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Es ist wahrscheinlich, dass bei keinem anderen Gewebe Stoffwechsel, Energetik und
kolloidaler Feinbau so gut bekannt sind wie beim Skelettmuskel. Es ist sicher, dass bei
keinem anderen Gewebe der Zusammenhang zwischen diesen Eigenschaften lebender
Systeme auch nur annihernd so weit geklirt ist, wie bei der Muskeltatigkeit.

Bei den Muskelproteinen betraf sogar die erste fundamentale Entdeckung gar nicht
die Proteine selbst, sondern gerade diesen Zusammenhang: 1922 stellte O. MEYERHOFY
fest, dass etwa 1/, der Wiarmeproduktion der Arbeitsphase des Muskels auf der Bindung
der H-Ionen der Milchsdure durch die Muskeleiweisskérper beruhe und dass in der
Erholungsphase ein entsprechender Betrag der Verbrennungsenergie der Milchsiure
verbraucht wiirde, um die H-Ionen wieder von dem Eiweiss abzul6sen.

Man wusste damals fast nichts iiber Zahl und Art der Muskeleiweisskorper.
Von FUrTH!? hatte aus dem Muskelpressaft ein Muskelalbumin isoliert, das Myogen,
mit zahlreichen und verwickelten Denaturierungsmechanismen. Er hielt es ausserdem
fiir moglich, dass im Pressaft auch noch ein besonderes Protein vorhanden sei, das er
fiir den Triager der Muskelkontraktion hielt, und fiir das er den Namen Myosin vorschlug.
Er war allerdings nicht sicher, dass dieses Myosin ein Eiweisskorper sui generis sei und
nicht ein Denaturierungsprodukt des Myogens. Soweit diese Zweifel die Anwesenheit
des Myosin im Muskelpressaft betrafen, waren sie berechtigt: denn das kontraktile
Protein geht nicht in den Muskelpressaft iiber3s: 27,

Die Entdeckung MEYERHOF’s war trotz oder gerade wegen dieser Unsicherheiten
ausserordentlich folgenreich. Denn MEYERHOF hatte schon selbst gleich in seiner ersten
Originalarbeit festgestellt, dass die angefiihrten Warmetonungen bei H'-Bindung und
H’-Abgabe offenbar bei allen Proteinen in neutralem und alkalischem Milieu auftreten.
Nun verlduft aber H’-Bindung und H'-Abgabe durch Carboxylgruppen in der Regel
athermisch, durch organische basische Gruppen aber mit solchen Wirmeténungen, wie
sie MEYERHOY gefunden hatte. Das wiirde bedeuten, dass Eiweisskorper auf der alka-
lischen Seite des isoelektrischen Punktes nicht, wie man bis dahin geglaubt hatte, mit
ihren Carboxylgruppen, sondern mit ihren basischen Gruppen puffern, oder mit anderen
Worten, dass isoelektrische Eiweissteilchen nicht Molekiile sondern Zwitterionen sind.
Und so wurde die MevErHOFsche Entdeckung am Muskel zu einem fundamentalen
Argument der Zwitterionentheorie der Aminosiuren und Eiweisskérper®®.

Da aber im iibrigen grosse Unterschiede in der Wirmetsnung der H’-Bindung nicht
nur zwischen Carboxylgruppen und basischen Gruppen bestehen, sondern auch zwischen
den verschiedenen basischen Gruppen unter sich, wirkte die MEvERHOF-Entdeckung
noch weiter. JEsSE P. GREENSTEIN'® mass diese Wiarmetonungen an den trivalenten
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Aminosiuren und ihren Peptiden. Er schuf damit die Unterlagen, um die Warmeténung
der Eiweisspufferung in verschiedenen py-Bereichen auszuwerten fiir die Beantwortung
der Frage, welche der ionogenen Gruppen in dem jeweiligen py-Bereich Triger der
Pufferung wiren®. Wenn wir heute am intakten Proteinteilchen Zahl und Dissoziations-
bereich der einzelnen ionogenen Gruppen weitgehend kennen, so ist das u.a. eine Folge
der MEYERHOF’schen Muskelstudien.

II

Das fehlende systematische Wissen um die Zahl und Art der Muskeleiweisskorper
wurde in den nichsten 15 Jahren nach MEvERHOF's Entdeckung im Groben nachgeholt.
Der Stand dieses Wissens wurde 1934%7 erschopfend und 1939® in den wesentlichsten
Ziigen zusammenfassend dargestellt. Das, was wir heute wissen, ist — unter Ausschluss
der elektrischen Ladungsverhiltnisse der Proteine und der optischen Resultate* aus
Tabelle I zu ersehen.

Fiir die Beurteilung der Bedeutung der Hauptfraktionen der Muskelproteine gelten
folgende Uberlegungen: die Myogenfraktion umfasst nicht nur 20% der Muskeleiweiss-
korper, sondern sie beansprucht auch 20% des Faservolumens. 80%, des Faservolumens
sind fiir Myogen ‘‘nichtlésender Raum” 8. Das bedeutet, dass Myogen dort, wo es im
Muskel ist, sich in einer Konzentration von 209% vorfindet. Ebenso stimmt der kolloidos-
motische Druck der Muskelfaser recht gut mit dem osmotischen Druck einer 20%igen
Myogenldsung iiberein!® ¥7. Da Myogen unter physiologischen Bedingungen > 309,
1gslich ist, ist das Myogen also auch im Muskel selbst gelost. Da diese Myogenlésung
im Muskel noch nicht einmal den Raum des Sarkoplasmas vollstindig beanspruchen
wiirde, liegt es nahe wenigstens den Hauptteil der Fraktion (Myogen B) als Bestandteil
des Sarkoplasma anzusehen.

