122 bis 150 bei einer Salzkonzentration von 0,1 bis 0,15

M. Zur Weiterreinigung von Myomesin wurde deshalb eine

Affinitätschromatographie auf 5'-AMP-Sepharose 4B durch¬

geführt (Phosphorylase besitzt Bindungsstellen hoher

Affinität für das Koenzym AMP). Ungefähr 25 mg Myomesin/

Phosphorylase b in Puffer C (aus den zusammengegebenen

Fraktionen 124 bis 150 der DE-52-Zellulose-Chromatogra-

phie) wurden auf eine in Puffer C equilibrierte 5*-AMP-
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FRAKTION NUMMER

200

Figur 1: DE-52-Zellulose-Chromatographie der Myomesin-Präparation.

375 mg Protein, gelbst in 75 ml Puffer C, wurden auf eine in Puffer C

equilibrierte, 2,5 x 35 cm grosse DE-52-Zellulose-Säule aufgezogen

und mit einem linearen Salzgradienten von 2x1 Liter 0,0 - 0,3 M NaCl

in Puffer C eluiert. Tropfgeschwindigkeit: 50 ml/Std.; Fraktionengrös-

se: 8,5 ml.

SDS-Polyacrylamidgele (8 X) der Proteine im Ausgangsmaterial (a) sowie

in den Fraktionen 86 (b), 88 (c), 92 (d), 94 (e), 96 (f), 97 (g), 99

(h), 101 (i), 104 (j), 110 (k), 120 (1), 122 (m), 124 (n), 126 (o),

132 (p), 138 (q), 144 (r), 148 (s) und 152 (t) werden ebenfalls ge¬

zeigt.

Sepharose-4B-Saule (0,8 x 6 cm) aufgezogen. Die Proteine

im Durchfluss wurden gesammelt; d i.e Analyse auf SDS-

Polyacrylamidgelen zeigte, dass es sich um hochgereinig-

tes Myomesin handelte.

In Figur 2 wind die Homogenität von "165K-7S-Protein",

Phosphorylase b und von Myomesin auf 8 %-Polyacnylamid-

gelen in Gegenwart von 0,1 % SDS gezeigt.

In Tabelle I ist das Reimgungsprotokoll für Myomesin

zusammengestellt.
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Figur 2: 8 %-Polyacrylamidgele in Gegenwart

von 0,1 % SDS von:

(a) "lfi5K-7S-Protein" (2 ug), (b) Phosphory¬
lase b (3 ug), (c) Myomesin/Phosphorylase b

nach der DE-52-Zellulose-Chromatographie bzw.

vor der Affinitätschromatographie auf 5'-AMP-

Sepharose 4B (8 ug), (d) Myomesin nach der

5'-AMP-Sepharose-4B-Chromatographie (4 ug).

ab cd

Tabelle I: Reinigungsprotokoll von Myomesin.

Ausgangsmenge: 350 g frische Hühner-Brustmuskeln

Volumen Protein Protein Ausbeute

Schritt total

ml mg/ml mg X

Hochsalzextrakt ca. 1.000 ca. 14 ca. 14.000 100,0

nach Fällung in 32 %

Ammoniumsulfat und

Lösen in Puffer A 400 30 12.000 85,7

nach Fällung in 40 X

Ammoniumsulfat und

Lösen in Puffer C

(Material, das auf

DE-52-Zellulose-Säule

aufgetragen wird) 75 5 375 2,7

nach DE-52-Zellulose-

Chromatographie (zu¬

sammengegebene Frak¬

tionen, die haupt¬

sächlich Myomesin und

Phosphorylase b ent¬

halten ) 230 0,4 92 0,7

nach 5'-AMP-Sepharo-

se-4B-Chromatogra-

phie; gereinigtes

Myomesin 175 0,25 44 0,3
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Ausser der Hauptbande (Bande A) waren jedoch auf SDS-

Polyacrylamidgelen von gereinigtem Myomesin oft 2 weite¬

re, schneller wandernde Banden (B und C) deutlich sicht¬

bar (Figur 3a). Der Anteil dieser Banden am gesamten

aufgetragenen Myomesin war jedoch variabel. Um zu tes¬

ten, ob es sich bei diesen Proteinen um Abbauprodukte

Figur 3: Peptidanalyse von Myomesin.

(a): SDS-Polyacrylamidgel (8 %) von Myomesin (k ug). Neben der Haupt¬

bande A sind zwei schwächere, schneller wandernde Banden B und C

sichtbar.

(b) - (k): Peptidanalyse der Proteinbanden A, B und C nach partieller

Staphylococcus aureus V8-Protease-Verdauung in 12,5 %-Polyacrylamidge-

len in Gegenwart von 0,1 % SOS. (b) - (f): Coomassie-Färbung; (g) -

(k): Silberfärbung der Gele (b) - (f). (b), (g): ohne Staphylococcus

aureus V8-Protease; (c), (h): 0,01 ug V8-Protease; (d), (i): 0,05 ug

V8-Protease; (e), (j): 0,1 ug V8-Protease; (f), (k): V8-Protease al¬

lein (2 ug).
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von Myomesin handelte, wurden die einzelnen Proteinban¬

den aus Gelen ausgeschnitten und wie im Methodenteil

(1.2.5.) beschrieben durch partielle Proteaseverdauung

und anschliessende Auftrennung in SDS-Polyacrylamidgelen

auf ihre Peptidzusammensetzung untersucht. Figur 3b - k

zeigt deutlich, dass die 3 Proteine (Banden A, B und C)

sehr ähnliche Peptidmuster aufweisen und deshalb höchst¬

wahrscheinlich von einer einzigen Proteinspezies abstam¬

men.

Charakterisierung der Antikörper gegen Myomesin und ge¬

gen "165K-7S-Protein"

Das Antiserum gegen MM-CK wurde früher charakterisiert

(102, 143).

In Doppelimmundiffusionstests gaben Antiseren gegen Myo¬

mesin und gegen "165K-7S-Protein" je eine einzige Präzi¬

pitationslinie gegen ihr jeweiliges homologes Antigen

(Figur 4). Antiserum gegen Myomesin reagierte hingegen

nicht mit "165K-7S-Protein" oder Phosphorylase b, den

beiden wahrscheinlichsten Kontaminanten bei der Myome-

sinreinigung (Figur 4a).

Die Identität von "165K-7S-Protein" und "glycogen de-

branching enzyme" wurde schon früher nachgewiesen (48,

133). Eine weitere Bestätigung dafür wird in Figur 4c

gezeigt: Wenn das Antiserum gegen "165K-7S-Protein" in

einem Doppelimmundiffusionstest gleichzeitig gegen das

homologe "165K-7S-Protein" und gegen "debranching en¬

zyme", das nach einem anderen Verfahren gereinigt worden

war (48), getestet wurde, so zeigte sich eine Identi¬

tätsreaktion.
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B
B

Figur 4: Ouchterlony-Doppelimmundiffusions-

tests.

Mittlere Vertiefungen: (a) anti Myomesin-Se-

rum (30 ul), (b) anti-Myomesin-Serun (15 ul)
+ anti~"165K-7S-Protein"-Serum (15 ul), (c)

anti-"165K-7S-Protein"-Serum (30 ul).

Aeussere Vertiefungen: (a): A, MyomesLn; B,

"165K-7S-Protein"; C, Phosphorylase b (je
30 ul). (b): A, Myomesin (30 ul); B, "165K-

7S-Protein" (30 ul); C, Myomesin (15 ul) +

"165K-7S-Protein" (15 ul). (c): A, "155K-7S-

Protein"; B, "glycogen debranching enzyme"

(je 30 ul). Die Konzentration der Antigene

betrug jeweils 0,3 mg/ml.

Um Myomesin und "165K-7S-Protein" ("debranching en¬

zyme"), die beide sehr ähnliche Molekulargewichte auf¬

weisen, auf SDS-Polyacrylamidgelen voneinander unter¬

scheiden zu können, erwies sich die Immunreplika-Technik

als äusserst nutzlich (Figur 5). Ein Immunreplika-Gel,

B

Figur 5: Identifizierung von Myome¬

sin und von "165K-7S-Pro-

tein" durch die Immunre-

p]ika-Technik.

SDS-Polyacrylamidgel (8 %) vor Myo¬
mesin (9 ug) (a) und von "165K-7S-

Protein" (5 ug) (b) sowie Immunre-

plika-Gele, die über einen Teil des

Polyacrylamidgeles gegossen worden

waren und anti-Myomesin-Serum (A)
oder anti-"165K-7S-Protein"-Serum

(B) enthielten.

a b
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das Antiserum gegen Myomesin enthält, reagiert nur mit

Myomesin-Banden, nicht aber mit "165K-7S-Protein"-Banden

auf SDS-Polyacrylamidgelen (Figur 5, Immunreplika-Gel

A) . Entsprechend reagiert das Antiserum gegen "165K-7S-

Protein" im Immunreplika-Test nur mit dem homologen Pro¬

tein, nicht aber mit Myomesin (Figur 5, Immunreplika-

Gel B) .

Lokalisierung von Myomesin in Skelett- und Herzmuskel-

myofibrillen aus dem Huhn

Mit der indirekten Immunfluoreszenz-Technik konnte ge¬

zeigt werden, dass Myomesin in der Mitte der A-Bande

von isolierten Hühner-Brustmuskelmyofibrillen lokali¬

siert ist (Figur 6). Die Antikörperablagerung in der

H-Zone war so stark, dass sie manchmal sogar in Phasen-

kontrastaufnahmen als schwarze Linie sichtbar wurde (Fi¬

gur 6a).

Demgegenüber zeigten Myofibrillen, die mit Kontroll-IgG

inkubiert worden waren, im Phasenkontrast eine helle

H-Zone und unter Fluoreszenzanregung keine spezifische

Reaktion (Figur 6b, d) . Das interessanteste Resultat

stellt aber zweifellos die Tatsache dar, dass auch Hüh-

ner-Herzmyofibrillen, denen eine sichtbare M-Linie fehlt

(120, 141), nach der Inkubation mit den Antikörpern ge¬

gen Myomesin und den fluoreszierenden sekundären Anti¬

körpern eine stark positive Reaktion in der H-Zone zeig¬

ten (Figur 6c).
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Figur 6: Lokalisierung von Myomesin in isolierten Myofibrillen..

a, b: Brustmuskelmyofibrillen; c, d: Herzmuskelmyofibrillen. a und

c: Inkubation (1 Std.) mit anti-Myomesin-IgG (10 ug/ml); b und d: In¬

kubation (1 Std.) mit IgG aus Präimmunserura (20 ug/ml). Links: Phasen¬

kontrast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen. M: M-Linie; Z: Z-Linie; H: H-

Zone. Vergrösserungsbalken: 5 um.

Durch weitere Experimente konnte belegt werden, dass

Herzmuskelmyofibrillen Myomesin enthalten:

In Immundiffusionstests reagierten Antikörper gegen

Skelettmuskelmyomesin mit Hochsalzextrakten von

Brustmuskel- und Herzmuskelmyofibrillen in je einer

einzigen Präzipitationslinie (Figur 7), wobei die

beiden Präzipitationslinien miteinander verschmol¬

zen. Die kreuzreagierende Proteinspezies aus dem

Herzmuskel ist aber nicht vollkommen identisch mit

derjenigen aus dem Brustmuskel, da in der Reaktion

des Antikörpers mit dem homologen Brustmuskelmyome-
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sin ein zusätzlicher Sporn auftritt (Figur 7). Dies

lasst darauf schliessen, dass sich das Brust- und

das Herzrruskelprotein in mindestens einer antigeni¬

schen Determinante unterscheiden.

B B

Figur 7: Doppelimmundiffusionstest von:

Anti Myonesm IgG (1 mg/ml, mittlere Vertiefung) gegen Hochsalz¬

extrakt (ca. 10 ng Protein/ml) aus Hjhner-Brustnuskelmyofibril¬
len (A) und aus Huhner-Herzmuskelmyofibrillen (B).

Wenn die Proteine aus Niedrig- und Hochsalzextrakten

von Herzmuskelrryof ibrillen nach der Auftrennung auf

SDS-Polyacrylamidgelen mittels der Immunreplika-

Technik auf die Anwesenheit einer mit Brustmuskel-

myomesm kreuzreagierenden Spezies untersucht wur¬

den, fand sich eine Reaktion mit einem Protein, aas

ein Molekulargewicht von ca. 165.000 aufwies (Fi¬

gur 8) .
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Figur 8: SDS-Polyacrylamidgele (5 X) der Proteine in Niedrig-

und Hochsalzextrakten von Hühner-Herzmuskelmyofibril-

len; Identifizierung von Herzmuskelmyomesin durch

die Immunreplika-Technik.

a: Niedrigsalzextrakt (72 Std., 3 ug), b: Hochsalzextrakt (24

Std., 5 ug); c: Hochsalzextrakt (72 Std., 3 ug); d: M -Markerpro¬

teine (ungefähre Molekulargewichtswerte von oben nach unten: Hüh¬

ner—" 165K — 7S—Protein": 165.000; Kaninchenmuskel-Pho^phorylase b:

94.000; Rinder-Serumalbumin: 68.000; Kaninchenmuskel-Pyruvat-

kinase: 57.000). Das Immunreplika-Gel rechts enthielt Antiserum

gegen Huhner-Brustmuskelmyomesin und wurde über einen Teil der

Bahnen a - c des Polyacrylamidgeles gegossen. Die Präzipitations¬

linien im Immunreplika-Gel bildeten sich über den mit den Pfeilen

bezeichneten Proteinbanden.

Aus Figur 9 geht hervor, dass Myomesm auch auf Gefrier¬

schnitten durch intakte Huhner-Brustmuskeln in der H-

Zone der Myofibrillen lokalisiert werden konnte. Ver-
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glichen mit der spezifischen H-Zonen-f- luoreszenz war

die Hintergrundfluoreszenz sehr gering.

Brustmuskeln.

a: Inkubation mit anti Myomesin IgG; b: Inkubation mit IgG aus Präim-

munserum. Links: Phasenkontrast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen.
Schnittdicke: 6 um. M: M Linienregion; Z: Z-Linie. Vergrbsserungsbal-
ken: 5 um.

Die ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in Myo¬

fibrillen wurde im Elektronenmikroskop genauer unter¬

sucht. Nach der Inkubation mit Antikörpern gegen Myome¬

sin zeigten Skelettmuskelmyoflorillen eine regelmässige,

stark elektronendichte Markierung, die sich über einen

grossen Teil der H-Zone erstreckte (Figur 10b) und ein¬

deutig breiter war als die M-Linie von Myofibrillen,

die mit Präimmun-IgG inkubiert worden waren (Figur 10a).

Die durchschnittliche Breite der Markierung mit Antikör¬

pern gegen Myomesin betrug 63 nm; demgegenüber war die

M-Linie der Kontroll-Myofibrillen nur 41 nm breit. Die¬

ser Unterschied kann nicht nur durch das Binden von An-



- 50 -

tlkörpermolekülen an den äussersten Rand der eigentli¬

chen M-Linie erklärt werden, da z.B. die Markierung von

Myofibrillen mit Antikörpern gegen MM-CK keine wesentli¬

che Verbreiterung der M-Linie zur Folge hatte. Figur 10c

zeigt eine Hühner-Her-zmyof ibrille, die mit Kontroll-IgG

inkubiert wurde; das Fehlen einer elektronendichten M-

Linie ist klar zu erkennen. Nach der Inkubation mit An¬

tikörpern gegen Myomesm wiesen Huhner-Herzmyofibrlllen

jedoch eine deutliche Markierung auf (Figur 10d), ver¬

gleichbar mit derjenigen in Skelettmuskelmyofibrillen.

Tiqur 10: Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin auf Ultradünn¬

schnitten durch Hühner- Skelett- und Herzmuskeln.

a, b: Brustmuskelmyofibrillen; r, d: Herzmuskelmyofibr±llen. a und

c: Inkub it ion mit IgG aus Pi äi mmunserum; b und d: Inkubation mit anti-

Myomesin IgG. H: M Linie; l: 7-Linie; H: H-Zone. Vergrosserungsbalken:

0,3 um.
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Extrahierbarkeit von Myomesin aus Skelett- und Herzmus-

kelmyofibrillen in Puffern verschiedener lonenstärke

Aus manchen früheren Publikationen ist bekannt, dass

Puffer niederer Ionenstärke das myofibrilläre M-Linien-

materiaL recht spezifisch extrahieren können (12, 69,

123). Durch einstündige Inkubation in einem Niedrigsalz¬

puffer (5 mM Tris-HCl, pH 7,7) konnte z.B. die MM-CK-

Aktivität praktisch vollständig aus Brustmuskelmyofi-

brillen herausgelöst werden (143). Entsprechend fand

sich in solchen Myofibrillen auch keine spezifische M-

Linien-Immunfluoreszenz für MM-CK mehr (143).

Im Gegensatz dazu war die quantitative Extraktion von

Myomesin aus Brust- oder Herzmuskelmyofibrillen in "Nie¬

drigsalzpuffer" nicht möglich; auch nach 3tägiger Inku¬

bationsdauer konnte dieses Protein mittels der Immun¬

fluoreszenz-Technik noch immer eindeutig in der M-Li-

nienregion der Myofibrillen nachgewiesen werden (Fi¬

gur 11 ) .

a: Brustmuskel-, b: Herzmuskelmyofibrillen. Die Myofibrillen wurden

während 72 Std. in "Niedrigsalzpuffer" extrahiert und dann mit Antise

rum gegen Myomesin (l : 100 in Waschlösung verdünnt) inkubiert. Links:

Phasenkontrast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen. M: M-tinienregion; H:

H-Zone. Vergrösserungsbalken: 5 Mm.
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Die Fluoreszenz war zwar oft etwas diffuser, was auf

eine gewisse "Auflockerung" der myofibrillären Struktur

zurückzuführen sein könnte; im allgemeinen waren jedoch

keine grossen morphologischen Veränderungen dieser in

"Niedrigsalzpuffer" extrahierten Myofibrillen zu beob¬

achten. Extraktionen in "Hochsalzpuffer" hatten hinge¬

gen schon nach kurzer Zeit (weniger als 1 Std.) eine

totale Zerstörung der myofibrillären Strukturen zur Fol¬

ge. Hochsalz-Extraktionen lösen das gesamte A-Banclenma-

terial aus den Myofibrillen heraus (59) und haben des¬

halb auch die quantitative Extraktion von Myomesin zur

Folge. Die unterschiedliche Extrahierbarkeit von Myo¬

mesin in Puffern niedriger oder hoher Ionenstärke wird

in Figur 12 veranschaulicht. Die Ueberstände von Extrak¬

tionen in Puffern niedriger und hoher Ionenstärke so¬

wie die extrahierten Myofibrillen wurden auf SDS-Poly-

acrylamidgelen mittels der Immunreplika-Technik auf

das Vorhandensein von Myomesin untersucht.

Waschlösung vermochte keine nennenswerten Mengen von

Myomesin aus Myofibrillen herauszulösen (Figur 12a).