Die Stromafraktion umfasst — nach mikroskopischer Beobachtung an der erschép-
fend extrahierten Muskelfaser—bindegewebige Anteile, Sarkolemm und vielleicht noch
einige weitere nicht oder nicht wesentlich doppelbrechende unlésliche Strukturanteile.

Uber die Bedeutung der Globulin X-Fraktion sind Aussagen noch nicht méglich.

Die Stellung der Myosinfraktion in der Muskelfaser wurde bisher auf Grund fol-
gender Tatsachen beurteilt: die Eigendoppelbrechung der Faser betrigt ~ 40 (44%)
der Eigendoppelbrechung des Myosinfadens gleicher Eiweisskonzentration®: 22, wihrend
die Stiabchendoppelbrechung sogar genau 40% der Stibchendoppelbrechung des Fadens
ausmacht3® 22, Die Stdbchendoppelbrechung des Fadens ist dabei auch quantitativ die
Doppelbrechung eines idealen WIENER’schen Stibchenmischkérpers. Da ferner auch
40% der Muskeleiweisskérper der Myosinfraktion angehoren, wurde gefolgert, dass die
gesamte Doppelbrechung des Muskels ausschliesslich auf der Doppelbrechung der
Myosinfraktion beruhe und dass auch im Muskel die Myosin- (Aktomyosin) Stibchen
streng achsenparallel angeordnet sind. Da ferner das Volumen der A-Abschnitte auf
etwa 409 des Faservolumens geschitzt werden muss, ergab sich als zweiter Schluss,
dass wahrscheinlich alles Aktomyosin sich in den doppelbrechenden Abschnitten be-
findet®®. Daraus und aus der weiteren Tatsache, dass das Aktomyosin der Triger der
réntgenoptischen Phinomene des Muskels und ihrer Verinderung bei der Kontraktion
ist® 1, ergab sich schliesslich, dass Aktomyosin offenbar das kontraktile Protein sei.

Nun fanden WoLPERS®2, sowie ScHMITT und Mitarbeiter®, dass elektronenmikros-
kopische Eiweissfdden von einer Dicke von 50 bis 250 A in gleicher Dichte den A- und

* Rontgen-, Polarisations- und Elektronenoptik, sowie Streuung des sichtbare Lichtes.
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TABELL
Protein-Fraktion Anteil am Name des einzelnen Loslich zwischen =z
Gesamtprotein Proteins 6 u. 7 bei ¢
P PH 7 bei (c=0) (G*= 40
Albumin?!? 209,20 Myogen B (809, der o bis 6u37 0.04%7
Fraktion)

Myogen A* = Aldolase? — —
(209%, der Fraktion)

Globulin X20 209,20 nicht bearbeitet 0.005 u2® bis ? 0.14%7
L-Myosin®! 0.05 u bei py 6.730, 8¢ 2.2%
bis 5.7 u bei pyg 5.5°
Myosinl% 409,30
Aktomyosine’? 0.3 p bei pyg 6.7%¢ 3 bis 4.5%0
bis 3.3 u bei pyy 5.5°
Aktin (aktiv)32 o bis 2 32 2.3 bis 3.2%
Aktin (inaktiv)3? oy o.0140
Stroma 209,% nicht bearbeitet nicht léslich
Summe 1009,
Proteine unbekannter 69%?2 Tropomyosin? o.1 bis 7 u? -
Zugehorigkeit
* G = Gefille

den I-Abschnitt durchziehen. Infolgedessen sollte im I-Abschnitt etwa dieselbe positive
Stibchen-Do* auftreten wie im A-Abschnitt, d.h. etwa 70% der Gesamt-Do des A-
Abschnittes??, Diese Do der I-Bande aber fehlt! Der Widerspruch wiirde sich 16sen,
wenn man annimmt, dass die elektronenmikroskopischen Fadenmizellen des I-Ab-
schnittes eine negative Eigen-Do besitzen, die die positive Stdbchen-Do ungefihr
kompensiert. Tatsichlich fanden SzeNT-GYORGYI und seine Schiiler's, dass gerade in
der I-Bande ein Protein—von ihnen N-Protein genannt—vorhanden ist von betricht-
licher negativer Eigen-Do und positiver Stibchen-Do. Beim Brechungsindex des Wassers
wird die positive Stibchen-Do durch die negative Eigen-Do volistindig aufgehoben.
Die Gesamt-Do der I-Bande wird nach erschopfender Extraktion des Muskels sogar
ganz schwach negativ**. Es bleibt zu priifen, ob die Menge des N-Proteinsreicht, um aus
—_—"*D‘o:Doppelbrechung.