Niedrigsalzextrakte enthielten nachweisbare Mengen von

Myomesin (Figur 12b, c), der grösste Teil des Myomesins

blieb jedoch in den extrahierten Myofibrillen zurück

(Figur 12h, i). In "Hochsalzpuffer" extrahierte Myofi¬

brillen hingegen enthielten praktisch kein Myomesin mehr

(Figur 12k, 1); das gesamte Myomesin war in den entspre¬

chenden Extrakten nachzuweisen (Figur 12d, e).
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Figur 12: SDS-Polyacrylamidgele (8 %) der Proteine in den Ueberstän-

den und in den zurückbleibenden Myofibrillen nach Extrak¬

tionen von Hühner-Brustmuskelmyofibrillen in verschiede¬

nen Puffern; Nachweis von Hyomesin durch die Iramunreplika-
Technik.

a - e: Ueberstände nach der Inkubation von Myofibrillen in Waschlö¬

sung (5 Min.) (a); "Niedrigsalzpuffer" (1 Std.) (b); "Niedrigsalzpuf¬
fer" (72 Std.) (c); "Hochsalzpuffer" (l Std.) (d); "Hochsalzpuffer"
(72 Std.) (e). f: M -Markerproteine (ungefähre Molekulargewichtswer¬
te: 1: Hühner-"165K-7S-Protein": 165.000; 2. Kaninchenmuskel-Phospho-
rylase b: 94.000; 3: Rinder-Serumalbumin: 68.000; 4. Kaninchenmuskel -

Pyruvatkinase: 57.000; 5: Hühner-M-CK: 40.000; 6: Rinder Chymotrypsi-
nogen A: 25.000). g - 1: Zurückbleibende Myofibrillen nach den ent¬

sprechenden, unter a e erwähnten Inkubationen in verschiedenen Puf¬

fern, m: M -Markerprotein: Hühner-"165K-7S-Protein" (M 165.000). Die
r

v

r

Pfeilspitzen geben die Positionen von Myosin-"heavy chain", Myomesin
und Aktin an (von oben nach unten). Die Immunreplika Gele enthielten

Antiserum gegen Myomesin und wurden über einen Teil der Bahnen a - e

bzw. g - 1 der Polyacrylamidgele gegossen.

Die starke Bindung von Myomesin an die Myosinfilamente

konnte durch ein weiteres Experiment belegt werden, in

welchem versucht wurde, Myomesin aus Hochsalzextrakten

von Brust- und Herzmuskeln in einem einzigen Schritt

über eine anti-Myomesm-Aff initätssäule zu reinigen.

Dazu wurden Sepharose-43-Säulen, an die anti-Myomesm-

IgG kovalent gekoppelt worden warer, mit dem jeweiligen

Extrakt beschickt. Die Säulen wurden mit PBS, 1 mM EDTA,
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1 M NaCl gewaschen und dann mit 3 M KJ, 0,1 M Tris-HCl,

pH 8 eluiert. Die Eluate wurden gegen 0,05 M Tris-HCl,

5 mM DTT, 10 % Glyzerin, 0,1 mM PMSF, pH 8 dialysiert

und Aliquots auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

Auch durch intensives Waschen der Säulen (bis kein Pro¬

tein mehr im Durchfluss erschien) konnte nicht alles

Myosin herausgelöst werden; vielmehr erschien Myosin

zusammen mit Myomesin bei der spezifischen Elution in

3 M KJ, 0,1 M Tris-HCl, pH 8 (Figur 13). Ausser Myosin

konnten die meisten übrigen in den Extrakten vorhande¬

nen Proteine durch Waschen aus den Säulen herausgelöst

werden.

i —w „p^ „mn^

a b c d e f g h

Figur 13: SDS-Polyacrylamidgele (8 X) der Proteine in Brustmuskel-

und Herzmuskel-Hochsalzextrakten vor und nach der Auf¬

trennung durch anti-Hyomesin-Affinitätschromatographie.

a - d: Proteine in Brustmuskelextrakten; f - i: Proteine in Herzmus¬

kelextrakten, a, f: Hochsalzextrakt vor dem Auftragen auf eine anti-

Myomesin-Affinitätssäule; b, g: Proteine im Durchfluss der anti-Myome-
sin Affinitätssäule während des Auftragens von Hochsalzextrakt; c, h:

Proteine, die mit PBS, 1 mM EDTA, 1 M NaCl aus der anti-Myomesin-Affi-
nitätssäule herausgewaschen wurden; d, i: Proteine, die mit 3 M KJ,

0,1 M Tris-HCl, pH 8 von der anti-Myomesin-Affinitätssäule eluiert

wurden; e: Mr-Markerprotein: Hühner -"165K -7S-Protein" (M 16 5
„
0 0 0).
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Vergleicht man die Anteile an spezifisch eluiertem Myo-

sin und Myomesin aufgrund der Bandenstärke auf SDS-Poly-

acrylamidgelen miteinander, so scheint bei Brustmuskel¬

extrakten ein stöchiometrisches Verhältnis von ca. 1 : 1

zu bestehen (Figur 13d), während bei Herzmuskelextrakten

der Anteil an Myosin eindeutig grösser ist als derjenige

an Myomesin (Figur 13i). In letzterem Fall wird aller¬

dings auch eine beträchtliche Menge von Aktin und (wahr¬

scheinlich) Troponin miteluiert, was auf das Binden von

einigen ganzen Aktomyosinfilamenten an die anti-Myome-

sin-Säule zurückzuführen sein könnte.

Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in Brust-

muskelmyofibrillen, die in einem Puffer niedriger Ionen¬

stärke extrahiert worden sind

Eine 24stündige Niedrigsalz-Extraktion von Brustmuskel¬

faserbündeln führte zum vollständigen Verschwinden der

sichtbaren M-Linie (Figur 14a). Wenn solche Faserbündel

nun mit Antikörpern gegen Myomesin inkubiert wurden,

erhielt man ein charakteristisches Markierungsmuster

in der M-Linienregion (Figur 14b - d).

Die Antikörperablagerung zog sich nicht mehr regelmässig

durch die ganze M-Linienregion, sondern war stärker aus¬

geprägt in den beiden Randzonen, so dass in der Mitte

ein hellerer, weniger elektronendichter Streifen blieb

(Figur 14b). Dieses Doppellinienmuster war noch aus¬

geprägter, wenn anstelle der ganzen Antikörpermoleküle

die viel kleineren Fab-Fragmente der anti-Myomesin-IgG

verwendet wurden (Figur 14c). Die mittlere, nicht mar¬

kierte Zone, in der sich normalerweise die M-Linie be¬

findet, hatte eine ähnlich geringe optische Dichte wie
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der Rest den H-Zone aussenhalb der IV-Limenregion. In

Praoarationen von Niedngsalz-extra^ierten Muskelfasern

fanden sich oft Myofibrillen mit "zerrissenen" M-Limen-

negion. In solchen Myofibrillen war die Dekoration mit

Antikörpern gegen Myomesin in zwei unabhängigen Linien

auf beiden Seiten den ehemaligen H-Zone besonders gut

bicntbar (Figur 14d).

-*^«*^^V*»««*Ä*(8

»***SNiii»Jii^,

Figur 14- Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in Niedrig¬
salz extrahierten Brustmuskelmyofibnllen.

a Inkubat on mit IgG aus Pramnunserum, b unc d Inkubation mit anti-

Myomesin IgG, c Inkubation mit Fab Fraamenten von anti Myomesin IgG.
Pfeile Antikorperablagerung in zwei getrennten Streifen in der M-Li-

nienregion. Pfeilspitzen Antikorperablagerungen in zwei unabhargigen

otreifen a"i Rana der H Zone in Myofibrillen mit "zerrissener" M Li-

nienrtgion. Vergrosserungsbalken 0,3 um.
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1.3.6. Inkubation von Skelett- und Herzmuskelmyofibrillen mit

monovalenten Antikörpern gegen Myomesin

Hühner-BrustmuskelTiyof ibrillen wurden ursprünglich mit

monovalenten Antikörpern gegen MM-CK inkubiert, um bei

der ulrrastrukturellen Lokalisierung von MM-CK in der

M-Linienregion eine bessere Auflösung zu erhalten.

Ueberraschenderweise lösten diese monovalenten Antikör¬

per jedoch die MM-CK spezifisch und quantitativ aus den

Myofibrillen heraus, was mit dem Verschwinden der sicht¬

baren, elektronendichten M-Lmie einherging (142).

Im Gegensatz dazu konnte Myomesin in Hühner- Brust- und

Herzmuskelmyofibrillen, die zuerst mit monovalenten An¬

Figur 15: Immunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin in Hühner-

Brust- und Herzmuskelmyofibrillen mittels monovalenter An¬

tikörper.

a, b: Brustmuskelmyofibrillen; c, d: Herzmuskelmyofibrillen. a und c:

Inkubation (1 Std.) mit Fab-Fragmenten von anti-Myonesin-IgG (20 uo/

ml); b und d: Inkubation (1 Std.) mit Fab-Fragmenten von IgG aus Prä¬

immunserum (20 ug/ml). Links: Phasenkontrast-, rechts: Fluoreszenzauf¬

nahmen. M: M-Linienregion; H: H-Zone. Vergrösserungsbalken: 5 um.
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tikörpern gegen Myomesin und dann mit fluoreszierenden

sekundären Antikörpern inkubiert worden waren, noch im¬

mer durch die positive Immunfluoreszenzreaktion in der

M-Linienregion lokalisiert werden (Figur 15). Die Fluo¬

reszenzintensität war im allgemeinen etwas schwächer

als nach der Immunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin

mit ganzen anti-Myomesin-IgG-Molekülen (Figur 6). Dies

könnte jedoch auf die kleinere Anzahl Bindungsstellen

der anti-Myomesin-Fab-Fragmente für die fluoreszierenden

sekundären Antikörper zurückzuführen sein.

Auch langdauernde Inkubation (3 Tage) von Myofibrillen

mit monovalenten Antikörpern gegen Myomesin vermochte

dieses Protein nicht spezifisch und quantitativ aus der

M-Linienregion herauszulösen; die Immunfluoreszenzreak¬

tion für Myomesin blieb - wenn auch schwächer - immer

noch positiv. Langdauernde Inkubation in Waschlösung

führt sicherlich zu einer gewissen Zerstörung von Myofi¬

brillen und damit zur Herauslösung von Proteinen. Trotz¬

dem kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dass die an¬

ti-Myomesin-Fab-Fragmente eine bestimmte Menge von Myo¬

mesin spezifisch aus den Myofibrillen herauszulösen ver¬

mögen. Dies wird aus Figur 16 ersichtlich: Nach 3tägiger

Inkubation von Brustmuskelmyofibrillen in einer Lösung

von anti-Myomesin-Fab-Fragmenten kann mehr Myomesin im

Ueberstand nachgewiesen werden als nach gleich langer

Inkubation in Waschlösung oder in einer Lösung von Prä-

immun-Fab-Fragmenten.

Obwohl aus den oben beschriebenen Experimenten hervor¬

geht, dass monovalente Antikörper gegen Myomesin an die

M-Linienregion von Myofibrillen binden können, brachte

die Verwendung von anti-Myomesin-Fab-Fragmenten keine

Verbesserung der Auflösung bei der ultrastrukturellen
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c d e

Figur 16: SOS-Polyacrylamidgele (8 %) der Proteine in verschiedenen

Inkubationsüberständen von Hühner-Brustmuskelmyofibrillen;

Nachweis von Myomesin mit der Immunreplika-Technik.

a - c: Ueberstände nach 72stündiger Inkubation von Myofibrillen mit

Waschlösung (a); Fab-Fragmenten von IgG aus Präimmunserum (0,1 mg/ml)
(b); Fab-Fragmenten von anti-Myomesin-IgG (0,1 mg/ml) (c). d: M -Mar¬

kerproteine (ungefähre Molekulargewichtswerte: siehe Legende zu Figur

12f). e: Fab-Fragmente von anti-Myomesin-IgG (10 ug). Das Immunrepli-

ka-Gel rechts enthielt Antiserum gegen Myomesin; es wurde über einen

Teil der Bahnen a - c des Polyacrylamidgeles gegossen. Das Auftreten

von mehreren Präzipitationslinien in derselben Bahn ist auf proteoly¬

tische Degradation von Myomesin zurückzuführen.

Lokalisierung von Myomesin in Brust- und Herzmuskelmyo-

fibrillen (Figur 17). Die elektronendichte Antikörper¬

markierung war vergleichbar mit derjenigen nach der In¬

kubation von Myofibrillen mit den ungespaltenen anti-

Myomesin-Antikörpermolekülen (Figur 10).
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Figur 17: Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in Hühner-

Brustmuskelmyofibrillen mittels monovalenter Antikörper.

a: Inkubation mit Fab-Fragmenten von anti-Myomesin-IgG; b: Inkubation

mit Fab-Fragmenten von IgG aus Präimmunserurr. M: M-Linienregion. Ver-

grösserungsbalken: 0,3 um.

Bindung von Antikörpern gegen Myomesin an Brustmuskel¬

myofibrillen, deren MM-CK extrahiert worden ist

Die Tatsache, dass ein einzelnes M-Linienprotein (MM-CK)

selektiv aus Brustmuskelmyofibrillen entfernt werden

kann, erleichtert das Studium der Lokalisierung der üb¬

rigen M-Linienproteine in der verbleibenden M-Linienre-

gion. Brustmuskelmyofibrillen wurden daher zuerst mit

Fab-Fragmenten von anti-MM-CK-IgG inkubiert, um die MM-

CK spezifisch herauszulösen, und dann mit anti-Myomesin-

IgG und fluoreszierenden sekundären Antikörpern ver¬

setzt. Aus Figur 18 wird ersichtlich, dass Myomesin

noch immer stark in der M-Linienregion gebunden war;

das Fluoreszenzmuster ist nicht von Demjenigen von "nor¬

malen", für Myomesin angefärbfpn Myofibrillen (Figur 6)

/u unterscheiden.
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Figur 18: Iramunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin in Hühner-Brust-

muskelmyofibrillen, deren strukturgebundene MM-CK spezi¬

fisch extrahiert worden ist.

Die Myofibrillen wurden zuerst während 24 Std. in einer Lösung von

monovalenten Antikörpern gegen MM-CK (0,1 mg/ml) extrahiert und dann

während 1 Std. mit anti-Myomesin-IgG (5 ug/ml) inkubiert. Lin^s: Pha¬

senkontrast-, rechts: Fluoreszenzaufnähme. M: M-Linienregion. Vergrös-

serungsbalken: 5 um.

Bei elektronenmikroskopischer Auflösung war das Fehlen

einer sichtbaren M-Linie in Brustmuskelmyofibrillen,

deren MM-CK extrahiert worden war, sehr deutlich zu er¬

kennen (Figur 19a). Durch die Inkubation solcher Myofi¬

brillen mit anti-Myomesin-IgG wurde die M-Linienregion

wieder stark markiert (Figur 19b). Die Antikörperabla¬

gerung war nicht von derjenigen in nicht extrahierten

Myofibrillen (Figur 10) zu unterscheiden, d.h. sie er¬

streckte sich regelmässig über die gesamte M-Linienre¬

gion und zeigte kein Doppellinienmuster wie in Niedrig-

salz-extrahierten Myofibrillen (Figur 14b - d). Auch

die Inkubation mit den kleineren Fab-Fragmenten der an¬

ti-Myomesin-IgG führte zu keiner wesentlichen Verände¬

rung des Markierungsmusters in der M-Linienregion (ver¬

gleiche Figur 19a mit Figur 17a).
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Figur 19: Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in Hühner-

Brustmuskelmyofibrillen, deren MM-CK spezifisch extra¬

hiert worden ist.

Die Brustmuskelfaserbündel wurden mit monovalenten Antikörpern qegen

MM CK vonnkubiert, um die strukturgebundene MM-CK zu extrahieren,

a: Extrahierte Myofibrille; b: Extrahierte Myofibrille nach Inkubation

mit anti-Myomesin-IgG; c: Extrahierte Myofibrille nach Inkubation mit

Fab-Fragmenten von anti-Myomesin IgG. H: H-Zone; M: M-Linie. Vergrös-

serungsbalken: 0,3 um.

1.3.8. Sequentielle Inkubation von Brustmuskelmyofibrillen

mit monovalenten Antikörpern gegen MM-CK und gegen Myo¬

mesin

Die Tatsache, dass Myomesin durch monovalente Antikörper

gegen Myomesin nicht spezifisch aus der M-Limenregion

herausgelost werden kann, könnte darauf zurückzuführen

sein, dass Myomesin in unbehandelten Myofibrillen für

die Antikörper weniger gut zugänglich ist als MM-CK,

die durch die Fab-Fragmente der anti-MM-CK-IgG quantita¬

tiv extrah:ert werden kann. Deshalb wurde untersucht,

ob die Entfernung von MM-CK - die in unbehandelten Myo¬

fibrillen eine "Maskierung" der Myorne° inmoleküle in der
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M-Linienregion bewirken könnte - zu einer verbesserten

spezifischen Extrahierbarkeit von Myomesin fünren würde.

Brustmuskelmyof i bril len wunden dazu zuerst während 24

Std. mit einer I ö^ung von monovalenten Antikörpern gegen

MM-CK extrahiert, um das strukturgebundene Lnzym zu ent¬

fernen, und dann während 24 - 72 Std. in einer Lösung

von monovalenten Antikörpern gegen Myomesin inkubiert.

Darauf wunden die Myofibrillen mit fluoreszierenden se¬

kundären Antikörpern angefärbt. Figur 20a zeigt, dass

Myomesin auch unter diesen Bedingungen immer noch in

der M-Linienregion lokalisiert und somit nicht quantita¬

tiv extrahiert werden konnte. Selbst Niednigsalz-Extrak-

•••II»

Figur 20: Immunfluoreszenzfärbung von extrahierten Hühner-Brustmus-

kelmyofibrillen mit monovalenten Antikörpern gegen Myome¬

sin.

Die Myofibrillen wurden zuerst während 24 Std. mit monovalenten Anti¬

körpern gegen MM-CK (0,1 mg/ml) (a, b) oder mit "Niedrigsalzpuffer"

(c, d) extrahiert und dann während 72 Std. mit Fab-Fragmenten von

anti-Myomesin-IgG (0,1 mg/nl) (a, c) oder mit Fab-Fragmenten von IgG

aus Präimmunserum (0,1 mg/ml) (b, d) inkubiert. Links: Phasenkon¬

trast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen. M: M-Linienregion. Vergrösse-

rungsbalken: 5 um.
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tion, die neben MM-CK noch weitere Proteine aus Myofi¬

brillen herauslost (12, 69, 123), führte nicht zu einer

quantitativen Extrahierbarkeit von Myomesin durch mono¬

valente Antikörper gegen Myomesin (Figur 20c). Die In¬

tensität oer Immunfluoreszenz war jedoch nach solchen

Inkubationen meist recht schwach und liess darauf

schliessen, dass lmnerhm ein beträchtlicher Anteil an

Myomesin aus den Myofibrillen herausgelost wurde. Dies

wird in Figur 21 veranschaulicht.