** SzZENT-GYORGYI nimmt an, dass sich in der I-Bande die gleichen Mengen und Strukturen
an Aktomyosin finden wie in der A-Bande und infolgedessen die gleiche positive Gesamt-Do wie

dort — nur maskiert durch eine entsprechende hohe negative Do des N-Protein. Er iibersieht dabei
aber, dass die von ihm angefiihrte negative Gesamt-Do des N-Protein nur bei Einbettung in Medien
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1 I
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©= o) (c'= o) M ¢ ¢
osmot. aus Dy, u. 8y
6.4*" — 81000 osmot.314 3.0 aus M u. sy, —
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** Einzelne Versuchsreihe

ihm die elektronenmikroskopischen Fadenmizellen des I-Abschnittes aufzubauen. Die
Tatsache, dass die Gesamt-Do der I-Bande durch erschopfende Extraktion schwach
negativ wird, deutet daraufhin, dass sich in der I-Bande neben dem N-Protein noch ein
wenig extrahierbares Protein mit positiver Do findet. Man kénnte dabei an Tropomyosin?
(6% des Muskeleiweiss) oder auch an einen kleinen Teil des Aktomyosins denken. Die
neuen Entdeckungen scheinen eher das Ritsel der Struktur der I-Bande der Lésung
niher zu fithren als zu neuen Annahmen iiber den Aufbau des A-Abschnittes zu nétigen.
Die kontraktilen A-Banden diirften zu ihrem Aufbau den Hauptteil des Aktomyosins
verbrauchen, und das Aktomyosin diirfte also das kontraktile Protein sein.

111

1930 hatte DEUTICKE® gefunden, dass bei py 7 die Léslichkeit der Muskeleiweiss-

von hohem Brechungsindex auftritt (Xylol-Canadabalsam). Denn nur hier ist die hohe positive
Stibchen-Do des N-Protein selbst infolge des geringen Brechungsunterschiedes zwischen Eiweiss-
fidchen und Einbettungsmedium weitgehend verschwunden. :
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kérper als Folge excessiven anaeroben Stoffwechsels (Ermiidung, Totenstarre, lingere
Aufbewahrung von Muskelbrei) deutlich abnimmt. 1933 fanden MEYER UND WERER?2?,
dass bei 24 stiindiger Aufbewahrung von Muskelbrei die Loslichkeit der Myosinfraktion
fast vollig schwindet. 1938 zeigten KamMpPY? und WEBER® am lebenden Kaninchen, dass
die Loslichkeitsminderung durch Ermiidung in Sekunden und Minuten mit der Erholung
wieder verschwindet. Sie zeigten ferner am Frosch, dass diese Loslichkeitsminderung
ausserordentlich viel schneller auftritt, wenn dem Muskel durch Halogenacetat die
Milchsdurebildung unméglich gemacht ist. Die Loslichkeitsminderung beruht also
offenbar auf einem Stoffwechselvorgang, der durch die Bildung der Milchsiure riick-
gingig gemacht wird. Da die Loslichkeitsinderungen durch Zusatz von Kreatin, Kreatin-
phosphat und Adenylsidure nicht beeinflussbar waren, musste es sich um einen sehr
frithen Stoffwechselprozess handeln, der zeitlich der Kontraktion nahe steht. Und
schliesslich ergab sich, dass allein die kontraktile Eiweissfraktion, die Myosinfraktion,
durch diesen Stoffwechselvorgang reversibel in ihrer Léslichkeit geiindert wird.

1939 entdeckten ENGELHARDT UND LjuBiMovall, dass zwischen Myosinfraktion
und Adenosintriphosphat-(ATP)-spaltung enge Bezichungen bestehen: der Elastizitits-
modul von Myosinfiden sinkt bei ATP-Gegenwart ab, und das ATP wird gleichzeitig
vom Myosin gespalten. Diese Befunde wurden 1941 von NEEDHAM und Mitarbeitern?
erweitert: auch die Viskositit (') und die Stromungsdoppelbrechung (DRF) sinken
unter ATP reversibel ab. — 1942 gelang ScuraMM UND WEBER® mit der Ultrazentrifuge
die Auflosung der Myosinfraktion und ihre Trennung in mehrere Komponenten: eine
langsam sedimentierende Komponente (L-Myosin) und mehrere schuell sedimentierende
Komponenten (S-Myosin). ‘

Alle diese verschiedenen Linien der Forschung vereinigten sich 1942 in den sensatio-
nellen und bedeutenden Ergebnissen von SzENT-GYORGYI und seinen Schiilern® und in
de1r Untersuchungen anderer Autoren, die von diesen Ergebnissen ihren Ausgang
nahmen. SZENT-GYORGYI bestatigte die Befunde der NEEDHAM-Gruppe—iibrigens ohne
sie zu kennen—und erweiterte sie dahin, dass durch ATP auch noch die Lichtstreuung
und die Léslichkeit reversibel beeinflusst wiirden — aber nicht der Myosinfraktion
sondern nur einer Komponente, des Aktomyosin. Damit war auch der Befund WEBER
UND SCHRAMM bestitigt, dass die Myosinfraktion aus mehreren Komponenten besteht.
Einen gewissen Abschluss fand die Erkldarung aller dieser Phdnomene durch den Beweis,
dass die Aktomyosinkomponente eine Verbindung zweier Fadenproteine, des Aktin und
des Myosin, darstellt, die bei Gegenwart von ATP unter Anderung aller der Eigen-
schaften dissoziiert, deren ATP-Abhingigkeit oben angefiihrt wurde. Schliesslich
ergaben die Untersuchungen der Szegeder Schule auch noch, dass die Extrahierbarkeit
der Myosinfraktion aufhért, sobald die gesamte ATP des Muskels gespalten ist. Damit
war der DEUTICRE-K AMp-Effekt auf Bildung des schwer 16slichen Aktomyosin durch
ATP-Mangel zuriickgefithrt.

Iv

Der Versuch, die Komponenten der Myosinfraktion zu trennen, fithrte zundchst nur
zu einer Reindarstellung des L-Myosin (SCHRAMM UND WEBER?!) bezw. des von SZENT-
GYORGYI® so genannten “Myosin” (kristallisiertes Myosin). Es ist aber leicht?, I-
Myosin und S-Myosine sauber quantitativ von einander zu trennen: ein Muskelextrakt
von 0.6 y (0.3 m KCl! + o.15 m Standartphosphat nach SzenT-GYORrRGYI) wird auf
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0.04 u verdiinnt und die Myosinfraktion abzentrifugiert. Aus der ATP freien Losung des
Niederschlages fallen dann bei py 6.8 alle S-Myosine geschlossen durch Verdiinnung auf
0.28 bis 0.3 u aus. Die iberstehende Lésung enthilt nur noch L-Myosin, das bei 0.05 u
als Gel von 0.5 bis 1% und bei 0.03 u als Gel von > 2% quantitativ ausfillt. Der lockere
Niederschlag der S-Myosine schliesst etwas gelostes L-Myosin ein, dass durch weitere
Umfillungen entfernt werden kann*. Nach solcher Trennung ist es leicht zu beweisen,
dass L-Myosin mit dem Myosin SZENT-GYORGYI’s und die S-Myosine mit seinem Akto-
myosin identisch sind.

Werden Extrakte in dieser Weise aufgeteilt, so ordnen sich die Sedimentations-
konstanten von mehr als 10 Priparaten des L-Myosin in schwacher und geradliniger
Abhiagigkeit von der Eiweisskon- '
zentration zur Kurve 1 der Fig. 1. 4,1 200
Aufdieser Kurve liegen auch unsere
Werte fiir “‘kristallisiertes’ Myosin. t\

5
[ )

Bei ¢ = o betrigt sy 7.1.

Die Sedimentationskonstanten
der S-Myosine sind viel grosser,
hingen von der Eiweisskonzentra- \

7

o]

tion viel stirker und ausserdem *[~
nicht geradlinig ab (vergl. Kurven
2 und 3 der Fig. 1). Bei den S- \ N ‘
Myosinen ist vielmehr 1/s der Kon- 30 N
zentration geradlinig proportional E\
nach der Formel \\ ~’
N @ 2
11 ~ooc-Q9><Toeu.0+ ———toy .
—_—=— + K-c 17 |
5 S(c = o) 0 a1 02 03 0t 05 05 a7 08 a9 10 1
cin%
S99 (c = 0) ist bei verschiedenen Fig. 1. Sedimentationskonstante
Priparaten der S-Myosine sehr ver- Kurve 1: L-Myosin O O rein durch fraktionierte Um-

h . fillung, 44 rein durch Kristallisation, @ (B aus
schieden, K dag?gen weniger: So Alktomyosin der Kurven 2 und 4 durch ATP; Kurve 2,
hat sy (¢ = 0) in Kurve 2z den 3, 4: Aktomyosine @O aus Muskelextrakt isoliert

: durch fraktionierte Umfillung; e 5 aus L-Myosin der
V‘iert 93, 10 Kurvf 3 d?n Wert 280, Kurve 1 durch Aktin; @ durch Riickbildung aus ® der
wihrend K = Ag/c fir die Kur- Kurve 1 bei Aufspaltung der ATP; Kurve 1a: Denatu-

ven 2 und 3 den Wert 8.8 bezw. 8.2 riertes L-Myosin $/ rein, /\ zu 50% gemischt mit
. . . undenaturiertem L-Myosin.
besitzt. Wenn das immer so ist,
so wiirde es bedeuten, dass die Wechselwirkung der Einzelteilchen bei den verschie-
denen Aktomyosinen annihernd gleich ist, wihrend Gestalt und Grosse der Teilchen
von einem Aktomyosin zum anderen sehr verschieden sein konnen. Denn K charakte-
risiert die Wechselwirkung, s, (c = 0) dagegen das Einzelteilchen. Es wurden unter
40 Sedimentationskonstanten von S-Myosinen keine Werte gefunden, die tiefer lagen als
die Werte von Kurve 2. In Abbildung 1 sind nur solche Konstanten eingezeichnet, die
an einheitlichen Priparaten gefunden wurden. Reine Priparate von S-Myosinen ent-
halten nidmlich hiufig 2 S-Myosine mit scharf unterschiedlichen Sedimentationskon-
stanten. ]
Werden S-Myosine mit einer geniigenden Menge ATP versetzt, so fallen ihre
* Die Trennung bei einem 0.6 m KCl-Extrakt ist kurz beschrieben im FIAT-Reviewd®,
Literatur S. 24.
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Sedimentationskonstanten reversibel auf die Werte des L-Myosin (vergl. Punkt (® der
Kurven 2 und 1 und Punkt ® der Kurve 4 der Fig. 1, siehe ferner Fig. 2).