• mm*

Figur 21: SDS-Polyacrylamidgele (8 %) der Proteine in verschiedenen

Inkubationsüberständen von Hühner Brustmuskelmyofibrillen;

Nachweis von Myomesin mit der Immunreplika-Technik.

a: Ueberstand nach Inkubation von Myofibrillen mit Fab-Fragmenten von

anti MM-CK IgG (0,1 mg/ml, ?k Std.), b: Ueoerstand nach Inkubation

von Myofibrillen, die zuerst wie in (a) behandelt worden waren, mit

Fab Fragmenten von ant i-Myonesin-IgG (0,1 mg/ml; 72 Std.); c: lieber

otand nacr Inkubation von Myofibrillen, die zuerst wie in (a) behan

delt worden waren, nit rab-Fragmenter von IgG aus Praimmunserum (0,1

mg/n 1; 1? Std.); d: M -Markerproteine (ungefähre Molekulargewichts¬
werte, siehe legende <_u Figur 12f). Das Immunreplika-Gel rechts ent¬

hielt Antistrum gegen Myomesin und wurde ub=r einen Teil der Bahnen

a - c des Polyacrvlamidgeles gegossen.
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Im Ueberstand von Myofibrillen, die - nach der spezifi¬

schen Extraktion von MM-CK - mit monovalenten Antikör¬

pern gegen Myomesin inkubiert worden waren, liess sich

mehr Myomesin nachweisen, als im Ueberstand von Myofi¬

brillen, die - nach gleicher Vorbehandlung - mit Fab-

Fragmenten von IgG aus Präimmunserum inkubiert worden

waren.

Die beträchtliche Menge an Myomesin in diesen Ueberstän-

den stammt aber sicher zu einem gewissen Teil auch von

der allgemeinen Zerstörung und "Auflösung" von Myofi¬

brillen bei Langzeitinkubationen (siehe auch 1.3.6.).

Wenn die Sequenz der Antikörperinkubationen umgekehrt

wurde, d.h. wenn Brustmuskelmyofibrillen zuerst mit an-

ti-Myomesin-IgG oder mit Fab-Fragmenten von anti-Myome-

sin-IgG und erst dann mit Fab-Fragmenten von anti-MM-CK-

IgG inkubiert wurden, so erfolgte immer noch eine quan¬

titative Extraktion von MM-CK (Figur 22c, e). Obwohl

die Bindung der grossen anti-Myomesin-IgG-Moleküle an

die M-Linienregion die Zugänglichkeit der MM-CK für die

monovalenten Antikörper gegen MM-CK reduzierte, war die

Menge an extrahierter MM-CK unter diesen Bedingungen

immer noch beträchtlich grösser (Figur 22c) als im ent¬

sprechenden Kontrollexperiment (Figur 22d). Im Gegen¬

satz dazu führte die Bindung von anti-MM-CK-IgG an die

M-Linienstruktur zu einer eindeutigen Verminderung der

spezifischen Extrahierbarkeit von MM-CK durch die Fab-

Fragmente von anti-MM-CK-IgG (Figur 22g).
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VHP

ab cdefgh

Figur 22: SDS-Polyacrylamidgele (10 %).

a: M -Markerproteine (ungefähre Molekulargewichtswerte von oben nach

unten: Kaninchenmuskel-Phosphorylase b: 94.000; Rinder-Serumalbumin:

68.000; Kaninchenmuskel-Pyruvatkinase: 57.000; Hühner-M-CK: 40.000;

Rinder-Chymotrypsinogen A: 25.000); b: Ueberstand nach Inkubation

(24 Std.) von Hühner-Brustnuskelmyofibrillen mit monovalenten Antikör¬

pern gegen MM CK (0,1 mg/ml), c - h: Proteine, die durch Inkubation

(24 Std.) mit Fab-Fragmenten von anti-MM-CK-[gG (0,1 mg/ml) (c, e, g)
bzw. Fab-Fragmenten der IgG von Präimmunserum (0,1 mg/ml) (d, f, h)

aus vorbehandelten Hühner-Brustmuskelmyofibri]len herausgelöst wurden;

die Vorinkubation erfolgte während 1 Std. mit anti-Myomesin-IgG (0,04

mg/ml) (c, d); Fab-Fragmenten von anti-Myomesin-IgG (0,1 mg/ml) (e, f)
und anti-MM CK-IgG (0,1 mg/ml) (g, h). Der Pfeil bezeichnet die Posi¬

tion von M-CK.
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DISKUSSION

Myomesin ist ein Strukturprotein der M-Linienregion von

quergestreiften Muskeln

Die Isolierung und Reinigung von M-Linienproteinen aus

Muskelgewebe wurde schon von mehreren Autoren beschrie¬

ben (21, 31, 32, 78, 83-85, 89, 97, 133). Nachdem man

beobachtet hatte, dass Extraktion von Muskelhomogenaten

mit Puffern niedriger Ionenstärke schon nach weniger

als 1 Std. zum quantitativen Verschwinden der sichtbaren

M-Linie führte, während der Rest der Myofibrillenstruk¬

tur praktisch unverändert blieb (11, 12, 69, 104, 110,

123), versuchte man meistens, M-Linienproteine aus sol¬

chen Niedrigsalzextrakten zu reinigen. Der Vorteil bei

der Verwendung von Niedrigsalzextrakten für die Protein¬

reinigung - das Vorhandensein von "angereicherten" M-

Linienproteinen und das fast vollständige Fehlen von

Myosin - wird allerdings teilweise aufgehoben durch die

Tatsache, dass möglicherweise gewisse Proteine der M-

Linienstruktur unter den gegebenen Bedingungen gar nicht

herausgelöst werden und sich so einer nachfolgenden Rei¬

nigung entziehen. Aus diesem Grund wurden auch Hochsalz¬

extrakte als Ausgangsmaterial für die Isolierung von

M-Linienproteinen verwendet (85, 133). Unter Hochsalzbe¬

dingungen wird die gesamte A-Bande von Myofibrillen

"aufgelöst" (59), wodurch die Reinigung von M-Linienpro¬

teinen aus solchen Extrakten stark erschwert wird, da

die M-Linienproteine zusammen nur ca. 2 - 3 % der Masse

der Myosinfilamente ausmachen. Der grösste Teil solcher

Extrakte besteht somit aus Myosin und Aktin.

Wie aus dieser Arbeit hervorgeht, erwies es sich trotz¬

dem als richtig, die Isolierung von Hühner-Brustmuskel-
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myomesin aus einem Hochsalzextrakt zu versuchen. Die

Extraktionsstudien mit Puffern niedriger und hoher Io¬

nenstärke zeigen deutlich, dass Myomesin nur durch Hoch¬

salz-Extraktion quantitativ aus den Myofibrillen heraus¬

gelöst werden kann. Die Tatsache, dass Myomesin (jeden¬

falls Brustmuskelmyomesin) auch in Puffern niedriger

Ionenstärke löslich ist, kann insofern ausgenützt wer¬

den, als es möglich ist, in einem einzigen Schritt den

grössten Teil der übrigen im Extrakt vorhandenen Prote¬

ine - vor allem Aktomyosin - durch Dialyse gegen einen

Niedrigsalzpuffer von Myomesin abzutrennen.

Es kann allerdings nicht völlig ausgeschlossen werden,

dass ein gewisser Anteil an Myomesin mit dem Aktomyosin

ausgefällt wird; so scheiterte beispielsweise der Ver¬

such, Myomesin aus Hühner-Herzmuskeln nach dem für die

Reinigung aus Brustmuskeln verwendeten Vorgehen zu rei¬

nigen daran, dass das Herzmuskelmyomesin bei der Dialyse

gegen Puffer B zusammen mit dem Aktomyosin ausgefällt

wurde.

Nach der Abtrennung von Aktomyosin und nach der 40 %igen

Ammoniumsulfatfällung enthält die Myomesin-Präparation

als hauptsächlichste Kontaminanten nur noch Proteine

mit Molekulargewichten von ca. 100.000 und 165.000. Das

Protein mit dem Molekulargewicht von rund 100.000 wurde

früher ebenfalls als mögliches M-Linienprotein in Be¬

tracht gezogen (21, 46, 84). Es wurde später als Phos¬

phorylase b_ identifiziert (47, 133) und kann heute auf¬

grund genauerer Lokalisierungsstudien kaum mehr als

"echtes" M-Linienprotein bezeichnet werden (47, 130,

131, 133). Das zweite Protein mit einem Molekulargewicht

von 165.000, das "165K-7S-Protein" ist identisch mit

"glycogen debranching enzyme" (48, 133). Dies wurde auch

in dieser Arbeit bestätigt, indem gezeigt werden konnte,

dass Antikörper gegen "165K-7S-Protein" in einer Identi-
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tätsreaktion mit nach einer anderen Methode (48) gerei¬

nigtem "debranching enzyme" kreuzreagieren.

Antikörper gegen "debranching enzyme" binden, genauso

wie Antikörper gegen Phosphorylase ^, hauptsächlich an

die I-Bandenregion von Myofibrillen (47, 48, 133). Es

ist interessant, dass diese beiden Enzyme des Glykogen-

abbaus zusammen mit Myomesin extrahiert und bis zu einem

fortgeschrittenen Stadium mitgereinigt werden können.

Ein räumlicher Zusammenhang zwischen Enzymen, die letzt¬

lich der Gewinnung von chemischer Energie dienen und

der Myofibrillenstruktur, deren wichtigste Aufgabe die

Umsetzung chemischer in mechanische Energie ist, wäre

nicht unlogisch. Es wurde schon festgestellt, dass Phos¬

phorylase und "debranching enzyme" zusammen mit ihrem

Substrat, Glykogen, einen Komplex bilden können (88,

127) und so als strukturelle und funktionelle Einheit

an gewisse Regionen der Myofibrillen binden könnten (47,

48).

Nach der Abtrennung von "debranching enzyme" und von

Phosphorylase t) bleibt auf SDS-Gelen von Myomesin manch¬

mal eine schwache Bande im Molekulargewichtsbereich um

100.000 zurück. Bei diesem Protein handelt es sich nicht

um eine zurückgebliebene Phosphorylase-jD-Kontamination,

da sie auch durch wiederholte Affinitätschromatographie

auf AMP-Sepharose nicht zum Verschwinden gebracht werden

konnte. In einer kürzlich erschienenen Arbeit über die

Reinigung des M„ 165.000 M-Proteins aus Froschmuskeln

wird die Anwesenheit eines kontaminierenden Proteins

mit einem Molekulargewicht von ca. 105.000 erwähnt, bei

dem es sich mit ziemlich grosser Sicherheit um a-Aktinin

handelt (18). Die Anwesenheit von Spuren von a-Aktinin

in Myomesin-Präparationen könnte als Erklärung dafür
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dienen, dass in der Immunfluoreszenzlokalisierung mit

Antikörpern gegen solche Präparationen manchmal eine

gewisse Markierung der Z-Linie beobachtet werden kann.

Andererseits führt die Verdauung von Myomesin mit Tryp-

sin oder Chymotrypsin zu stabilen Abbauprodukten mit

Molekulargewichten von 109.000 (84) bzw. 100.000 (80).

Deshalb wäre es auch möglich, dass die beobachtete Kon-

taminante der Myomesin-Präparation einem proteolytischen

Abbauprodukt entspricht. Auch wenn nämlich die Reinigung

von Myomesin so schnell und sorgfältig wie möglich

durchgeführt wird, treten auf SDS-Gelen von Myomesin

mehrere schneller wandernde Banden in unterschiedlicher

Häufigkeit auf. Zumindest von den zwei prominentesten

dieser Banden kann aufgrund der Peptidanalyse mit ziem¬

licher Sicherheit gesagt werden, dass sie proteolytische

Abbauprodukte von Myomesin darstellen.

Neben Myomesin - und natürlich Myosin, insbesondere

LMM - ist MM-CK das einzige Protein, von dem angenommen

werden darf, dass es sich um ein "echtes" Protein der

M-Linienstruktur handelt (48, 89, 137, 142, 143). Nur

etwa 3 - 5 % der totalen MM-CK in den Muskelzellen ist

allerdings fest an die Myofibrillenstruktur gebunden;

der grösste Teil der CK liegt in löslicher Form im Zyto-

plasma vor (143). Demgegenüber liegt Myomesin, das nur

ca. 0,3 % der Masse der myofibrillären Proteine aus¬

macht, ausschliesslich strukturgebunden in den Myofi¬

brillen vor (siehe auch 2.4.1.).

Die Herzmuskelmyofibrillen aus dem Huhn zeigen - als

Ausnahme unter den Vertebraten - keine elektronendichte

M-Linie (120, 141). Interessanterweise findet man auch

keine MM-CK in diesen Muskeln. Anstelle von MM-CK ent¬

halten die Hühner-Herzmuskeln BB-CK, die jedoch mittels
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der Immunfluoreszenz-Technik vorwiegend in der I-Banden-

region und weniger in der H-Zone der Myofibrillen loka¬

lisiert werden kann (141). Myomesin hingegen, bzw. ein

mit Antikörpern gegen Brustmuskelmyomesin kreuzreagie¬

rendes Antigen, kommt auch im Hühner-Herzmuskel vor.

Mittels der Immunfluoreszenz-Technik sowie durch Immun-

Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass dieses

"Herzmyomesin" in der Mitte der H-Zone lokalisiert ist,

also genau in derjenigen Region, in der sich in den Ske¬

lettmuskeln die sichtbare M-Linie befindet. Das Herzmus-

kelmyomesin ist aber wahrscheinlich nicht identisch mit

dem Brustmuskelmyomesin, wie aufgrund von Doppelimmun-

diffusionstests gezeigt werden konnte. Das Molekularge¬

wicht ist jedoch für die Proteine aus der Skelett- und

der Herzmuskulatur sehr ähnlich, so dass es sich mögli¬

cherweise um zwei Isoproteine handelt. Damit stellt sich

sofort die Frage, ob es allenfalls noch weitere "Isomyo-

mesine" in anderen Gewebetypen gibt (siehe dazu Ab¬

schnitt 2.4.1.).

Herzmuskelmyomesin scheint noch stärker in der Myofi¬

brillenstruktur gebunden zu sein als Brustmuskelmyome¬

sin; dies zeigt sich vor allem dann, wenn man versucht,

das Herzmuskelmyomesin nach der für die Reinigung von

Brustmuskelmyomesin verwendeten Methode zu präparieren.

Myomesin wird praktisch quantitativ zusammen mit Akto-

myosin ausgefällt, wenn der Herzmuskel-Hochsalzextrakt

gegen Puffer B dialysiert wird, während Brustmuskelmyo¬

mesin beim selben Schritt im Ueberstand zurückbleibt

und so vom Aktomyosin abgetrennt werden kann.

Die Anwesenheit von Myomesin in einem Muskeltyp, der

keine stark elektronendichte M-Linie zeigt, deutet dar¬

auf hin, dass das Vorkommen von Myomesin und das Auftre¬

ten einer sichtbaren M-Linie nicht direkt miteinander
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korrelieren. Der Hauptanteil der Elektronendichte der

M-Linie ist viel eher der MM-CK zuzuschreiben. Dies geht

unter anderem daraus hervor, dass die sichtbare M-Linie

aus Brustmuskelmyofibrillen verschwindet, wenn MM-CK

spezifisch mit Fab-Fragmenten von anti-MM-CK-IgG extra¬

hiert wird (142). Auch die Extraktion in "Niedrigsalz¬

puffer" führt zum Verschwinden der sichtbaren M-Linie

unter gleichzeitigem Herauslösen von MM-CK (sowie von

anderen Proteinen). Nach beiden Extraktionsmethoden kann

Myomesin hingegen weiterhin in der H-Zone dieser "M-li-

nienfreien" extrahierten Myofibrillen lokalisiert wer¬

den. Eine weitere Bestätigung für die feste Bindung von

Myomesin in der H-Zone von Brust- und Herzmuskelmyofi-

brillen geht aus der Tatsache hervor, dass Fab-Fragmente

von anti-Myomesin-IgG - im Gegensatz zu den monovalenten

Antikörpern gegen MM-CK - ihr homologes Antigen nicht

aus der Myofibrillenstruktur herauszulösen vermögen.

Monovalente Antikörper gegen Myomesin vermögen Myomesin

nicht einmal dann quantitativ aus der M-Linienregion

herauszulösen, wenn Myomesin vorher besser "zugänglich"

gemacht worden ist, d.h. wenn die MM-CK vorher spezi¬

fisch mit Fab-Fragmenten von anti-MM-CK-IgG oder mit

"Niedrigsalzpuffer" extrahiert worden ist.

Offenbar besitzen Myomesin und MM-CK voneinander ver¬

schiedene Bindungsstellen in der M-Linienregion; die

Extrahierbarkeit von MM-CK aus Brustmuskelmyofibrillen

durch Fab-Fragmente von anti-MM-CK-IgG wird z.B. durch

Vorinkubation der Myofibrillen mit Antikörpern gegen

Myomesin (ganze IgG-Moleküle oder Fab-Fragmente) nicht

wesentlich eingeschränkt. Demgegenüber kann die spezi¬

fische Extrahierbarkeit von MM-CK fast vollständig in¬

hibiert werden, wenn die MM-CK-Moleküle vorher durch

Komplexierung mit den homologen anti-MM-CK-IgG-Molekülen

blockiert werden.
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Auch wenn eine direkte Interaktion zwischen Myomesin

und MM-CK sehr wohl möglich ist (ihr Vorkommen wurde

schon von einer Arbeitsgruppe beschrieben (78)), so

scheint die Interaktion von Myomesin mit der übrigen

Struktur der M-Linienregion, vermutlich vor allem mit

den Myosinfilamenten selbst, noch bedeutend stärker zu

sein. Das Vorkommen einer starken Interaktion von Myome¬

sin und isoliertem Myosin in vitro wurde ebenfalls schon

beschrieben (79, 80, 84).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate bestätigen

die Vermutung, dass Myomesin eine starke Affinität zu

den Myosinfilamenten besitzt und zeigen eindeutig, dass

Myomesin ein "echtes" Strukturprotein der myofibrillären

M-Linienregion darstellt.

Die M-Linienregion von Hühner-Skelettmuskelmyofibrillen

Aus den beiden bisher bekannt gewordenen Modellen für

den ultrastrukturellen Aufbau der M-Linie von Skelett-

muskelmyofibrillen (67, 76) geht hervor, dass ausser

den Myosinfilamenten noch mindestens drei weitere struk¬

turelle Komponenten postuliert werden müssen. Bei diesen

handelt es sich um sogenannte primäre und sekundäre M-

Brücken sowie um M-Filamente. Höchstwahrscheinlich wer¬

den diese verschiedenen Strukturen durch verschiedene

Proteine gebildet. Damit wird klar, dass in Skelettmus¬

keln neben Myosin mindestens drei weitere M-Linienpro-

teine zu erwarten sind. Bis jetzt kann aber erst von

zwei Proteinen, nämlich von MM-CK und von Myomesin, mit

einiger Sicherheit angenommen werden, dass es sich um

wirkliche Strukturproteine der M-Linienregion handelt.

Die Suche nach weiteren M-Linienproteinen ist deshalb
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noch keineswegs abgeschlossen. Trotzdem kann man auf¬

grund der bis jetzt bekannten biochemischen und ultra¬

strukturellen Daten über die M-Linie versuchen, gewisse

(hypothetische!) Zuordnungen von bestimmten Proteinen

zu bestimmten Strukturen der M-Linie vorzunehmen.