Fig. 2. a) Aktomyosin der Kurve 4 (Fig. 1); b) nach ATP-Zusatz

Wird L-Myosin mit einer geniigenden Menge Aktin versetzt, so verschwindet seine
Sedimentationskonstante und es tritt dafiir die Sedimentationskonstante eines S-
Myosin auf (vergl. Punkt @ Kurve 1 mit Punkt e 5 der Fig. 1). Wird zu wenig Aktin
hinzugesetzt, so tritt ebenfalls die Sedimentationskonstante eines Aktomyosin auf, aber
es bleibt ausserdem ein Teil des L-Myosin erhalten.

Die Priparate des langsam sedimentierenden Myosin und des Myosin nach SZENT-
GYORGYI haben eine niedrige, ATP-unempfindliche Viskositit, die vom Gefille erst bei
sehr niedrigen Werten stirkerabhingt ; die Viskositit der S-Myosine ist fiir jedes Priparat
verschieden, sehr viel héher, stirker vom Gefille abhdngig und fillt auf ATP-Zusatz
ungefidhr auf den Wert des L-Myosin (vergl. die Kurven 1,2 und 3 der Fig. rund3)*.

Nos2,
10 og '
9 16 / N
\ 1
3
14 N 12 /
] P 10 \
; I \
’ Y Y
Py ) [ — 2 a6
s 2 L5
J o} 0“ ..
\ 1
2 - 02 o
Aktin 12 10 @ 5 4 2 0cmd
' Myosin 0 2 4 6 8 10 12¢m3
0 200 600 1000 1400 1800 Mischungsverhdftnis
Gelille 6=_8V Fig. 4. Viskosititen kiinstlicher Akto-
It myosine, Kurve 1 vor ATP-Zusatz,
Fig. 3. Viskositaten. Kurve 2 nach ATP-Zusatz; Abszisse
Kurve 1: L-Myosin, Kurve 2 und 3: Aktomyosine, Mischungsverhiltnis von Aktin- und L-
die Zeichen fiir die einzelnen Versuchspunkte haben Myosinlésung in ml, Ordinate log' n.
dieselbe Bedeutung wie in Fig. 1. Aktin 0.385%ig, L-Myosin 0.701%ig.

Genau genommen fillt die Viskositit von Aktomyosinen durch ATP auf einen Wert, der sich

* Vergleicht man nur die Aktomyosine unter sich, so wachsen Viskositit und Sedimentations-
konstante keineswegs parallel (vergl. Punkt 8 der Kurve 4 der Fig. 1 mit Punkt & der Kurve 2
der Fig. 3). Das ist nicht wunderbar: denn das Achsenverhiltnis wirkt auf beide Phinomene ent-

gegengesetzt.
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aus einem Beitrag des freien L-Myosin und freien Aktin des Komplexes zusammensetzt — und zwar
so, dass sich unter ATP der log 7" der L-Myosin- und der Aktinkomponente addiert und nicht etwa
die beiden n’ Werte selbst (Fig. 4)!8. Da aber im ATP-Versuch nach SzENT-GYORGYI immer die
Viskositdt auf die Gesamteiweisskonzentration (L-Myosin + Aktin) bezogen wird und da ferner 5’
fiir Aktin- und Myosinlésungen gleicher Konzentration sehr dhnlich ist, fillt der Unterschied nicht
sehr auf (s. u.).

Von der Konzentration hingen die Viskosititen aller Myosinkomponenten und des
aktiven Aktin nach der ARRHENIUS-Formel log ' = K-c ab*. Bei Gefille 1000 betrigt
der K-Wert fiir L-Myosin 0.9 und streut fiir aktives Aktin zwischen 0.9 und 1.3.

Die hiufig auftretenden®® Sedimentationskonstanten der Kurve 1a der Fig. 1
stammen von einheitlichem, denaturierten L-Myosin: einheitliche Priparate mit diesen
Sedimentationskonstanten und Mischungen solcher Priparate mit L-Myosin geben die
niedrige Viskositit des L-Myosin und sind ATP-unempfindlich (vergl. Kurve ra der
Fig. 1 mit Kurve 1 der Fig. 3)3°. Die .
Komponente mit s, (¢ = 0] = 15 ist ®f5
also kein Akto- oder S-Myosin. Und sie l x
entsteht aus L-Myosin im Laufe der
Zeit und der Umfillungen (vergl. Fig.5). »
Die “Kristallisation” begiinstigt durch \
ithre hohere Dauer diesen Vorgang mehr %
als die oben beschriebene Abtrennung \
des L-Myosin durch fraktionierte Um- [ \

ax" b (3 d ¢

e~

R ea—t 3

——

fillung (vergl. Fig. sb und c). Die «
Denaturierung vollzieht sich offenbar

in scharfen Stufen. Zwischenwerte \ / \ % N /
zwischen den Kurven 1 und 1a wurden \ \ "f ! N
nie beobachtet. Mit fortschreitender \ \/ \

D i dchst nur der il ® Y
enatu erung wichst nur der Anteil p { [N
der denaturierten Komponente (s, "Z# 25 #2326 4256425262028 5267289

(c = 0) = 15) auf Kosten des urspriing- Fig.5. Sedimentationsgradienten.