Auf dünnen Querschnitten durch die M-Linie von Skelett-

muskelmyofibrillen erkennt man häufig Strukturen, die

offenbar jedes Myosinfilament mit seinen sechs Nachbar-

myosinfilamenten verbinden und die ursprünglich als "M-

Brücken" bezeichnet wurden (38, 96, 121). Da diese M-

Brücken im Register angeordnet sind, können sie auch auf

hochauflösenden elektronenmikroskopischen Bildern von

Längsschnitten durch die Myofibrillen als 3-5 senk¬

recht zu den Myosinfilamenten verlaufende Streifen gese¬

hen werden (67, 116, 117). Genauere Analysen von Quer-

und Längsschnitten zeigten, dass die M-Brücken-Verbin-

dung zwischen zwei benachbarten Myosinfilamenten in der

Mitte durch eine weitere Struktur, ein sogenanntes M-Fi¬

lament, unterbrochen wird (67, 128). Die M-Filamente

liegen parallel zu den Myosinfilamenten und erstrecken

sich nicht nur über die Breite der M-Linie, sondern mög¬

licherweise über die ganze H-Zone (67). Zwei benachbarte

Myosinfilamente werden also eigentlich durch zwei M-

Brücken miteinander verbunden, die ihrerseits in der

Mitte zwischen den Myosinfilamenten mit einem M-Filament

interagieren. Später wurde dann noch eine dritte Kompo¬

nente beschrieben, die als Y-förmige Struktur jeweils

drei M-Filamente miteinander verbindet und die als "se¬

kundäre" M-Brücke bezeichnet wurde (76), weil sie wie

die oben beschriebenen "primären" M-Brücken senkrecht zu

den Myosinfilamenten steht. Zur Veranschaulichung dieses

Modells wird in Figur 23 das von Luther und Squire (76)

vorgeschlagene Schema des ultrastrukturellen Aufbaus der

M-Linie wiedergegeben.
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Figur 23: Schetatische Darstellung des ultrastrukturellen Aufbaus

der H-Linie nach Luther und Squire (76).

dF: "dickes" (Myosin-) Filament; pHB: "primäre" H-Brücke; sHB: "sekun¬

däre" H-Brücke; HF: H-Filament.

Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen von ultradünnen

Gefrier-Längsschnitten durch Skelettmuskelmyofibrillen

konnte eine ganze Anzahl von senkrecht zu den Myosinfi-

lamenten verlaufenden Linien in der H-Zone festgestellt

werden (116, 117). Die prominentesten dieser Linien (es

sind meist 3-5) befinden sich in der eigentlichen M-

Linie und sind - wie oben erwähnt - auf die primären

M-Brücken zurückzuführen. Diese Linien, d.h. also die

primären M-Brücken, sind für den grössten Teil der Elek¬

tronendichte der M-Linie verantwortlich. Da mit der spe¬

zifischen Extraktion der MM-CK durch monovalente Anti¬

körper gegen MM-CK die sichtbare M-Linie aus Brustmus-

kelmyofibrillen verschwindet (142), ist die Zuordnung
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von MM-CK zu den primären M-Brücken sehr naheliegend.

Messungen von Sjöström und Squire (116) an Aufnahmen von

Schnitten durch menschlichen Skelettmuskel (m. tibialis

anterior) zeigen, dass die den primären M-Brücken zuge¬

schriebenen Linien (Linien 1 und 4 in (116) etwa 22 nm

auseinanderliegen. Eine M-Linie, die wie diejenige von

Hühner-Brustmuskelmyofibrillen ca. 40 nm breit ist, wür¬

de demnach 3 Reihen von primären M-Brücken aufweisen.

Dies würde auch mit der Tatsache übereinstimmen, dass

(schnell zuckende) Typ II-Muskelfasern gewöhnlich drei

starke M-Brücken-Linien zeigen (116). Durch die Inkuba¬

tion von Hühner-Brustmuskelmyofibrillen mit Antikörpern

gegen MM-CK wird die M-Linie stark markiert (141, 142);

die Markierung erstreckt sich aber nicht wesentlich über

die Breite (ca. 40 nm) der eigentlichen M-Linie hinaus,

womit ein weiteres Argument für eine Zuordnung von MM-

CK zu den primären M-Brücken gegeben ist. Ein dritter

Hinweis auf die mögliche Beteiligung von MM-CK am Aufbau

der primären M-Brücken stammt von biophysikalischen Stu¬

dien, aus denen hervorgeht, dass eine Interaktion von

MM-CK und Myosin in vitro möglich ist (5, 54). Damit er¬

füllt MM-CK eine weitere an ein primäres M-Brücken-Pro-

tein zu stellende Anforderung. Der endgültige Beweis

für die Zuordnung von MM-CK zu den primären M-Brücken

kann aber nur erbracht werden, wenn es z.B. gelingt zu

zeigen, dass nach der spezifischen Entfernung von MM-CK

auf dünnen Serieschnitten durch die M-Linienregion keine

primären M-Brücken mehr vorhanden sind bzw. auf Längs¬

schnitten die den primären M-Brücken zugeschriebenen

Hauptlinien (M1 und M4 in (116)) fehlen.

Die Inkubation von Brustmuskelmyofibrillen mit Antikör¬

pern gegen Myomesin führt zu einer dichten, regelmässi¬

gen, auf beiden Seiten klar begrenzten Markierung in
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der Mitte der H-Zone, wobei die Antikörperablagerung

signifikant breiten ist als diejenige mit Antikönpenn

gegen MM-CK. Mit ihren durchschnittlich 60 nm Breite

erstreckt sie sich um je ca. 10 nm über die Breite der

eigentlichen M-Linie (ca. 40 nm) hinaus.

Kürzlich wurde beschrieben, dass eine Interaktion zwi¬

schen Myomesin und Myosin in vitro möglich ist, wobei

Myomesin offenbar mit dem S2-Fragment von Myosin einen

starken 1 : 1-Komplex bildet (79). Wegen der antiparal¬

lelen Anordnung der Myosinmoleküle in der Mitte den H-

Zone (56) kommen die S2-Portionen dieser Moleküle aus¬

serhalb der eigentlichen M-Linie an den Rand der myosin-

köpfchenfreien Zone zu liegen. Dies könnte eine Erklä¬

rung dafür sein, dass eine Ablagerung von Antikörpern

gegen Myomesin auch ausserhalb der M-Linie bis an den

Rand der H-Zone vorkommt. Es stellt sich aber sofort

die Frage, weshalb sich die Markierung mit Antikörpern

gegen Myomesin einerseits auch über die ganze Breite

der eigentlichen M-Linie erstreckt, obwohl dort nur die

LMM-, aber keine S2-Portionen von Myosin zu erwarten

sind, sich aber andererseits nicht über die H-Zone hin¬

aus in die A-Bande hinein fortsetzt, obwohl die Myosin-

filamente auch dort die S2-Portionen von Myosin aufwei¬

sen.

Myomesinmoleküle können offenbar unter bestimmten Bedin¬

gungen (z.B. in Puffern niedriger Ionenstärke und in

Abwesenheit von DTT) miteinander aggregieren (78, 84,

133). Somit besteht die Möglichkeit, dass mehrere Myome¬

sinmoleküle, zu einem länglichen Filament aggregiert,

die ganze M-Linienregion durchziehen, was dann für die

beobachtete durchgehende Antikörperablagerung mit anti-

Myomesin-IgG verantwortlich sein könnte. Mani und Kay

(78) berechneten aufgrund von Zirkulardichroismusmessun-

gen einen relativ hohen Anteil (ca. 35 %) an ß-Struktur
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für das Myomesinmolekül, was als Indiz für eine filamen-

töse Tertiärstruktur dieses Proteins dienen könnte. Da¬

mit würden möglicherweise sehr wenige Myomesinmoleküle

genügen, um die ganze Breite der M-Linienregion zu

durchziehen.

Für die Tatsache, dass Myomesin in der A-Bande ausser¬

halb der H-Zone nicht nachgewiesen werden kann, können

mehrere Gründe angeführt werden. Der von der Anordnung

in der H-Zone verschiedene Aufbau der Myosinfilamente

in der übrigen A-Bande, z.B. die periodisch hervorste¬

henden Myosinköpfchen, sowie die Anwesenheit von Aktin-

filamenten könnten die Bindung von Myomesin an die Myo-

sinmoleküle verunmöglichen. Andererseits ist es denkbar,

dass Myomesin zwar auch in der Ueberlappungszone von

Aktin- und Myosinfilamenten vorhanden ist, dass es aber

dort für Antikörper (sowohl für IgG-Moleküle als auch

für die entsprechenden Fab-Fragmente) unzugänglich ist.

Aufschluss über diese Frage kann man sich vielleicht

von Studien erhoffen, bei denen man Myomesin, das vorher

z.B. mit einem Fluoreszenzstoff markiert worden ist,

in lebende Muskelzellen injiziert und dann seinen Einbau

in die Myofibrillenstruktur verfolgt.

Aufgrund der oben geschilderten Tatsachen könnte man

sich Myomesin gut als dasjenige Protein vorstellen, wel¬

ches die M-Filamente bildet. Die M-Filamente erstrecken

sich gemäss Knappeis und Carlsen (67) möglicherweise

über die Breite der eigentlichen M-Linie hinaus, was

gut mit der beobachteten Antikörperlokalisierung von

Myomesin übereinstimmen würde. Andererseits beschreibt

keines der bisher bekannten M-Linien-Modelle (67, 76)

eine direkte Interaktion der M-Filamente mit den Myosin-

filamenten, was aber offenbar zutreffen müsste, wenn

die M-Filamente Myomesin enthalten würden. Es ist aller-
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dings möglich, dass die M-Filamente auf der Höhe der

eigentlichen M-Linie (deren Ultrastruktur die Modelle

von Knappeis und Carlsen (67) und Luther und Squire (76)

ja beschreiben) parallel zu den Myosinfilamenten verlau¬

fen (welche dort nur LMM-Teile von Myosin enthalten)

und erst ausserhalb der M-Linie auf der Höhe der S2-Por-

tionen der Myosinmoleküle mit diesen interagieren.

Myomesin kann offenbar in vitro auch mit MM-CK inter¬

agieren (78). Damit erfüllt dieses Protein eine weitere

Bedingung, die gemäss den beschriebenen Modellen (67,

76) an ein M-Filament-Protein gestellt werden muss, näm¬

lich die Fähigkeit, direkt mit den primären M-Brücken

(die in unserem Modell ja vorwiegend aus MM-CK bestehen

sollen) zu interagieren.

Eine Zuordnung von Myomesin zu den sekundären M-Brücken

ist jedenfalls bedeutend weniger wahrscheinlich, da die¬

se Strukturen gemäss Luther und Squire (76) die M-Fila¬

mente nur innerhalb der eigentlichen M-Linie und dort

nur an ganz bestimmten Orten (M3, eventuell auch M1 in

(76)) miteinander verbinden. Weiterhin sieht das Modell

von Luther und Squire (76) keine direkte Interaktion

der sekundären M-Brücken mit den Myosinfilamenten vor.

Die Inkubation von Myofibrillen in "Niedrigsalzpuffer"

könnte neben der Extraktion von MM-CK auch das Herauslö¬

sen von einem (oder mehreren) weiteren M-Linienprotein

zur Folge haben. Dadurch könnten die M-Filamente, z.B.

nach dem Verlust der sekundären M-Brücken, ihren Zusam¬

menhalt in der Mitte der H-Zone verlieren, "zerreissen"

und danach nur noch auf beiden Seiten der M-Linienregion

an den Myosinfilamenten "hängenbleiben", was dann (unter

der Annahme, dass Myomesin wirklich ein Protein der M-

Filamente darstellt) zum beobachteten Lokalisierungsmu¬

ster von Myomesin in zwei unabhängigen Streifen führen



- 80 -

würde. Die Tatsache, dass unter Niedrigsalzbedingungen

auch ein Teil des Myomesins aus Myofibrillen extrahiert

werden kann, müsste im obigen Modell damit erklärt wer¬

den, dass jedes M-Filament mehrere Myomesinmoleküle ent¬

hält, wobei dann beim geschilderten "Zerreissen" die

mittleren Moleküle herausgelöst würden und nur die

"randständigen" an die Myosinfilamente bindenden Mole¬

küle zurückbleiben würden.

Bei der Extraktion von Myofibrillen mit monovalenten

Antikörpern gegen MM-CK wird spezifisch nur die MM-CK

entfernt, die gemäss der eingangs aufgestellten Hypothe¬

se am Aufbau der primären M-Brücken beteiligt ist. Nimmt

man an, dass die M-Filamente und die sekundären M-Brük-

ken durch diese Extraktion nicht wesentlich beeinflusst

werden, so kann man sich vorstellen, dass die M-Filamen¬

te weiterhin in der Mitte der M-Linie durch die sekundä¬

ren M-Brücken zusammengehalten werden und so die ganze

M-Linienregion durchziehen. Antikörper gegen das oben

postulierte "M-Filament-Protein" Myomesin müssten dann

die M-Filamente - wie in unbehandelten Myofibrillen -

auf ihrer ganzen Länge markieren. Ein solches Markie¬

rungsmuster wird auch tatsächlich beobachtet.

Die Studie von Sjöström und Squire (116) an ultradünnen

Gefrier-Längsschnitten durch Skelettmuskeln verschiede¬

nen Typs und aus verschiedenen Vertebraten-Spezies

zeigt, dass die Anzahl der auf die primären M-Brücken

zurückzuführenden Hauptlinien variieren kann und für

die Spezies, den Muskel- und den Fasertyp charakteri¬

stisch ist. Zum heutigen Zeitpunkt kann nicht gesagt

werden, ob alle Skelettmuskeltypen von Vertebraten den

gleichen "Satz" von ultrastrukturellen Komponenten in

der M-Linienregion ihrer Myofibrillen aufweisen. Die

oben vorgenommene Zuordnung von bestimmten Proteinen
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(MM-CK, Myomesin) zu einzelnen strukturellen Elementen

(primäre M-Brücken, M-Filamente) muss deshalb mit gröss-

ter Vorsicht aufgenommen werden.

Die M-Linienregion von Hühner-Herzmuskelmyofibrillen

Ueber den strukturellen Aufbau der H-Zone von Herzmus-

kelmyofibrillen ist bedeutend weniger bekannt als über

denjenigen von Skelettmuskelmyofibrillen. Auch für Herz-

muskelmyofibrillen gilt jedoch die Annahme, dass ihre

Myosinfilamente die Myosinmoleküle in der charakteristi¬

schen, in der Mitte bipolaren Anordnung enthalten, so

dass in der Mitte der H-Zone nur die LMM-Teile der Myo¬

sinmoleküle zu erwarten sind. Obwohl eine sichtbare,

elektronendichte M-Linie in den quergestreiften Muskeln

(d.h. in den Skelett- und in den Herzmuskeln) der mei¬

sten höheren Vertebraten gefunden wird, bildet gerade

das Huhn hierin eine Ausnahme. Auf elektronenmikroskopi¬

schen Aufnahmen von Schnitten durch Hühner-Herzmyofi-

brillen fehlt nämlich eine deutliche M-Linie (120, 141).

Auch wenn man diese Beobachtung darauf zurückführt, dass

die elektronendichte M-Linie bei der Präparation der

Muskeln für die Elektronenmikroskopie zerstört worden

sein könnte, so müssten sich auch in diesem Falle die

Hühner-Herzmyofibrillen von denjenigen anderer Vertebra¬

ten unterscheiden, da bei letzteren die M-Linie bei

gleicher Präparationstechnik nicht verschwindet.

Interessanterweise bildet in adulten Hühner-Herzmuskeln

- anders als in den Hühner-Skelettmuskeln (27, 28) und

in den Skelett- und Herzmuskeln der meisten Säugetiere

(29) - die BB- und nicht die MM-Form das vorwiegende

Kreatinkinase-Isoenzym (15). Mittels der indirekten Im-
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munfluoreszenz-Technik wurde BB-CK jedoch vorwiegend

in den I-Bandenregion und weniger in der H-Zone der Hüh-

ner-Herzmyofibrillen lokalisiert (141). Das Fehlen einer

elektronendichten M-Linie in diesen Myofibrillen sowie

das Fehlen von MM-CK in Hühner-Herzmuskeln (27, 30, 141)

gibt einen weiteren (indirekten) Hinweis auf die unter

1.4.2. gemachte Feststellung, dass MM-CK für den gröss-

ten Teil des elektronendichten Materials der M-Linie

verantwortlich ist. Weiterhin impliziert diese Tatsache,

dass in der H-Zone von Hühner-Herzmyofibrillen keine

primären M-Brücken vorkommen. Dass die Zuordnung von

MM-CK zur elektronendichten M-Linie auch in Herzmuskel-

myofibrillen ihre Gültigkeit hat, wurde z.B. kürzlich in

einer Studie an Herzmuskeln aus Rindern gezeigt (49,

50). Um zu beweisen, dass den Hühner-Herzmuskelmyofi-

brillen primäre M-Brücken fehlen bzw. dass die Herzmus-

kelmyofibrillen aus anderen Spezies wirklich solche

Strukturen aufweisen, sind sicherlich detaillierte ul¬

trastrukturelle Analysen von Quer- und Längsschnitten

durch die entsprechenden Myofibrillen erforderlich. Bis¬

her gibt es leider keine genügend guten Studien dieser

Art, was zum Teil auf die Schwierigkeiten bei der Präpa¬

ration von geeigneten, genügend relaxierten Herzmuskel¬

fasern zurückzuführen sein dürfte.