. . Linker Gipfel = L-Myosin mit der Sedimentations-
lichen L-Myosin (vergl. d und e der geschwindigkeit der Kurve 1 der Fig. 1, rechter

Fig. 5). Gipfel (in b, d und e) denaturiertes L-Myosin mit
r Sedi i indigkei

‘Wihrend der letzten Jahre wurden im g:r Fi;. Te:)taiogsiesﬁlﬁrﬁlgﬁgi;?:t,? ZITI:; :v ;.n:.a
Laboratorium von SvEDBERG gleichzeitiy by — 5 x “kristallisiert” 8 Tage p. m., ¢) = 2 X
mit unseren Untersuchungen die Sedimen-  fraktioniert umgefillt 4 Tage p. m., d) = ebenso
tationskonstanten der unfraktionierten Myo-  gpher 20 Tage p. m., ¢) = 2 X “kristallisiert”, 1 ><'
sinlosungen untersucht®. Die Ergebnisse umgéfaut o Tage p.m. ’
stimmen experimentell mit den hier ange- ’
gebenen Werten fiir die gereinigten einheitlichen Komponenten iiberein. Dagegen sind die Sedi-
mentationskonstanten bei den schneller sedimentierenden Komponenten etwas anders auf ¢ = o
extrapoliert. Dies beruht darauf, dass die Extrapolationsstrecke wesentlich grésser ist als bei uns
und dass s und nicht 1/s geradlinig extrapoliert wurde. So werden die Sedimentationskonstanten der
Kurve 1a (Fig. 1) fiir ¢ = o auf 12 und der Kurve z auf 50 extrapoliert statt auf 15 bezw. 93. Fiir
die langsamste Komponente und ebenso fiir das kristallisierte Myosin nach SzENT-GY&RGYI wird
Sgp (C = 0) mit 7.2 Svedberg® angegeben in guter Ubereinstimmung mit unserem Wert von 7.1
Svedberg. Die angegebenen Sedimentationsdaten diirfen also als gesichert angesehen werden.

Figen wir hinzu, dass der scheinbare Absorptionskoeffizient infolge von Licht-
strenung bei L-Myosinlésungen ~ 0.1 cm™ ist—nach Abzentrifugieren sehr feiner
* Dies gilt im Grunde nur streng, wenn 5’ aus Messungen mit iiblichen OsTWALD- oder UBBE-
LOHDE-Viskosimetern ohne HaGENBAcH-Korrektur berechnet wird, Mit Hacensacu-Korrektur

hingt log n’ nicht mehr ganz geradlinig von der Konzentration ab; die Abhingigkeit folgt dann der
Formel von G. V. ScHuLz UND F. BLASCHKE!S: 29,
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ungeloster Partikel mit 16000 Touren sogar nur 0.05 cm™1—, wihrend er bei S-Myosinen
und kiinstlichen Aktomyosinen ~ 1 cm™1, so ist damit die Identitit von S-Myosinen mit
Aktomyosinen und von L-Myosinen mit “Myosin” durch Ubereinstimmung in allen
Eigenschaften bewiesen*.

Zu SzENT-GYORGYT’s Anschauungen ergibt sich nur in einem wichtigen Punkt eine
Differenz: Aktomyosine sedimentieren mit verschiedenen scharf getrennten Sedimen-
tationsgeschwindigkeiten—-hdufig sogar in derselben Aktomyosinlosung. Die Akto-
myosinbildung aus den beiden Komponenten scheint also in Stufen stattzufinden und
nicht gleitend in beliebiger Proportion—genau so wie das L-Myosin in scharf getrennten
Sedimentationsstufen denaturiert.

Die spirlichen vorlaufigen Angaben iiber Sedimentation und Viskositit des inak-
tiven und aktiven Aktin sind aus Tabelle 1 zu ersehen.

Vv

Werden die zahlreichen L-Myosin-Priparationen der Sedimentationskurve 1 der
mm Hg Fig. 1 auf ihren osmotischen Druck unter-
/ sucht, so steigt der osmotische Druck bis zur
Konzentration 2.2% von o auf 1.16 mm Hg

10 . (Fig. 6)**. Aus der P/c Kurve (Fig. 7) ergibt
09 y sich fiir P/cy,, -, der Wert 2.05-1071, d.h. ein
c;a off | Teilchengewicht von 840000 (4 33000).

Aus diesem Teilchengewicht und s,
{c = o) errechnet sich Dy, (c = 0) zu 0.874- 1077,
as / Der vorldufige Mittelwert unserer direkten

Bestimmung ergibt D,, = 0.9- 1077***,

Wird aus dem Teilchengewicht und der
Sedimentationskonstanten das Achsenverhilt-
nis berechnet, so ergibt es sich zu 1/s = 102.

Wird das Achsenverhiltnis auf Grund
der Untersuchungen von G. V. ScHULZ®*
iber Mischungsentropie und osmotischen

S
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cin% Druck berechnet nach der Formel****
Fig. 6. Osmotischeyr Druck von L-Myosin 4¢B 5
=12 _. 10
T A

so ergibt sich das Achsenverhiltnis q zu 128.

* Da der Ausdruck Myosin sehr hiufig fiir die Gesamtfraktion und ihre Losungen gebraucht
wird, erscheint es als eine klare und kurze Bezeichnungsweise, dies weiterhin zu tun, das sogenannte
*“kristallisierte’”” Myosin als L-Myosin und die Myosin-Aktin-Komplexe als Aktomyosin zu bezeichnen.
Die Ausdriicke Myosin A und B fiir kurz, bezw. lang extrahierte Gesamtfraktionen wiirden sich gut
in diese Nomenklatur einfiigen. Die allgemeine Annahme dieses Vorschlages wiirde die Verstindigung
erleichtern.