Ueber das Vorkommen von weiteren strukturellen M-Linien-

Elementen (wie z.B. den in Skelettmuskelmyofibrillen

identifizierten M-Filamenten und den sekundären M-Brük-

ken) in Herzmuskelmyofibrillen können aus den oben ge¬

nannten Gründen keine Angaben gemacht werden. Die Tatsa¬

che, dass Hühner-Herzmyofibrillen Myomesin enthalten,

ist jedoch von grossem Interesse. Myomesin stellt neben

Myosin das einzige bisher bekannte Protein der M-Linien-

region von Hühner-Herzmuskelmyofibrillen dar. Die Mar-
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kierung mit Antikörpern gegen Myomesin erstreckt sich

in den Herzmyofibrillen über einen grossen Teil den H-

Zone und bildet so eine regelmässige, breite, elektro¬

nendichte Ablagerung, die derjenigen in gleich inkubier¬

ten Skelettmuskelmyofibrillen sehn ähnlich ist. Daraus

kann man den Schluss ziehen, dass die ultrastrukturelle

Anordnung von Myomesin in der M-Linienregion von Ske¬

lett- und Herzmuskelmyofibrillen möglicherweise sehr

ähnlich ist. Andererseits ist darauf hinzuweisen, dass

sich sowohl Myosin als auch Myomesin aus dem Herzmuskel

von den entsprechenden Proteinen aus dem Skelettmuskel

in einigen Eigenschaften (z.B. in einigen antigenischen

Determinanten) unterscheiden. Dies könnte Konsequenzen

haben für die jeweilige Konformation dieser Proteine

und damit auch für ihre räumliche Anordnung in einer

komplexen Struktur wie derjenigen der M-Linienregion. So

ist es z.B. bemerkenswert, dass die Interaktion von

Herzmyomesin mit Herzmyosin noch bedeutend stärker zu

sein scheint als diejenige der beiden Skelettmuskelpro¬

teine. Wie bei einem Vergleich der beiden CK-Isoenzyme

MM-CK und BB-CK zeigt sich auch hier, dass (vermutlich)

relativ kleine Unterschiede in den molekularen Eigen¬

schaften zweier Isoproteine zu recht drastischen Unter¬

schieden in Eigenschaften wie z.B. der intrazellulären

Lokalisierung oder eventuell auch der Funktion führen

können. In diesem Zusammenhang muss ein weiteres, sehr

aufschlussreiches Experiment erwähnt werden, in welchem

Hühner-Herzmuskelmyofibrillen mit exogener, "gewebefrem¬

der" MM-CK aus Hühner-Skelettmuskeln inkubiert wurden

(143). Als Resultat ergab sich die Bildung einer "künst¬

lichen" M-Linie, d.h. eine Markierung in der Mitte der

H-Zone, in einer Region also, in der man MM-CK in Hüh-

ner-Skelettmuskelmyofibrillen, aber auch in Herzmuskel¬

myofibrillen aus anderen Spezies erwartet. Offenbar be-
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sitzen auch die Herzmyofibrillen aus dem Huhn in der

Mitte ihrer H-Zone Bindungsstellen, die spezifisch sind

für MM-CK (nicht aber für BB-CK). MM-CK unterscheidet

sich von BB-CK offensichtlich dadurch, dass sie mit ge¬

wissen Strukturen der myofibrillaren H-Zone, z.B. mit

den Myosinfilamenten (89), aber auch mit isolierten Pro¬

teinen der M-Linienregion wie z.B. Myosin (5, 54) und

Myomesin (78) interagieren kann.

Auf die mögliche Bedeutung des Vorkommens bzw. Fehlens

gewisser M-Linienproteine (wie der MM-CK) für den Aufbau

und die Funktion der M-Linienregion von verschiedenen

Myofibrillentypen wird im nächsten Abschnitt (1.4.4.)

eingegangen. Sicher ist, dass erst mit einem besseren

Verständnis des Aufbaus der M-Linienregion von Hühner-

Herzmuskelmyofibrillen die Voraussetzung geschaffen wer¬

den kann, um die Lokalisierung von möglichen M-Linien-

region-Proteinen sowie deren Zuordnung zu einzelnen

ultrastrukturellen Elementen in diesem Muskeltyp genauer

kennenzulernen.

Funktion der M-Linie

Aufgrund der ultrastrukturellen Daten über den Aufbau

der M-Linie wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese

Struktur - wie diejenige der Z-Linie (66) - dazu beitra¬

gen könnte, die korrekte Ordnung der Myofilamente in

den Myofibrillen aufrechtzuerhalten (67, 99). Um die

richtige Anordnung der Myosinfilamente sowohl in der

Längs- als auch in der Querrichtung gewährleisten zu

können, muss die M-Linienstruktur aber gewisse Anforde¬

rungen erfüllen, die sich aus den beobachteten räumli¬

chen Veränderungen innerhalb eines Sarkomers während

des Kontraktions-/Relaxationszyklus ergeben. So bleibt
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das Volumen eines Sarkomers unabhängig vom Kontraktions¬

grad offenbar konstant (23-25), was bedeutet, dass die

Distanz zwischen den Myosinfilamenten bei einer Verkür¬

zung des Sarkomers zunehmen muss. So nimmt beispielswei¬

se der Abstand zwischen zwei benachbarten Myosinfilamen¬

ten (von Mitte zu Mitte gemessen), der bei einer Sarko-

merlänge von 2,8 /um 42 nm beträgt, bei einer Verkürzung

des Sarkomers auf 2,0 [im um ca. 8 nm zu (57)! Damit

müssten die primären M-Brücken, welche die Myosinfila-

mente miteinander verbinden (38, 67, 76, 96, 121) zu

einer reversiblen Ausdehnung fähig sein. Dies könnte

dadurch Zustandekommen, dass die einzelnen M-Brücken-

Moleküle (gemäss unserer Hypothese MM-CK!) abhängig vom

jeweiligen Kontraktionszustand reversible Konformations¬

änderungen durchmachen können oder aber dadurch, dass

mehrere (eventuell verschiedene!) Moleküle eine einzige

primäre M-Brücke aufbauen, in welcher sie dann in einer

Art "Gleitmechanismus" die notwendigen Längenveränderun¬

gen durchführen können (21, 69).

Das Erscheinungsbild der M-Brücken auf Querschnitten

durch die M-Linie ist offenbar tatsächlich für einen

gewissen Bereich von Sarkomerlängen ähnlich (67, 100).

Auf Querschnitten durch stark kontrahierte oder stark

gedehnte Sarkomere sind die M-Brücken jedoch nur schwer

nachzuweisen oder fehlen sogar ganz (67). Knappeis und

Carlsen (67) bemerken allerdings dazu, dass die Anord¬

nung der Myosinfilamente in überdehnten Sarkomeren nicht

mehr gleich regelmässig ist wie in Sarkomeren "normaler"

Länge. Dieselben Autoren (67) führen als Bestätigung

des Zusammenhangs zwischen sichtbarer M-Linie und Ord¬

nung der Myosinfilamente das Beispiel von "langsamen"

Muskelfasern an, denen eine deutliche M-Linie fehle und

deren Myosinfilamente entsprechend weniger regelmässig

angeordnet seien.
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Auf Unterschiede in der M-Linienstnuktur in Abhängigkeit

von den Sankomenlänge wunde auch aus biochemischen Ex-

penimenten geschlossen. So beschnieben Kundnat und Pepe

(69), dass ihn Niednigsalzpuffen die sichtbane M-Linie

schon nach 15 Min. vollständig aus Sankomenen zu entfen-

nen venmochte, die längen als 2,1 /um wanen. Inkubation

von Myofibnillen mit Sankomenlängen von wenigen als 1,9

fim im selben Puffen fühnte aben auch nach deutlich län-

genen Extnaktionszeit (bis zu 3 Std.) nicht zu einem

Venschwinden den sichtbanen M-Linie. Als Enklänung fün

diese Resultate wunden Untenschiede im Löslichkeitsven¬

halten venschieden langen M-Bnücken vongeschlagen (21).

Die Hypothese, nach welchen den pnimänen M-Bnücken eine

entscheidende Bedeutung fün die nichtige Anondnung den

Myosinfilamente in den A-Bande sowohl in den Ruhephase

als auch wähnend des Kontnaktions-/Relaxationszyklus

den Myofibnillen zukommt, muss heute aufgnund neuenen

Resultate wieden in Fnage gestellt wenden. So zeigen

die Hühnen-Henzmyofibnillen keine sichtbane M-Linie;

dennoch liegen die Myosinfilamente in den A-Bande ihnen

Sankomene in den chanaktenistischen, sehn negelmässigen

Anondnung von. Aus den Abwesenheit einen sichtbanen M-

Linie wunde schon unten 1.4.3. auf das mögliche Fehlen

von pnimänen M-Bnücken in den Myofibnillen dieses Mus¬

keltyps geschlossen. In Uebeneinstimmung mit den Zuond-

nung von MM-CK zu den pnimänen M-Bnücken fehlt dieses

Isoenzym in den Hühnen-Henzmuskeln.

Zudem ist den Tatsache Beachtung zu schenken, dass sich

die Anzahl den auf die pnimänen M-Bnücken zunückzufüh-

nenden Linien (d.h. die Anzahl den Reihen von pnimänen

M-Bnücken) von Spezies zu Spezies, von Muskel zu Muskel

und von Fasentyp zu Fasentyp untenscheidet (116, 117).

Die Anwesenheit und die Anzahl den Reihen von pnimänen
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M-Brücken (d.h. also die Anwesenheit sowie die Breite

einer sichtbaren M-Linie) ist daher möglicherweise keine

strukturelle Notwendigkeit für die "richtige" Anordnung

der Myosinfilamente in der A-Bande, sondern stellt eher

eine funktionelle Anpassung an dynamische Eigenschaften

des jeweiligen Muskeltyps dar. Der vermutete Zusammen¬

hang zwischen MM-CK einerseits und elektronendichter

M-Linie bzw. primären M-Brücken andererseits lässt sich

gut mit einer solchen Funktion vereinbaren. MM-CK ist

für die Regeneration von ATP aus ADP und Kreatinphosphat

verantwortlich. ATP seinerseits dient bei der Kontrak¬

tion als chemischer Energielieferant. Das Vorkommen von

MM-CK in strukturgebundener Form in der M-Linie könnte

einen effizienten Nachschub von ATP für die Muskelkon¬

traktion garantieren. Unter der Annahme, dass die CK-

Moleküle nicht frei in den intramyofibrillären Raum ein¬

dringen können, ist die Anwesenheit einer bestimmten

Menge strukturgebundener MM-CK sogar von noch grösserer

Wichtigkeit für eine schnelle und in der räumlichen Nähe

des Verbrauchs stattfindende Regeneration von ATP (30,

140, 143). Die Menge der M-Linien-CK könnte damit eine

spezifische Adaptation jeder einzelnen Muskelfaser an

die jeweiligen physiologischen Anforderungen darstellen.

Sie würde deshalb je nach Spezies, Muskel- und Fasertyp

variieren und von Eigenschaften wie Kontraktionsge¬

schwindigkeit, Kraftentwicklung sowie von biochemischen

Parametern für die Energiegewinnung wie Glykogenverfüg-

barkeit, Anzahl von Mitochondrien etc. abhängen. In die¬

sem Zusammenhang wäre es von grossem Interesse zu unter¬

suchen, ob kontinuierliche elektrische Stimulation von

bestimmten Muskelfasern in einer definierten Art zu ei¬

nem in Uebereinstimmung mit dem neuen Kontraktionstyp

stehenden veränderten M-Linienmuster führen würde. Neben

dieser physiologisch-adaptiven Rolle kann aber aufgrund
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der heute zur Verfügung stehenden Daten auch eine struk¬

turelle Funktion der primären M-Brücken nicht ausge¬

schlossen werden; auch die erforderliche "Ordnung" in

der H-Zone der Myofibrillen könnte je nach Fasertyp

variieren.

Dass die wichtigste Funktion der M-Linienstruktur (viel¬

leicht eben mit Ausnahme der MM-CK) darin bestehen könn¬

te, die Aufrechterhaltung der korrekten Anordnung der

Myofilamente im Sarkomer sowohl in der Längs- als auch

in der Querrichtung zu gewährleisten, ist nach wie vor

eine attraktive Hypothese. Nur muss man aufgrund der

heute zur Verfügung stehenden Daten ganz klar unter¬

scheiden zwischen sichtbarer, elektronendichter M-Linie

(die vorwiegend aus MM-CK zu bestehen scheint) und der

auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Längsschnit¬

ten im Normalfall "unsichtbaren" eigentlichen "M-Linien¬

struktur" in der Mitte der H-Zone von quergestreiften

Myofibrillen.

Das Netzwerk der M-Linienstruktur (beispielsweise die

M-Filamente und die sekundären M-Brücken) bildet eine

Art "Käfig", der möglicherweise verhindert, dass sich

die Myosinfilamente ungeordnet gegeneinander verschie¬

ben können. Das Verhindern einer "Unordnung" ist vor

allem bei dem mit einer Kontraktion einhergehenden Aus¬

einanderrücken dieser Filamente von grosser Bedeutung.

Das "Gitter" der M-Linienstruktur könnte auch als eine

Art "Führung" für die dünnen (Aktin-) Filamente dienen,

wenn diese bei einer Kontraktion in die M-Linienregion

eindringen und deshalb nicht mehr von Myosin-Querbrücken

in einer festen Position gehalten werden können (67).

Inwieweit die obengenannte Funktion der M-Linienstruktur

für die Myofibrillen aller quergestreiften Muskeln ver¬

allgemeinert werden darf, hängt weitgehend davon ab,
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ob der Aufbau der M-Linienregion in allen diesen Muskel¬

typen auf dem gleichen grundlegenden Prinzip beruht.

Dazu sind aber noch manche vergleichende ultrastruk¬

turelle Studien notwendig, die die verschiedensten Mus¬

keltypen einschliessen müssen (insbesondere auch solche,

denen eine elektronendichte M-Linie fehlt).
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2. TEIL:

"MYOMESIN": EIN HOCHSPEZIFISCHER "MARKER" FÜR

DIE ENTWICKLUNG QUERGESTREIFTER MUSKULATUR

MATERIAL

.1. Chemikalien

Antibiotisch-antimykotische Mischung

I-/3-D-Arabinofuranosyl-Cytosin

Bacto-Trypsin 1 : 200

5-Bromo-2'-Deoxyuridin

Fluorescein-gekoppeltes Kaninchen-anti-

Meerschweinchen-Immunglobulin G

Glutamin 200 mM

Kaninchen-anti-Meerschweinchen-Serum

Meerschweinchenserum

Methioninfneies Minimal Essential

Medium (Earle)

Minimal Essential Medium (Eagle)

Permablend III

Pankreatische Deoxyribonuklease I

Pankreatische Ribonuklease

35
S-Methionin (500 Ci/mMol)

Soluene 350

Triton X-100

Gibco

Sigma

Difco

Calbiochem

Miles-Yeda

Seromed

Miles-Yeda

Miles-Yeda

Seromed

Gibco

Packard

Sigma

Sigma

New England

Nuclear

Packard

Serva

Uebrige Chemikalien: siehe 1.1.1
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Apparate und Materialien

Eier-Inkubator

Elektronenmikroskop

Fotomaterial

Fluoreszenzmikroskop

Gefriermikrotom

Glasmesserbrecher

Kulturschalen

Szintillationsspektrometer

Trägernetzchen für Ultradünnschnitte

Ultramikrotom

Zellkulturen-Inkubator

Ehret

Siemens

Elmiskop.102

Agfa, Ilford

Zeiss Standard

Model B

American Optical

LKB Knifemaker

Falcon

Packard

Tri-Carb 2650

Balzers

LKB Ultrotome

4801 A

Brouwer

Tiere

Befruchtete Hühnereier Geflügel Wolff,

Volketswil/ZH

Hühner Kneuss, Mägen-

wil/AG
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METHODEN

Herstellung von Gewebe-Extrakten

Gewebe wurden bei 0 - 4 °C aus Hühnerembryonen und

frisch getöteten adulten Hühnern herausgeschnitten und

zerkleinert. Die Gewebestücke wurden entweder sofort

weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff aufbe¬

wahrt. Ungefähr 0,5 g der Gewebestücke wurden in 1 -

2 ml "Hochsalzpuffer" in einem Dounce-Homogenisator ho¬

mogenisiert und dann bei 4 °C während 6-12 Std. extra¬

hiert. Das Homogenat wurde während 5 Min. in einer

Tischzentrifuge zentrifugiert und der Ueberstand (Ge¬

webe-Extrakt) für Doppelimmundiffusionstests weiterver¬

wendet.

Zellkulturen

Herzmuskelzellen aus 8-10 Tage alten Hühnerembryonen

wurden wie beschrieben (4) präpariert. Skelettmuskelzel¬

len wurden aus den Brustmuskeln und glatte Muskelzellen

aus dem Muskelmagen von 10 - 12 Tage alten Hühnerembryo-

nen gewonnen (136). Pro 60-mm Kulturschale wurden 10

Zellen in 4 ml "Normalmedium" (85 Teile MEM, 10 Teile

Pferdeserum, 5 Teile Hühner-Embryoextrakt, ergänzt mit

Glutamin und antibiotisch-antimykotischer Mischung (136)

ausplattiert. In jede Kulturschale wurden vor dem Aus¬

säen der Zellen 4-6 sterilisierte, gelatinisierte

Deckgläschen gelegt.

In Suspension wachsende Brustmuskelzellen wurden nach

einer früher beschriebenen Methode (106, 107) kulti¬

viert. Fibroblasten erhielt man durch Subkultivierung
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der nicht myogenen Zellen aus 72 Std. alten primären

Brustmuskel-Zellkulturen, indem die Zellen trypsini-

siert, durch 10 /um Nylonfilter filtriert (Myotuben wei—

den auf dem Filter zurückgehalten) und wieder in "Nor¬

malmedium" ausplattiert wurden (136).

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 - 38 °C in

einer mit Wasserdampf gesättigten Atmosphäre aus 95 %

Luft und 5 % C02 (136).

Um das Ueberwachsen primärer Brustmuskel-Zellkulturen

durch Fibroblasten zu verhindern, wurde diesen Kulturen

nach einer Inkubationszeit von 48 Std. Ara-C (ein Inhi¬

bitor der DNS-Synthese) in einer Endkonzentration von

5 fiM zugegeben (35).

In Experimenten, in denen die Fusion, aber nicht die

Differenzierung myogener Zellen blockiert werden sollte,

wurde dem Kulturmedium EGTA in einer Endkonzentration

von 1,73 mM zugegeben (98).

Durch die Zugabe des Thymidin-Analogs BrdUrd in einer

Konzentration von 2,5 fig/ml Medium konnte die Differen¬

zierung myogener Skelettmuskelzellen unterdrückt werden

(94).

Indirekte Immunfluoreszenz-Technik an Zellkulturen

Alle Schritte wurden bei Zimmertemperatur ausgeführt.

Die mit Zellen bewachsenen Deckgläschen wurden aus den

Kulturschalen genommen und kurz (ca. 5 Min.) in PBS ge¬

waschen. Die Zellen wurden während 30 Min. in 3 % (w/v)

Paraformaldehyd in PBS, 0,1 mM CaClp, 1 mM MgCl„ fi¬

xiert, während ca. 5 Min. in PBS gewaschen, während 30

Min. in 0,1 M Glycin in PBS inkubiert ("Quenching" der

freien Aldehydgruppen) und schliesslich nach Ash et al.

(3) während 3-5 Min. in 0,2 % (v/v) Triton X-100 in
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PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen in PBS (10 -

15 Min.) wurden die Zellen während 15 - 30 Min. auf ei¬

nem Tropfen (ca. 80 pl) Antikörperlösung (anti-Myomesin-

IgG: 20 /xg/ml PBS, IgG aus Kontrollserum: 40 ^g/rnl PBS)

inkubiert und dann gründlich in PBS gewaschen (ca. 15

Min., mehrmaliges Wechseln der PBS-Waschlösung). Die

Zellen wurden nun während 15 - 30 Min. auf einem Trop¬

fen einer 1 : 50-Verdünnung von sekundären Antikörpern

(FITC-gekoppelte Ziegen-anti-Kaninchen-IgG) in PBS inku¬

biert und schliesslich intensiv in PBS gewaschen (30 -

60 Min.). Die Deckgläschen mit den inkubierten Zellen

wurden auf je einen mit einem Tropfen Glyzerin versehe¬

nen Objektträger gelegt (inkubierte Zellen auf der Un¬

terseite!). Die Zellen konnten nun unter dem Fluores¬

zenzmikroskop betrachtet und fotografiert werden.

Elektronenmikroskopie an Zellkulturen

Zellen für elektronenmikroskopische Untersuchungen wur¬

den in rechteckigen Plastikschalen mit gelatinisierten,

runden Vertiefungen von ca. 1,5 cm Durchmesser und ca.

1 cm Höhe kultiviert. Pro Vertiefung wurden ca. 0,2 x

6
10 Zellen in 1 ml "Normalmedium" ausgesät.

Nach verschieden langen Kultivierungszeiten wurde das

Medium abdekantiert und die am Schalenboden haftenden

Zellen während 30 Min. in 3 % Paraformaldehyd in PBS,

0,1 mM CaClp, 1 mM MgCl vorfixiert. Die Zellen wurden

in PBS gewaschen (10 Min.), während 30 Min. mit 0,2 %

(v/v) Triton X-100, 0,5 % (w/v) BSA in PBS permeabili¬

siert und dann während 60 Min. in einer Antikörperlösung

(40 fiQ anti-Myomesin-IgG oder 100 /ng IgG aus Kontroll¬

serum pro ml 0,2 % Triton X-100, 0,5 % (w/v) BSA in PBS)

inkubiert. Nach Waschen (10 Min.) in PBS wurden die Zel-
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len während 15 Min. in 3 X (v/v) Glutaraldehyd in PBS

fixiert, erneut in PBS gewaschen (10 Min.) und während

30 Min. in 1,5 % (w/v) Osmiumtetroxid in PBS nachfi¬

xiert. Nach intensivem Waschen in PBS (15 Min.) erfolgte

die Entwässerung der Zellen in einer "Alkoholreihe"

(30 % Aethanol: 5 Min., 50 % Aethanol: 5 Min., 70 %

Aethanol: mindestens 10 Min., 90 % Aethanol: 15 Min.,

96 % Aethanol: 15 Min., 100 % Aethanol: 3 x 15 Min.)

und danach die Inkubation in zunehmend konzentrierten

Plastiklösungen (1 Std. in 1 Teil Plastik-Gebrauchslö-

sung/2 Teilen 100 % Aethanol; dann ca. 2 Std. in 2 Tei¬

len Plastik-Gebrauchslösung/1 Teil Aethanol). Die letzte

Plastiklösung wurde nun abgegossen und Gelatinekapseln

mit 100 % Plastik-Gebrauchslösung gefüllt und über die

Zellen am Kulturschalenboden gestülpt. Nach ca. 2 Std.

bei Zimmertemperatur wurde die Härtung des Plastiks wäh¬

rend mindestens 12 Std. bei 60 °C in einem Wärmeschrank

fortgesetzt. Die Gelatinekapseln wurden noch warm vom

Plattenboden abgesprengt und mit einer Rasierklinge un¬

ter einer Lupe so zurechtgeschnitten, dass am unteren

Ende (wo sich die Zellen befanden) eine trapezförmige

Fläche (Kantenlängen ca. 1 mm) entstand. Die Herstellung

und Nachkontrastierung von Ultradünnschnitten erfolgte

wie bereits in 1.2.19. beschrieben. Die Präparate wurden

im Elektronenmikroskop bei einer Beschleunigungsspannung

von 100 kV betrachtet und fotografiert.

Bestimmung der Syntheserate von Myomesin in kultivierten

Zellen

Primäre Brustmuskel-Zellkulturen (2 x 10 Zellen pro

100-mm gelatinisierte Kulturschale) wurden nach ver¬

schieden langen Inkubationszeiten während 2 Std. mit
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250 fiCi S-Methionin in 2,5 ml Kulturmedium (86,5 %

methioninfreies MEM, 10 % Pferdeserum, 3,5 % Hühner-

Embryoextrakt) markiert. Nach der Markierung wurde das

Medium abgegossen, und die Kulturen wurden 3 x mit PBS

gewaschen und bei -20 °C aufbewahrt.

Mit einem Gummispatel wurden die Zellen in 0,5 ml PBS,

0,1 % SDS, 0,5 % Triton X-100 vom Kulturschalenboden

abgeschabt und auf Eis während 3 x 15 Sek. bei maximaler

Leistung sonifiziert. Ein Aliquot des Zellhomogenates

wurde für die DNS-Bestimmung nach Brunk et al. (6) ver¬

wendet; der Rest wurde während 15 Min. bei 37 °C mit

1/12 Volumen einer DNase/RNase-Lösung (10 mg pankreati-

sche Deoxyribonuklease I und 5 mg pankreatische Ribo¬

nuklease in 10 ml 0,5 M Tris-HCl, 0,05 M MgCl„, pH 7)

verdaut. Die totale säurepräzipitierbare Radioaktivität

wurde nach einem beschriebenen Vorgehen (7, 8) bestimmt.

Myomesin aus dem radioaktiven Zellextrakt wurde mittels

Immunpräzipitation wie für MM-CK beschrieben (7, 8, 103)

isoliert. 1 - 2 fig gereinigtes, unmarkiertes ("kaltes")

Myomesin wurde als "carrier" zu radioaktivem Zellextrakt

6
gegeben, der 2 x 10 Säure-unlösliche dpm ("desintegra-

tions per minute") enthielt. Die spezifische Immunprä¬

zipitation wurde mit 10 fJ-1 Antiserum gegen Myomesin

durchgeführt. Die Immunpräzipitate wurden auf 8 %-Poly-

acrylamidgelen in Gegenwart von 0,1 % SDS aufgetrennt.

Die Myomesinbanden wurden aus dem mit CBB angefärbten

Gel ausgeschnitten, in Szintillationsröhrchen gegeben

und ihre Radioaktivität wie beschrieben (7, 8) im Szin-

tillationsspektrometer bestimmt.

Uebrige Methoden

Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Siehe 1.2.4.
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Antikörper:

Die Praparation und Reinigung von Antikörpern gegen Myo-

mesin sowie die Praparation von IgG aus Präimmunserum

wurde unten 1.2.6. und 1.2.7. beschrieben.

Antigen-affinitätschromatographisch gereinigte Kanin-

chen-IgG aus Seren gegen Hühnen-MM-CK (102) wunden von

Dn. M. Canavatti zun Venfügung gestellt.

Meenschweinchen-Antikönpen gegen Hühnen-Muskelmagen-a-

Aktinin stammten aus dem Labon von Dn. S.J. Singen (De-

pantment of Biology, Univensity of Califonnia at San

Diego, La Jolla, CA 92093, USA) und wunden von Dn. H.M.

Eppenbengen zun Venfügung gestellt.

Doppelimmundiffusion:

Siehe 1.2.9.

Herstellung von Gefnienschnitten:

Siehe 1.2.11.

Immunfluoreszenz an Gefnienschnitten:

Siehe 1.2.15.
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RESULTATE

Gewebe-Spezifität von Myomesin

Im ersten Teil dieser Arbeit (1.3.) wurde gezeigt, dass

Myomesin in Hühner- Brust- und Herzmuskelmyofibrillen

nachgewiesen werden kann. Um herauszufinden, ob Myomesin

(bzw. ein Protein, das mit Antikörpern gegen Brustmus-

kelmyomesin kreuzreagiert) auch in anderen Hühnergeweben

vorkommt, wurden Hochsalzextrakte von verschiedenen Ge¬

weben aus embryonalen und adulten Hühnern in Doppelim-

mundiffusionstests gegen anti-Myomesin-IgG getestet.

Die Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt.

Tabelle II: Nachweis von Myo«esin in Hochsalzextrakten von verschie¬

denen HGhnergeweben.

(+): sehr schwache Reaktion; n: nicht getestet

Gewebe
lltägige

Embryonen

19tägige

Embryonen

adulte

Hühner

Brustmuskeln ( + ) + +

Beinmuskeln n + +

Herzmuskeln (+) +

Atrium: +

Ventrikel: +

Muskelmagen - - -

Kropf - - -

Darm n - -

Lunge n n -

Leber - - -

Niere n n -

Milz n n -

Thymus n n +

Ovidukt n n _
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Gewebe
lltägige

Embryonen

19tägige

Embryonen

adulte

Hühner

Ovar n n -

Pankreas n n -

Hirn - - -

Myomesin konnte nur in Skelett- und Herzmuskeln sowie

im Thymus nachgewiesen werden, nicht aber in glatter

Muskulatur und in einer Reihe anderer Gewebe. Die Reak¬

tion von Brust- und Herzmuskeln aus Htägigen Embryonen

mit dem Antikörper war noch sehr schwach, was auf das

Vorhandensein von erst wenigen ausdifferenzierten Mus¬

kelzellen zurückzuführen ist (siehe dazu auch 2.3.2.).

Die positive Reaktion von Thymusextrakten mit anti-Myo-

mesin-IgG kann durch die Tatsache erklärt werden, dass

eine bestimmte Population von Thymus-Retikulumzellen

zu voll entwickelten, quergestreiften Muskelzellen aus¬

differenzieren kann (64, 144 sowie persönliche Mittei¬

lung von Dr. J.-C. Perriard).

Mit der indirekten Immunfluoreszenz-Technik konnte Myo¬

mesin auch in kultivierten embryonalen Brust- und Herz¬

muskelzellen nachgewiesen werden (Figur 24a - d). Zellen

aus embryonalem Muskelmagen (vorwiegend glatte Muskel¬

zellen) und Fibroblasten enthielten hingegen keine nach¬

weisbaren Mengen von Myomesin (Figur 24e - h).

Die Antikörper gegen Brustmuskelmyomesin reagieren somit

nur mit dem homologen Antigen aus Skelettmuskeln sowie

mit Herzmuskelmyomesin. In allen übrigen Gewebe- bzw.

Zelltypen kommt entweder kein oder höchstens ein von

Brustmuskelmyomesin völlig verschiedenes "Myomesin" vor.

Besonders interessant ist die Abwesenheit von (Skelett-
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muskeltyp-) Myomesm in glatten Muskeln. Um dieses Re¬

sultat noch weiter zu prüfen, wurden Gefrierschnitte

Figur 24: Immunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin in embryonalen
Hühnerzellen nach 96 Std. in Kultur.

a, b. Brustmuskelzellen, c, d- Herzmuskelzellen, e, f- Zellen aus

glatter Muskulatur (Muskelmagen) ; g, h: Fibroblasten. Links: Phasen¬

kontrast
,

rechts- Fluoreszenzaufnahmen. Vergrosserungsba Iken: 40 um.

Die Pfeile in c und d bezeichnen einige Fibroblasten, die als Kontami

nation in Herzmuskelzellkulturen wachsen (c), jedoch keine spezifische
Immunfluoreszenz für Myomesin zeigen (d).
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durch frischen Huhner-Muskelmagen (der vorwiegend glatte

Muskulatur enthalt) mit anti-Myomes ni-IgG oder, als po¬

sitive Kontrollt, mit anti-Huhnpr-Muskelmagen-a-Aktinin-

IqG inkubiert und dann für die indirekte Immunfluore.-

zenzlokalisierung angefärbt. Wie aus Figur 25a hervor¬

geht, konnte auch auf diesen Gefrierschnitten durch fri¬

schen Muskelmagen kein Myomesin nachgewiesen werden;

die Fluoreszenz war vergleichbar mit der unspezifischen

Figur 25: Immunfluoreszenzfärbung für Myomesin und a-Aktinin an Ge¬

frierschnitten durch Hühner-Muskelmagen.

a: Inkubation mit anti Huhner Brustmuskel-Myomesin-IgG; b: Inkubation

mit anti Huhner-Muskelmagen «-Aktinin IgG; c: Inkubation mit IgG aus

Praimmunserum. Links: Phasenkontrast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen.

Vergrosserungsbalken: 20 um.
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Fluoreszenz von Schnitten, die mit IgG aus Präimmunserum

inkubiert worden waren (Figur 25c). Schnitte, die mit

Antikörpern gegen Hühner-Muskelmagen-a-Aktinin inkubiert

worden waren, zeigten hingegen die erwartete, stark po¬

sitive Reaktion (Figur 25b).

Auftreten von Myomesin während der Terminaldifferenzie¬

rung myogener Zellen in vitro

Antikörper gegen Brustmuskelmyomesin können, wie in

2.3.1. gezeigt wurde, quergestreifte Muskulatur von al¬

len anderen Gewebetypen unterscheiden. Es war somit auch

von Interesse festzustellen, wann Myomesin während der

Terminaldifferenzierung von embryonalen myogenen Zellen

zum ersten Mal nachweisbar war. Zellen aus der Brustmus¬

kelregion von 11tägigen Hühnerembryonen wurden deshalb

nach verschieden langen Kultivierungszeiten fixiert und

für die Immunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin prä¬

pariert. In einkernigen, meist rundlichen Zellen, die

erst während ca. 6 Std. in Kultur gehalten worden waren

und mehrheitlich noch teilungsfähige "präsumptive Myo¬

blasten" darstellen dürften, konnte kein Myomesin nach¬

gewiesen werden (Figur 26a, b). Nach ca. 24 Std. in Kul¬

tur fanden sich jedoch bereits Zellen, die - als lang¬

gestreckte, bipolare, noch einkernige Myoblasten oder

bereits als Synzytium von einigen wenigen fusionierten

Einzelzellen - eindeutig nachweisbare Mengen von Myome¬

sin enthielten (Figur 26c, d). Schon in diesen frühesten

Stadien lag die Fluoreszenz für Myomesin in einem cha¬

rakteristischen, quergestreiften Muster vor. Diese Quer¬

streifung wurde noch deutlicher in den dickeren, viel¬

kernigen und schon kontraktionsfähigen Myotuben von äl¬

teren Kulturen (Figur 26e, f, i, k). Die Myotuben in
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alteren Kulturen waren oft geradezu "au>gfstopft" mit

Myofibrillen; die Fluoreszenz für Myomesin konnte em-

8.

I

Figur 26: Iinmunf luoreszenzlokalisierung von Myomesin in kultivierten

embryonalen Hühner-Brustmuskelzellen.

a, b: 6 Std. in Kultur; c, d: 24 Std. in Kultur; e h: 6 läge in Kul¬

tur; i, k: 15 Tage in Kultur, a f, i, k: Inkubation mit anti Myomi -

sin-IgG; g, h: Inkubation mit IgG aus Praimmunserum, Links: Phasenkon¬

trast-, rechts: Fluoreszenzaufnahmen. M: M-Linienregion. Vergrosse-

rungsbalken: 20 um.



- 104 -

deutig in der M-Linienregion dieser Myofibrillen lokali¬

siert werden (Figur 26i, k). Kontrollen mit IgG aus Prä¬

immunserum zeigten dagegen nur Hintergrundfluoreszenz

(Figur 26g, h).

Um zu testen, ob das Auftreten von Myomesin in embryona¬

len Zellen als "Marker" für die muskelspezifische Termi¬

naldifferenzierung dieser Zellen angesehen werden kann,

wurden myogene Brustmuskelzellen durch Veränderung des

Kultivierungsmediums auf verschiedenen Ebenen in ihrer

"normalen", auf einem festen Substrat stattfindenden

in vitro Terminaldifferenzierung gestört und dann auf

die Anwesenheit von Myomesin geprüft. Es wurde schon

früher festgestellt, dass myogene Zellen, die - durch

Kultivierung in einem Medium, welches das Haften der

Zellen am Kulturschalenboden verhindert - in Suspension

wachsen müssen, trotzdem zur Terminaldifferenzierung

und damit zur Bildung von Myofibrillen befähigt sind

(107). Die Myofibrillen in diesen suspendierten Zellen

sind meist um den Zellkern gewunden (107); sie enthalten

schon nachweisbare Mengen von Myomesin. Werden solche

Zellen in "Normalmedium" subkultiviert, setzen sie sich

am Kulturschalenboden ab und nehmen bald die typische,

langgestreckte Spindelform von Myoblasten an; auch die

Myofibrillen "rollen" sich aus und durchziehen die Zel¬

len in ihrer ganzen Länge, was sich im regelmässigen,

quergestreiften Fluoreszenzmuster für Myomesin sehr

deutlich ausdrückt (Figur 27a, b).

++
Werden myogene Zellen durch Zugabe des Ca -Chelators

EGTA an der Fusion, nicht aber an der Differenzierung

gehindert (134, 135), so zeigt sich das auch hier am

Auftreten von Myomesin (Figur 27c, d). Offenbar kann

das Auftreten von Myomesin unabhängig von der Fusion

schon in einkernigen, postmitotischen myogenen Zellen
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erfolgen, eine Tatsache, wie sie schon früher für die

Figur 27: Immunfluoreszenzlokalisierung von Myomesin in verschieden

kultivierten embryonalen Hühner-Brustmuskelzellen.

a, b: Zellen, die zuerbt wahrend 48 Std. in Suspension und dann wah

rend 24 Std. in "Normalmedium" kultiviert worden waren; c, d: Zellen,

die wahrend 72 Std. in EGTA-haltigem Medium kultiviert worden waren;

e, f: Zellen, die wahrend 96 Std. in BrdUrd-haltigem Medium kultiviert

worden waren, g, h. Zellen, die zuerst wahrend 48 Std. in BrdUrd-hal-

tigem Medium und dann wahrend 48 Std. in "Normalmedium" kultiviert

worden waren. Links: Phasenkontrast
,

rechts: Fluoreszenzaufnahmen.

Vergrosserungsbalken. 40 gm.
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Akkumulation einer ganzen Anzahl von muskelspezifischen

Isoproteinen beschrieben wurde (9, 26, 86, 98, 134,

138) .

Durch die Zugabe des Thymidin-Analogs BrdUrd zum Kultur¬

medium wird nicht nur der Uebergang von präsumptiven,

teilungsfähigen Myoblasten zu postmitotischen Myoblasten

verhindert, sondern auch die Akkumulation muskelspezifi¬

scher Isoproteine in diesen Zellen unterdrückt (8, 94,

101, 134-136). Dasselbe wurde auch für das Auftreten

von Myomesin gefunden: In myogenen Zellen, die in BrdUrd

enthaltendem Medium kultiviert worden waren, konnte kein

Myomesin nachgewiesen werden (Figur 27e, f). Die

Blockierung der Terminaldifferenzierung myogener Zel¬

len durch BrdUrd ist jedoch reversibel; wurden nämlich

Zellen, die zuerst in BrdUrd enthaltendem Medium kulti¬

viert worden waren, in "Normalmedium" subkultiviert,

so vermochten sie nach einiger Zeit zu Myotuben zu fu¬

sionieren, die Myofibrillen enthielten und damit auch

Myomesin im charakteristischen, quergestreiften Lokali¬

sierungsmuster aufwiesen (Figur 27g, h).

Um die Resultate aus den Immunfluoreszenzstudien weiter

zu unterstützen, wurde die Syntheserate von Myomesin

in myogenen, embryonalen Hühnerzellen nach verschieden

langen Kultivierungszeiten gemessen. Dazu wurden die

35
Zellen zuerst während 2 Std. mit S-Methionin markiert.

Myomesin konnte dann durch Immunpräzipitation aus den

Zellextrakten isoliert und die eingebaute Radioaktivität

im Szintillationsspektrometer bestimmt werden. Wie aus

Figur 28 hervorgeht, beginnt der Anstieg der Myornesin-

Syntheserate schon etwa 24 - 48 Std. nach Aussaat der

Zellen und hat seinen steilsten Abschnitt 48 - 96 Std.

nach Beginn der Kultivierungsperiode. Die Tatsache, dass

die Myomesin-Syntheserate schon beim frühesten unter-
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24 48 72 96 120

STUNDEN IN KULTUR

Figur 28: Synthese von Myomesin während der Hyogenese von eibryonalen

Hühner-Brustiuskelzellen in vitro.