** Die Methodik der ‘“Messung sehr Rleiner osmotischer Drucke” ist von H. PORTZEHL UND
H. H. WEBER beschrieben?®.

*** Der in den FIAT-Reviews auf Grund einer einzigen Konzentrationsreihe, die von G. BERGOLD
durchgefiihrt wurde, angefithrte Wert fiir Dy, (c = o) von 0.45-10~7 hat sich bei Nachpriifung der
Unterlagen als unzuverlissig erwiesen und muss fallen gelassen werden, obwohl er mit den ‘Werten
iibereinstimmt, die PEDERSEN2® auf miindliche Mitteilung von SNELLMAN, JENOW UND ERDOS an-
gegeben hat.

**** q = Achsenverhiltnis; ¢ = Dichte des Eiweiss; A == p/cjim o, B == dp/c; c = Gramm/Liter.
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Bei der ausgezeichneten experimentellen Sicherheit der Sedimentationskonstanten
und der Kurve des osmotischen Druckes erscheint das Teilchengewicht ~ 840000 und
das Achsenverhiltnis ~ 100 recht

. . pfe-10""
zuverlissig. Die auf Grund von
Sep Und Dy, frithert® 23 33 ange-
gebenen Teilchengewichte schei- d 2
nen dagegen einer sorgfiltigen o, ﬁd\/cy o
Uberpriifung von Dy, zu bediir- o d Cr]
fen. Denn die Messungen von D,, % 1
sind nicht nur bisher wider- /c{

q2

spruchsvoll sondern auch sehr
empfindlich gegen Beimengungen ot % 2
langsamer diffundierender Dena- c=gfLiter

turierungsformen des L-Myosin. Fig. 7.
Reine Priparate von L-

Myosin scheinen monodispers zu sein. Fig. 8 zeigt ein Sedimentationsdiagramm einer L-
Myosinlésung nach Skalenmethode. Berechnet man nach dem Verfahren von BERGOLD?
den Betrag, um den sich die Gradientenkurve vom Zeitpunkt 1 bis zum Zeitpunkt 1o
durch Diffusion verbreitert und addiert diesen
' Betrag zur Breite der Kurve 1, so erhilt man
2 ¥ die gestrichelte Glockenkurve, die die Gradien-
tenkurve 10 einschliesst. Die gefundene Sedi-
2 ﬂ mentation ist also einheitlicher, als sie unter
\ Beriicksichtigung des Diffusionseffektes hitte
' sein diirfen. Der Grund liegt in der Zunahme
T der Sedimentationsgeschwindigkeit mit ab-

x

1

P —

X5

nehmender Konzentration: die durch Diffu-
sion zuriickgebliebene Teilchen sedimentieren

50 Y
\ T infolgedessen schneller und die Gradienten-
'

kurve wird infolgedessen schmiler und in
ihrem vorderen Teil steiler, als sie es auf Grund
unbeeinflusster Diffusion geworden wire. Da
\ k aber die Konzentrationsabhingigkeit beim

ol

g E— —

L-Myosin nicht gross ist, und da die experi-
mentelle Gradientenkurve nicht unbetricht-

\ lich schmiler ist, als sie bei reiner Diffusion

. ) } sein miisste, ist es wahrscheinlich, dass die

10 7 ]\ \\ \ ; Sedimentationskonstanten aller einzelnen
- /&% A Myosinteilchen gleich sind.

AN [ Dass auch die mechanische Beweglichkeit

% . . . .
6w 2D HBKNBY % aller einzelner L-Myosinteilchen anscheinend

Fig. 8. Sedimentationsgradienten von L-Myosin. gleich ist, d.h. die Diffusionskonstante einheit-
— Sedg?;zgttlzzgzzir?{‘il:::‘z ie;g“g::' o—o-o lich' ist, geht aus Fig..g hervor: Aus der Dif.-

fusionsformel ldsst sich ableiten, dass bei
einheitlicher Diffusionskonstante das Quadrat der Breite der Diffusionsgradientenkurve
geradlinig vom log der Hohe abhiingt, in der die Breite gemessen ist. Die Ungestértheit
der Gradientenkurve folgert sich aus ihrer Symmetrie. Die Auswertung zweier beliebiger
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experimentell gefundener Diffusionsgradientenkurven zeigt (Fig.9), dassdie Quadrate der
Breiten rechts und links der Symmetrieachse (x,2 und x,2) gleich oder fast gleich sind, und
x2 dass beide geradlinig von log H abhiéingen. Es handelt sich
[ 1 also um stérungsfreie Diffusion mit einheitlicher Diffu-
_ sionskonstante.
< Einheitliche Sedimentations- und Diffusionskon-
Y ¥ i stante aber bedeutet, einheitliche Grésse und einheitliche
Gestalt der einzelnen Teilchen des L-Myosin.
e Fir diese Grosse und Gestalt ergeben sich aus sy,
/| und Teilchengewicht und unter der plausibelen Annahme
A eines spezifischen Volumens von 0.75 folgende Masse: 22
bis 23 A Dicke bei 2200 bis 2400 A Linge fiir quadra-
tischen bezw. runden Querschnitt. Vorliufige friihere
05 a8 1w 1z 1« 15 @ Angaben?®sind durch diese Werte iiberholt.
logH Das g-Myosin DuBuissons® scheint mit dem L-Myosin
Fig. 9. x* = (Breite der Diffu- identisch zu sein. Sollte sich das bestitigen, d.h. sollten

sionsgradientenkurve von der : _ . . . .
Symmetrieachse aus)?. die Spuren des y-Myosin mit dem L-Myosin nichts zu