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten während 2 Std. mit

S-Methionin markiert und dann fixiert. Myomesin wurde durch Immun-

präzipitation aus den Zellextrakten isoliert und die eingebaute Radio¬

aktivität im Szintillationsspektrometer bestimmt. Jeder angegebene
Wert stellt den Durchschnitt zweier Messungen dar.

AMyomesin-Synthesewert in konfluenten Zellen, die in einem BrdUrd-

haltigen Medium kultiviert worden waren. AMyomesin-Synthesewert in

Zellen, die zuerst während 48 Std. in einem BrdUrd-haltigen Medium

und dann während 48 Std. in "Normalmedium" kultiviert worden waren.

suchten Zeitpunkt einen von Null verschiedenen Grundwert

aufweist, ist höchstwahrscheinlich auf die Anwesenheit

einiger schon weiter differenzierter Myoblasten und Myo-

tuben zurückzuführen (es handelt sich bei den untersuch¬

ten Primärzellkulturen um asynchrone Kulturen). Der

klare Abfall der Syntheserate am 5. Kultivierungstag

könnte einen Kulturartefakt (z.B. Zellverlust) zur Ur¬

sache haben; er könnte aber auch - wie schon für Myosin-
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"heavy chain" nachgewiesen wurde (19) - eine effektive

Abnahme der Syntheserate widerspiegeln.

In konfluenten Zellen, die in einem BrdUrd-haltigen

Medium kultiviert worden waren, überstieg die MyomesLn-

Syntheserate den Basiswert nicht; wie schon aus den Im¬

munfluoreszenzversuchen geschlossen werden konnte (Fi¬

gur 27g, h), nahm die Syntheserate von Myomesin jedoch

drastisch zu, sobald solche Zellen in "Normalmedium"

subkultiviert wurden (Figur 28).

Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in termi¬

naldifferenzierenden myogenen Zellen

Verglichen mit der Z-Linie tritt eine sichtbare M-Linie

bei der Bildung von Myofibrillen in sich entwickelnden

Muskeln erst relativ spät auf (31, 37, 65). Andererseits

zeigen die unter 2.3.2. beschriebenen Resultate, dass

Myomesin schon in den frühesten Stadien der Myofibrillo-

genese in einem charakteristischen Querstreifungsmuster

in differenzierenden Brustmuskelzellen nachgewiesen wer¬

den kann. Aus diesem Grund wurde die ultrastrukturelle

Lokalisierung von Myomesin in kultivierten embryonalen

Brustmuskelzellen während der Myogenese studiert. Dazu

wurden die Zellen nach verschieden langen Kultivierungs¬

zeiten mit IgG aus Präimmunserum oder mit Antikörpern

gegen Myomesin inkubiert und dann unter dem Elektronen¬

mikroskop auf eine elektronendichte Ablagerung in den

entstehenden Myofibrillen untersucht.

20 Std. nach der Aussaat zeigten die meisten Zellen noch

keine oder erst wenige Myofilamente, die sich einzeln

oder in einer wenig organisierten Anordnung von Bündeln

im Zytoplasma befanden (Figur 29).
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Figur 29: Ausschnitt aus einer embryonalen Hühner-Brustmuskelzelle

nach 20 Std. in Kultur.

Inkubation mit anti-Myomesin IgG. Es sind erst wenige Bündel von Myo-

filamenten (My) sichtbar; eine organisierte Sarkomerstruktur ist noch

nicht vorhanden. Eine eindeutige Ablagerung von Antikörpern gegen Myo¬

mesin ist nicht nachweisbar. Vergrosserungsbalken: 1 um.

Antikörper gegen Myomesin vermochten in diesen Zellen

keine bestimmten Strukturen zu markieren. Dieses Resul¬

tat stimmt gut mit der unter 2.3.2. beschriebenen Mes¬

sung der Syntheserate von Myomesin uberein, die zeigte,

dass in solch wenig differenzierten Zellen noch kaum

Myomesin synthetisiert wird. In Zellen, die ca. 48 Std.

in Kultur gehalten worden waren, zeigte sich jedoch

schon ein ganz anderes Bild: Vielfach fanden sich be¬

reits kleine Myotuben mit in der Längsrichtung verlau¬

fenden Myofibrillen. Diese Myofibrillen bestanden erst

aus relativ wenigen Myofllamenten, die aber bereits in

der "richtigen" parallelen Anordnung vorlagen und auch

schon durch Z-Linienmaterial in einzelne Sarkomere un¬

terteilt wurden. In Uebereinstimmung mit der Literatur

(31, 37, 65) war jedoch m den Myofibrillen von solchen

Zellen kein oder erst wenig elektronendichtes Material

in der M-Linienregion vorhanden (Figur 30a).

Durch die Benandlung mit Antikörpern gegen Myomesin wur-
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Figur 30: Ultrastrukturelle Lokalisierung von Myomesin in entstehen¬

den Myofibrillen von kleinen Myotuben nach 48 Std. in Kul¬

tur.

a: Inkubation mit IgG aus Praimmunserum, b: Inkubation mit anti-Myome-

sin-IgG. Die "jungen" Myofibrillen zeigen schon eine gui ausgeprägte
Sarkomerstruktur mit Z-Limen (Z) aber noch keine deutliche M-Linie

(a), durch die Inkubation mit Antikörpern gegen Myomesin wird jedoch
die M-Limenregion (M) stark markiert (b). Vergrosserungsbalken:

0,4 um.

de die M-Linienregion dieser jungen Myofibrillen hinge¬

gen stark markiert (Figur 30b), womit ganz deutlich ge¬

zeigt werden konnte, dass Myomesin - unabhängig von der
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Anwesenheit einen sichtbaren, elektronendichten M-Linie

- schon in den frühesten Stadien der Myofibrlllogenese

in der M-Linlenregion der entstehenden Myofibrillen lo¬

kalisiert ist. Tn ein und derselben 48 Std. alten Kulrur

fanden sich oft Zellen recht unterschiedlichen Entwick-

lungszustandes. So gab es z.B. sehr "junge", kleine Zel¬

len, deren einziger Zellkern noch zwei Nukleoli enthielt

und den grossten Teil des Zellvolumens ausfüllte. In

solchen Zellen waren erst Ansätze zur Bildung von Myofi-

lamentbundeln zu erkennen; eindeutige Sarkomerstrukturen

waren noch nicht vorhanden (Figur 31a).

Figur 31: Embryonale Hühner-Brustmuskelzellen nach 48 Std. in Kultur.

Inkubation der Zellen mit IgG aus Praimmunserum. a: Zelle in einem

frühen Entwicklungszustand. Der Zellkern (K) enthält 2 Nukleoli (N)

und füllt den grossten Teil der Zelle aus; es ist erst ein einziges,

wenig organisiertes Bündel von Myofilamenten (My) zu erkennen, b: Zel¬

le (Myotube) in einem späteren Entwicklungsstadium. Der Zellkern (K)

liegt peripher und enthält nur einen Nukleolus (N); neben wenig orga¬

nisierten Bündeln von Myofilamenten (My) finden sich sowohl Myofibril¬

len (Mf), die zwar Z-Linienmaterial (Z), aber noch keine M-Linie auf¬

weisen, als auch gut ausgeprägte Myofibrillen mit klar erkennbaren

Z- und M-Linien (M). Vergrösserungsbalken: 1 um.
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Andererseits fand man auch schon Myotuben mit einer

recht grossen Anzahl von Kernen, welche nur noch je ei¬

nen Nukleolus enthielten und sich an der Peripherie der

Myotube befanden. In solchen Myotuben lagen oft gut aus¬

gebildete Myofibrillen, die sowohl Z- als auch M-Linien

aufwiesen, neben in der Entstehung begriffenen Myofi¬

brillen, die erst Z-Linienmaterial, aber noch keine

sichtbare M-Linie zu erkennen gaben (Figur 31b).

Nach vier oder mehr Tagen bestanden die Kulturen vorwie¬

gend aus vielkernigen Myotuben (siehe Figur 26e, g, i),

die mit dicken Myofibrillen angefüllt waren. Diese Myo¬

fibrillen glichen weitgehend den Myofibrillen aus adul-

tem Muskelgewebe (siehe Figur 10a); entsprechend zeigten

sie auch eine elektronendichte M-Linie. Durch die Inku¬

bation mit Antikörpern gegen Myomesin wurde, wie schon

in den Experimenten mit Myofibrillen aus adulten Muskeln

gezeigt (Figur 10b), die ganze M-LLnienregion regelmäs¬

sig markiert.
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DISKUSSION

Spezies-, Gewebe- und Organellen-Spezifität der M-Li-

nienproteine

Das Vorkommen einer Isoenzymtransition der Kreatinkinase

(von der BB- zur MM-Form) in terminaldifferenzierenden

Muskelzellen in vivo und in vitro ist ein gut dokumen¬

tiertes Phänomen (7, 8, 28, 101-103, 136). MM-CK stellt

danach die für die ausdifferenzierte Vertebraten-Ske-

lettmuskulatur spezifische Form der Kreatinkinase dar.

Während MM-CK zumindest bei Säugern auch im adulten

Herzmuskelgewebe vorkommt (29), wird im Hühner-Herzmus¬

kel BB-CK während der Ontogenese nicht durch MM-CK er¬

setzt und bleibt daher während des ganzen Lebens das

vorherrschende CK-Isoenzym (15, 141). In Uebereinstim-

mung mit der beobachteten Korrelation zwischen MM-CK

und elektronendichter M-Linie fehlt den adulten Hühner-

Herzmuskeln eine sichtbare M-Linie (120, 141).

MM-CK wird ausser in der quergestreiften Muskulatur nur

noch im Thymus in grösseren Mengen gefunden (persönliche

Mitteilung von Dr. J.-C. Perriard); es ist jedoch be¬

kannt, dass eine gewisse Population von Thymus-Retiku-

lumzellen zu quergestreiften, dem Skelettmuskeltyp ähn¬

lichen Muskelzellen ausdifferenzieren kann - (64, 144).

In den übrigen adulten Geweben (auch in der glatten Mus¬

kulatur!) bildet nicht die M-, sondern die B-CK die vor¬

herrschende CK-Untereinheit. Die Vermutung liegt deshalb

nahe, dass das Auftreten von MM-CK (bzw. das Ersetzen

von BB-CK durch MM-CK) einen hinreichenden, aber - wie

das Beispiel der Hühner-Herzmuskulatur zeigt - nicht

unbedingt notwendigen "Marker" für die Terminaldifferen-
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zierung von quergestreifter Muskulatur darstellt.

Kreatinkinasen scheinen auf Vertebraten beschränkt zu

sein; die entsprechende enzymatische Funktion wird z.B.

bei Arthropoden durch die Argininkinase erfüllt (72,

73). Argininkinase liegt jedoch als Monomer vor (Mr =

40.000); im Unterschied zur Kreatinkinase finden sich

auch keine verschiedenen Isoenzymformen (73).

Ueber die Lokalisierung der Argininkinase in den ver¬

schiedenen Muskeltypen der Arthropoden existieren erst

wenige Angaben. Neuere Studien an Drosophila zeigen,

dass ein Teil der Argininkinase in der Z-Linienregion

der Myofibrillen von larvalen Muskelfasern sowie von

adulten fibrillären Flugmuskeln gebunden ist, während

in einem (adulten) Muskel des tubulären Typs neben einer

weniger ausgeprägten Lokalisierung in der Z-Linienregion

auch eine gewisse Bindung von Argininkinase an die A-

Bande der Myofibrillen beobachtet wird (72, 73). Sowohl

die Myofibrillen der tubulären Muskeln (die den querge¬

streiften Vertebratenmuskeln am meisten ähneln) als auch

diejenigen der fibrillären Flugmuskeln von Drosophila

zeigen eine deutliche, elektronendichte M-Linie (72);

ob Argininkinase und (MM-) Kreatinkinase auch bezüglich

einer möglichen Beteiligung am strukturellen Aufbau der

Myofibrillen eine Homologie zeigen, muss deshalb in Fra¬

ge gestellt werden. Die Tatsache, dass Kreatinkinase

als Dimer vorliegt (und damit ganz andere räumliche Di¬

mensionen besitzt als die monomere Argininkinase), ist

gewiss von entscheidender Bedeutung für eine allfällige

Beteiligung am Aufbau der Sarkomerstruktur.

Der grösste Teil der Hühner-MM-CK liegt in löslicher

Form im Zytoplasma der Muskelzellen vor. Nur ein kleiner

Teil (ca. 5 % der totalen MM-CK) ist fest an die Myofi-
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brillen gebunden, so dass man MM-CK nicht als organel-

lenspezifisches Enzym bezeichnen darf. Alle bis jetzt

bekannten Daten sprechen nämlich dafür, dass die M-Li-

nien-CK und die sarkoplasmatische MM-CK in ihren physi¬

kalisch-chemischen und immunologischen Eigenschaften

übereinstimmen (14, 137, 143). Es kann allerdings nicht

ausgeschlossen werden, dass die Myofibrillen die einzi¬

gen intrazellulären Strukturen sind, an die MM-CK über¬

haupt binden kann. Daneben gibt es aber auch in Muskel¬

zellen noch weitere Organelle, die strukturgebundene

Kreatinkinase enthalten. Zumindest von der mitochondria¬

len CK kann jedoch mit einiger Sicherheit gesagt werden,

dass es sich um ein von MM-CK (und auch von BB-CK) gänz¬

lich verschiedenes Protein handelt (33, 41, 61, 62).

Das zweite Protein der M-Linienstruktur, Myomesin (bzw.

das 165K-"M-Protein") wurde bisher erst aus Skelettmus¬

keln von Vertretern der Amphibien (Frosch) (18), der

Vögel (Huhn) (84, 133 und die vorliegende Arbeit), und

der Säuger (Kaninchen, Schwein) (78, 97), nicht aber

aus Muskeln von Fischen, Reptilien oder von Invertebra-

ten isoliert. Unter dem Gesichtspunkt der eventuell

wichtigen Funktion von Myomesin für den Aufbau der Myo¬

fibrillen (siehe auch 2.4.3.) wäre es nicht erstaunlich,

wenn zumindest in allen Vertebraten ein "Myomesin" ge¬

funden würde. Antikörper, die (vermutlich) vor allem

gegen Schweine-Skelettmuskelmyomesin gerichtet sind,

binden stark an die M-Linienregion von Skelettmuskelmyo-

fibrillen aus verschiedenen anderen Säugern (Maus, Ka¬

ninchen, Mensch), hingegen bedeutend schwächer (aber

immer noch nachweisbar) an diejenige von Frosch-Skelett-

muskelmyofibrillen (97). Säuger-Skelettmuskelmyomesine

scheinen also sehr nahe miteinander verwandt zu sein;

sie besitzen aber auch gemeinsame antigenische Determi-
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nanten mit Amphibien-Myomesin(en). Eine ähnliche Eigen¬

schaft beobachtet man auch beim Hühner-Skelettmuskelmyo-

mesin; Antikörper gegen dieses Protein kreuzreagieren

sehr stark mit einem M-Linienprotein aus einem anderen

Vogel, der mit dem Huhn allerdings sehr nahe verwandten

Wachtel (persönliche Mitteilung von Dr. D. Turnen), sie

kreuzreagieren aber auch mit einem entsprechenden Pro¬

tein aus der Skelettmuskulatur des Hamsters, also eines

Säugetieres (persönliche Mitteilung von Dr. M. Eppenber-

ger). Skelettmuskelmyomesine zeigen folglich eine nur

wenig ausgeprägte Klassenspezifität; die Tatsache, dass

Myomesine aus den evolutionsmässig relativ weit ausein¬

anderliegenden Vertebratenklassen der Amphibien und der

Säuger gemeinsame antigenische Determinanten aufweisen,

lässt vermuten, dass es sich bei Myomesin um ein rela¬

tiv konservatives Molekül handelt. Dies würde gut zu

der Annahme passen, dass ein Protein, welches eine genau

bestimmte strukturelle Funktion beim Aufbau der Myofi¬

brillen innehat, selbst eine "konservative" Molekülkon¬

formation aufweisen muss, um diesen Anforderungen genü¬

gen zu können. Andererseits besitzt ein grosses Protein

wie Myomesin vermutlich viele antigenische Determinan¬

ten, so dass es auch bei hoher Mutationsrate in der

Aminosäuresequenz verhältnismässig lange dauern müsste,

bis zwei Myomesine keine immunologische Verwandtschaft

mehr zeigen würden.

Ueber das Vorkommen von Myomesin bei Invertebraten gibt

es noch gar keine Angaben. Antikörper gegen Hühner-Ske-

lettmuskelmyomesin reagieren aber offenbar nicht mit

Myofibrillen von Drosophilamuskeln (persönliche Mittei¬

lung von Dr. A. Lang).

Myomesine zeigen eine ausgesprochene Gewebe-Spezifität.

Eine positive Reaktion mit Antikörpern gegen Hühner-Ske-
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lettmuskelmyomesin findet sich nur in quergestreiften

Muskeln, also in Skelett- und in Herzmuskelgewebe sowie

im Thymus, der - wie bereits oben erwähnt - skelettmus-

keltypähnliche Muskelzellen enthalten kann. Hingegen

beobachtet man in glatter Muskulatur sowie in allen an¬

deren getesteten Geweben keine Kreuzreaktion mit diesen

Myomesin-Antikörpern. Diese Aussage gilt auch für

in vitro kultivierte Zelltypen; nur Skelett- und Herz¬

muskelzellen reagieren mit den Antikörpern gegen Ske-

lettmuskelmyomesin, während Zellen aus glatter Muskula¬

tur oder Fibroblasten keine positive Reaktion zeigen.

Dass eine antigenische Verwandtschaft zwischen den Myo-

mesinen aus Skelett- und aus Herzmuskeln besteht, wurde

schon in einer Arbeit mit dem entsprechenden Protein

aus Schweinemuskeln vermutet (97). Die in der vorliegen¬

den Arbeit präsentierten Resultate zeigen jedoch, dass

das Skelett- und das Herzmuskelmyomesin nicht identische

Proteine darstellen. Ob sich die Myomesine aus verschie¬

denen Skelettmuskeltypen voneinander unterscheiden, kann

noch nicht schlüssig beantwortet werden. Studien mit

Antikörpern gegen Myomesin aus dem Hühner-Brustmuskel

(m. pectoralis maior) zeigten keine Unterschiede in der

Lokalisierung und im Ausmass der Markierung in der M-

Linienregion von Myofibrillen aus vorwiegend "schnellen"

Typ II-Muskeln (m. posterior latissimus dorsi) oder aus

vorwiegend "langsamen" Typ I-Muskeln (m. anterior la¬

tissimus dorsi) des Huhnes.

Die Abwesenheit eines Myomesins vom Typ der querge¬

streiften Muskeln in glatten Muskeln oder in Nichtmus-

kelgeweben schliesst das Vorkommen eines Glattmuskel-

und/oder Nichtmuskel-"Myomesins" natürlich nicht aus,

doch würde sich ein solches Protein vermutlich recht

stark von einem Myomesin, das für quergestreifte Musku-
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latur spezifisch ist, unterscheiden. Bis jetzt sind

Schollmeyer et al. (112) die einzigen Autoren, die das

Vorkommen eines 165K-"M-Proteins" in glatter Muskulatur

(Hühner-Muskelmagen, menschlicher Uterus) sowie in

menschlichen Blutplättchen und in Fibroblasten aus Hüh¬

nern und Mäusen beschreiben.

Die Antikörper gegen das aus dem Hühner-Muskelmagen (al¬

so aus glatter Muskulatur) gereinigte "M-Protein" schei¬

nen nicht nur mit kultivierten Glattmuskel- und Nicht¬

muskelzellen aus dem Huhn zu reagieren, sondern auch

mit menschlichen Glattmuskel- und Nichtmuskelgeweben

und -Zelltypen (112). Darüber hinaus wurde diesen Anti¬

körpern sogar die Fähigkeit zugeschrieben, an die M-Li-

nienregion von Skelettmuskelmyofibrillen binden zu kön¬

nen (112). Diese Resultate bedürfen aber gewiss noch

einer genaueren Untersuchung; bei dem von Schollmeyer

et al. (112) beschriebenen "M-Protein" könnte es sich

nämlich gut um ein von einem "myomesin-ähnlichen" Pro¬

tein gänzlich verschiedenes Protein handeln. Es kann

auch nicht ausgeschlossen werden, dass die von Scholl¬

meyer et al. (112) verwendeten Antikörper gegen "M-Pro¬

tein" Verunreinigungen gegen eine als starkes Antigen

wirkende Kontaminante enthielten.

Die Frage nach dem Vorkommen und der allfälligen Anzahl

von Isoproteinen von Myomesin ist also noch keineswegs

geklärt. So wie man auch in glatten Muskeln und in kon¬

traktilen Systemen mancher Nichtmuskelzellen Isoproteine

von Aktin und von Myosin findet, die sich zum Teil er¬

heblich von den entsprechenden Proteinen der querge¬

streiften Muskeln unterscheiden, gibt es möglicherweise

auch verschiedene Formen von Myomesin. Myomesin stellt

vielleicht ein "universelles" Protein von Aktomyosin-

Systemen dar, das beim Aufbau der jeweiligen kontrakti¬

len Struktur eine entscheidende Rolle spielen könnte.
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Eine der auffallendsten Eigenschaften von Myomesin ist

wohl seine Organellen-Spezifität. Die starke und spezi¬

fische Bindung dieses Proteins an Myosin führt dazu,

dass es in den quergestreiften Muskulatur ausschliess¬

lich in der Myofibrillenstruktur gefunden wird. Diese

Tatsache ist auch mit dafür verantwortlich, dass der

intrazelluläre Nachweis von Myomesin relativ gut ge¬

lingt, obwohl dieses Protein nur einen verschwindend

kleinen Bruchteil aller Muskelproteine ausmacht. Zudem

konzentriert sich Myomesin in den Myofibrillen auf die

M-Linienregion, also ausschliesslich auf einen sehr be¬

schränkten Abschnitt der einzelnen Sarkomere. Diese spe¬

zifische Lokalisierung in der Mitte der Sarkomere von

quergestreiften Myofibrillen ist auch die ausschlagge¬

bende Eigenschaft, der Myomesin seinen Namen verdankt.

Auftreten der M-Linienregion-Proteinkomponenten während

der Myogenese

Die an ein muskelspezifisches und für den korrekten Auf¬

bau der Myofibrillen möglicherweise entscheidendes Pro¬

tein gestellte Anforderung, während der Terminaldiffe¬

renzierung myogener Zellen zeitlich koordiniert mit den

übrigen "Grundbausteinen" der Myofibrille zu erschei¬

nen, wird von Myomesin vollauf erfüllt. Weder in proli¬

ferierenden präsumptiven Myoblasten noch in kultivierten

myogenen Zellen, die durch BrdUrd an der Terminaldiffe¬

renzierung gehindert werden, lässt sich (muskelspezifi¬

sches) Myomesin nachweisen. In den postmitotischen Myo¬

blasten und in den Myotuben erfolgt dann aber ein stei¬

ler Anstieg der Myomesin-Syntheserate. Auch wenn myogene

Zellen durch Entzug von Ca aus dem Medium an einer

Fusion zu Myotuben gehindert werden (134, 135) oder wenn
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ihnen das Absitzen auf einem Substrat nicht erlaubt

wird, indem sie in einem geeigneten Medium kultiviert

werden (106, 107), so können sie trotzdem - zumindest

was die Bildung von Myofibrillen angeht - terminaldiffe¬

renzieren. Entsprechend findet auch in solchen Zellen

eine Synthese von Myomesin statt.

Schon in den frühesten Stadien der Myofibrillogenese

kann Myomesin in der M-Linienregion der entstehenden

Sarkomere nachgewiesen werden, was erneut die hohe Affi¬

nität dieses Proteins zu den Myosinfilamenten untei—

streicht.

Das Auftreten von Myomesin eignet sich somit nicht nur

hervorragend als "Marker" der muskelspezifischen Termi¬

naldifferenzierung an sich, sondern auch - wegen der

in allen Fällen beobachteten spezifischen Assoziation

von Myomesin mit der Myofibrillenstruktur - als "Marker"

für die Entstehung der für die quergestreiften Muskeln

typischen Organelle, der Myofibrillen.

Die ausserordentliche Eignung von Myomesin als "Marker"

der Terminaldifferenzierung von quergestreifter Muskula¬

tur kann auch dazu ausgenützt werden, die Position und

den Weg von terminaldifferenzierenden myogenen Zellen

in den Somiten und Myotomen während der Embryonalent¬

wicklung in vivo zu verfolgen. So vermögen die in dieser

Arbeit verwendeten Antikörper gegen Hühner-Skelettmus-

kelmyomesin auf Gefrierschnitten durch Hühnerembryonen

im Stadium 24 nach Hamburger und Hamilton (42) oder in

älteren Stadien eindeutig diejenigen Regionen zu markie¬

ren, in denen myogene Zellen in der Terminaldifferenzie¬

rung stehen (persönliche Mitteilung von Dr. M. Chiquet).

Das zweite bisher bekannte M-Linienprotein, MM-CK, tritt

bei der schon unter 2.4.1. erwähnten Kreatinkinase-Xso-
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enzymtransition in Muskelzellen ebenfalls erst während

der Terminaldifferenzierung der myogenen Zellen auf.

Interessanterweise findet sich aber in den "jungen" Myo¬

fibrillen dieser entstehenden Muskelzellen häufig noch

keine sichtbare M-Linie, obwohl Myomesin zu diesem Zeit¬

punkt schon eindeutig in der M-Linienregion nachgewiesen

werden kann. Dies bedeutet, dass MM-CK, die ja vermut¬

lich für den grössten Teil der Elektronendichte der M-

Linie verantwortlich ist, in "jungen" Muskelzellen -

obwohl vorhanden - noch nicht an die M-Linienregion der

Myofibrillen gebunden wird. Erst in späteren Stadien

der Muskelentwicklung erkennt man in den nun dickeren

Myofibrillen eine elektronendichte M-Linie. Die Vermu¬

tung liegt nahe, dass das Erscheinen der sichtbaren M-

Linie und damit das Auftreten von strukturgebundener

MM-CK eine funktionelle "Reifung" der Muskelzellen

widerspiegelt (siehe dazu auch 1.4.4.). Möglicherweise

sind die Skelettmuskelmyotuben erst zu diesem Zeitpunkt

zu spontanen Kontraktionen fähig, dann nämlich, wenn

ihre Energiereserve in Form von ATP (wenigstens zum

Teil) durch die strukturgebundene MM-CK regeneriert wer¬

den kann. Andererseits zeigt sich hier auch, dass eine

Innervation bzw. eine regelmässige neurale Stimulation

der Myotuben für das Auftreten einer sichtbaren M-Linie

nicht unbedingt erforderlich ist. Es könnte aber durch¬

aus sein, dass sich die Struktur der elektronendichten

M-Linie (also die Anzahl der M-Brücken-Linien bzw. die

Menge an strukturgebundener MM-CK) in den Myotuben

in vitro ganz wesentlich von derjenigen in den aus den¬

selben Myoblasten entstehenden Muskelzellen in vivo un¬

terscheidet.
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Bedeutung der M-Linienregion-Proteinkomponenten für den

Aufbau von Myofibrillen

Die mögliche Bedeutung der enzymatischen Aktivität von

strukturgebundener MM-CK für die Anpassung von Muskel¬

fasern an die an sie gestellten physiologischen Anfor¬

derungen wurde schon unter 1.4.4. hervorgehoben. Für

den Aufbau von gut organisierten Myofibrillen scheint

die Anwesenheit von MM-CK (und damit auch einer elektro¬

nendichten M-Linie!) jedoch keine Notwendigkeit zu sein,

wie das Beispiel der Hühner-Herzmyofibrillen sowie der

entstehenden "jungen" Myofibrillen in terminaldifferen¬

zierenden myogenen Zellen in vitro zeigt. An dieser

Stelle muss allerdings auch auf die in einigen Publika¬

tionen gemachte wichtige Feststellung hingewiesen wer¬

den, dass die M-Linienstruktur, insbesondere die Anzahl

und die räumliche Orientierung der Haupt-M-Brücken (wel¬

che gemäss unserer Hypothese vorwiegend aus MM-CK beste¬

hen sollen) einen ganz entscheidenden Einfluss auf die

Symmetrie der Anordnung der Myosinfilamente in der myo-

fibrillären H-Zone ausüben könnte (13, 76, 77, 99).

Während der MM-CK also - neben einer nach wie vor nicht

auszuschliessenden strukturellen - eine klar bestimmte

enzymatische Funktion zukommt, ist für das zweite bisher

bekannte Strukturprotein der M-Linienregion, Myomesin,

bis jetzt keine definierte enzymatische Aktivität be¬

kannt. In Präparationen von angereichertem, aber noch

nicht weiter gereinigtem Myomesin finden sich neben

Phosphorylase-Aktivität mehrere weitere enzymatische

Aktivitäten, so vor allem diejenigen von Phosphorylase¬

kinase, Myosin "light-chain"-Kinase und "glycogen de-

branching enzyme" (133). Gereinigtes Myomesin zeigt aber

keine dieser Aktivitäten mehr (133), so dass die einzige
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bisher bekannte herausragende Eigenschaft dieses Pro¬

teins in seiner ungewöhnlich hohen und spezifischen Bin¬

dungsaffinität für Myosin besteht. Diese Eigenschaft

macht Myomesin zu einem hervorragenden Kandidaten für

ein strukturelles Organisatorprotein des Aufbaus und

des Zusammenhalts der Myosinfilamente in der myofibril-

lären A-Bande. Die Tatsache, dass Myomesin schon in der

entstehenden M-Linienregion der ersten erkennbaren dün¬

nen Bündel von räumlich organisierten Myofilamenten in

differenzierenden Muskelzellen lokalisiert werden kann,

unterstützt die Annahme einer wichtigen "Organisatorrol¬

le" dieses Proteins. Es ist denkbar, dass Myomesin nicht

nur für die "richtige" parallele Aneinanderlagerung der

Myosinfilamente in der H-Zone der Myofibrillen sowie

die Aufrechterhaltung dieser Ordnung mitverantwortlich

ist, sondern vielleicht auch beim Aufbau der Myosinfila¬

mente aus einzelnen Myosinmolekülen beteiligt ist.

Die genaue Anordnung der Myosinmoleküle in den Myosin-

filamenten der verschiedenen Muskeltypen ist noch kei¬

neswegs geklärt und bildet noch immer einen wichtigen

Forschungsgegenstand (22, 53, 56, 57, 75, 99, 114, 125,

129, 132). Die Untersuchungen über die Beschaffenheit

der Myosinfilamente werden noch dadurch erschwert, dass

sich innerhalb des Tierreichs eine enorme Vielfalt von

verschieden aufgebauten Muskeln entwickelt hat, was sich

auch in einer grossen Variabilität im Aufbau der Myosin¬

filamente widerspiegelt. Es gilt heute als ziemlich si¬

cher, dass ein einzelnes Myosinfilament nicht nur aus

Myosinmolekülen besteht, sondern noch zusätzliche Pro¬

teine enthält. Während der Aufbau der Myosinfilamente

von vielen Invertebratenmuskeln vermutlich entscheidend

von dem schon relativ lange bekannten Paramyosin beein-

flusst wird (22, 75, 81, 125), ist die Identifizierung

eines entsprechenden Proteins in den Myosinfilamenten
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der Vertebratenmuskeln noch nicht eindeutig gelungen,

obwohl die Anwesenheit von zusätzlichem Nichtmyosinma-

terial in isolierten "dicken" Filamenten schon vor eini¬

gen Jahren vermutet wurde (56). Elektronendichte "Ver¬

dickungen" der Myosinfilamente beobachtet man vor allem

in der mittleren, myosinköpfchenfreien Zone (welche im

Sarkomer in die M-Linienregion zu liegen kommt) (56),

so dass sich Myomesin wegen seiner entsprechenden Loka¬

lisierung sehr gut als mögliches zusätzliches Protein

der "dicken" Filamente eignen würde.

Die Tatsache, dass in Glattmuskel- und in Nichtmuskel¬

zellen kein Myomesin vom Quergestreiftmuskeltyp gefunden

wird, würde - falls die oben gemachte Annahme der mögli¬

chen Wichtigkeit von Myomesin für den Aufbau der Myosin¬

filamente wirklich zutrifft - gut zu der Beobachtung

passen (53, 114), dass sich die "dicken" Filamente aus

Glattmuskel- und Nichtmuskelzellen in ihrer Struktur

wesentlich von derjenigen der quergestreiften Muskeln

unterscheiden. Um die mögliche Funktion von Myomesin

bei der "Polymerisation" der Myosinmoleküle zu Filamen¬

ten genauer kennenzulernen, wird es deshalb notwendig

sein, den Einfluss dieses Proteins auf die Aggregatbil¬

dung von isolierten Myosinen aus den verschiedensten

Muskeltypen zu studieren.

Die Aufklärung der Rolle von Myomesin bei der geordneten

Aneinanderlagerung von einzelnen Myosinfilamenten zu

ganzen "A-Banden" bildet ein weiteres interessantes For¬

schungsobjekt. Auch hier wird die Untersuchung "dicke"

Filamente aus den verschiedensten Muskeltypen ein-

schliessen müssen. Der Umstand, dass Glattmuskel- und

Nichtmuskelzellen zwar Myosinfilamente enthalten, jedoch

kaum geordnete, myofibrillenähnliche Strukturen aufwei¬

sen, fordert förmlich zum Studium der Wirkung von (Ske-
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lettmuskel-) Myomesin auf eben diese speziellen Filamen¬

te heraus.

Dass Myomesin zun Aufrechterhaltung einer genau bestimm¬

ten Ordnung der Myosinfilamente in der A-Bande auch wäh¬

nend der bei einer Längenveränderung des Sarkomers

stattfindenden räumlichen Verschiebung dieser Filamente

einen wichtigen Beitrag leisten könnte, wurde schon wie¬

derholt erwähnt. In diesem Zusammenhang ist die Beobach¬

tung von grosser Bedeutung, dass Myomesin spezifisch

mit der S2-Portion des Myosinmolekuls zu interagieren

vermag (79, 80). S2 liegt zwischen dem LMM- und dem glo-

bulären S1-Teil des Myosinmolekuls und enthält an den

beiden Verbindungsstellen flexible Regionen (52, 124).

Gemäss dem Modell von Huxley (57) liegen die S2-Portio-

nen der Myosinmoleküle ausserhalb des "Schaftes" der

"dicken" (Myosin-) Filamente und ermöglichen - wegen

der flexiblen Regionen an den Uebergangsstellen zum LMM-

und zum S1-Teil - die Interaktion der Myosinköpfchen

mit den "dünnen" (Aktin-) Filamenten, auch wenn der Ab¬

stand zwischen den "dicken" und den "dünnen" Filamenten

während einer Kontraktion zunimmt. Wenn Myomesin tat¬

sächlich an die S2-Portionen der Myosinmoleküle in den

beiden Randzonen der M-Linienregion eines Sarkomers bin¬

det, so wäre damit eine gute Voraussetzung dafür ge¬

schaffen, dass Myomesin - z.B. als Bestandteil der M-

Filamente - eine wichtige Funktion bei der Anordnung

der Myosinfilamente in der myofibrillären H-Zone während

des Kontraktions-/Relaxationszyklus ausüben könnte.

Aus dem Studium von Muskelkrankheiten kann man sich wei¬

tere Hinweise auf die Bedeutung der M-Linienproteine

für den Aufbau und die Funktion der quergestreiften Myo¬

fibrillen erhoffen. So findet man bei verschiedenen For-
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men von Muskeldystrophien nicht nur häufig eine - ver¬

glichen mit normalen Muskelzellen - erhöhte intrazellu¬

läre Umsetzungsrate (bzw. eine kürzere Halbwertszeit)

von myofibrillären Proteinen wie z.B. Myosin (60), son¬

dern auch Veränderungen im Isoenzymmuster und in der

intra- und extrazellulären Verteilung von CK (60, 68).

Damit liegt die Vermutung nahe, dass auch Unterschiede

im Aufbau und in der Zusammensetzung der (sichtbaren)

M-Linie von Myofibrillen aus normalen und aus bestimmten

dystrophen Muskeln auftreten können.

In einer kürzlich erschienenen Studie an kultivierten

Brustmuskelzellen aus Hühnerembryonen mit einer vererb¬

lichen, autosomal rezessiven Muskeldystrophie wird über

das - verglichen mit der Situation in normalen Zellen -

verspätete Auftreten von Myosinfilamenten berichtet (1).

In den noch später entstehenden Myofibrillen dieser Zel¬

len fehlt eine sichtbare M-Linie und die Myosinfilamente

zeigen nur eine "lose" Organisation in der A-Bande der

Sarkomere. Eine detaillierte Untersuchung der Proteinzu¬

sammensetzung sowie der Ultrastruktur der M-Linienregion

solcher Myofibrillen könnte weitere aufschlussreiche

Resultate über die Bedeutung der M-Linienstruktur für

den Aufbau von quergestreiften Myofibrillen liefern.

Von einer vertieften Kenntnis der für den Aufbau und

die Funktion der Myofibrillen entscheidenden Proteinkom¬

ponenten darf man sich kaum eine Antwort auf die noch

immer umstrittene Frage nach der Herkunft (z.B. "neuro¬

gen" oder "myogen") der verschiedenen Muskelkrankheiten

versprechen. Die Kenntnis des Aufbaus der für die Funk¬

tion der quergestreiften Muskulatur hauptverantwortli¬

chen Organelle kann jedoch für die Diagnose von Muskel-

abnormalitäten von Bedeutung sein; zudem bildet sie eine

wichtige Grundlage für das Verständnis des noch lange
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nicht vollständig aufgeklärten Mechanismus der Umsetzung

von chemischer in mechanische Energie in den Lebewesen.
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