[~
{4¥
\\\’*
S
N

™~
\e
\
\
ANAY
N

&
PX

.—-— nachrechts = x,. tun haben, so wiren alle Teilchen des L-Myosin nicht
x—x=x nach links = x,* nur in Grosse und Gestalt, sondern auch in ihrer elektri-
fiir 2 verschiedene Gradienten- hen Lad leich 1 S Gyo 33
kurven (1 und 2). schen Ladung gleich (vergl. auch SZENT-GYORGYI®?).
\2!

An MEYERHOF’s Entdeckung jenes Zusammenhanges zwischen Kolloidik und St off-
wechsel, der durch die Ionisationswirme der Proteine gegeben ist, schloss sich die erste
Periode systematischer Erforschung der Muskelproteine an. Sie fithrte in der Feststellung
der Wechselwirkungen zwischen Adenosintriphosphat und Myosin zu einem neuen
Zusammenhang von Stoffwechsel und Eiweisszustand-— diesmal sogar Zustand gerade
des kontraktilen Proteins. Dieser Zusammenhang gewann eine eindrucksvolle Aktualitit
dadurch, dass sich Myosinfiden auf ATP-Zusatz bei niedriger Ionenstirke zusammen-
ziehen und bei héherer Ionenstirke wieder ausdehnen (SZENT-GYORGYI®® €). Von neuem
folgte systematische Proteinforschung mit dem Ziel einer verfeinerten Analyse gerade
der kontraktilen Eiweissfraktion. Diese Analyse steht noch in ihren Anfingen. Infolge-
dessen kann der Mechanismus der ATP-Wirkung auf Myosin nur mit Zuriickhaltung
erértert werden: in Losung besteht er zweifellos in einer reversiblen Verminderung der
Kohisionskrifte zwischen Aktin und L-Myosin. Das fadenférmige Gel dagegen wird
offenbar (s.0.) nicht von ATP sondern von der Ionenstirke reversibel beeinflusst. ATP
scheint nur nétig zu sein, damit der Faden beim Ubergang von einer Ionenstirke zur
anderen das neue Gleichgewicht wirklich erreicht und nicht in einem falschen Gleichge-
wicht stecken bleibt. ATP macht offenbar die Fadenmolekiile beweglich, d.h. es setzt
auch im Gel ihre Kohisionskrifte herab. Es scheint somit, als gentigte der ATP-Einfluss
auf die Kohisionskrifte des Aktomyosin zur Erklirung der bisher vorliegenden Beob-
achtungen am Gel wie am Sol. Ob dieser Einfluss allerdings das einzige Prinzip der
Wirkung ist, muss solange offen bleiben wie man nicht weiss, warum Pyrophosphat auf
Aktomyosinldsungen dhnlich oder gleich wirkt wie ATP, wihrend es Aktomyosinfaden
nicht beeinflusst?2.

Die umgekehrte Wirkung, die Wirkung des Myosins auf das ATP ist einem gewissen,
vorldufigen Abschluss der Erkenntnis zugefithrt durch die Entdeckungen von PoLIs
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UND MEYERHOF*, Die ATPase-Wirkung des Myosin ist zusammen mit einer kleinen
Eiweissmenge abtrennbar, ohne dass die Wirkung verloren geht! Das ATPase-Ferment-
eiweiss gehort also offenbar nur in soweit zum Myosin, als es auf den Myosinkomplex
gebunden ist. Auf Grund der Monodispersitit dieses Komplexes—eben des L-Myosin—
liegt es allerdings nahe anzunehmen, dass es sich hier nicht ur- einen zufilligen, sondern
um einen stéchiometrischen Komplex handelt.

Und so schliesst heute die Betrachtung der Muskeleiweisskorper mit dem Namen
O. MEYERHOF, mit dem sie vor einem guten Vierteljahrhundert begann.

ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen eines kurzen zusammenfassenden Berichtes iiber Muskelproteine werden einige
neue Tatsachen gebracht: .

1. Die Diskrepanz zwischen der parallelfaserigen Struktur des I-Abschnittes und dem Fehlen
von Stibchendoppelbrechung der I-Bande kann erklirt werden, wenn man annimmt, die Stibchen
bestinden aus dem stark negativ doppelbrechenden N-Protein von SzeNT-GY&RrGYI. In der I-Bande
wiirden sich dann die positive Stibchendoppelbrechung dieses Proteins und seine negative Eigen-
doppelbrechung gerade aufheben.

2. Die L-Myosinkomponente und die Aktomyosinkomponenten des Myosin kénnen sauber
getrennt werden. )

3. Es werden fiir die einzelnen isclierten Komponenten Sedimentationskonstanten, Viskosititen
und Werte fiir die Lichtstreuung angegeben — und ebenso die Anderungen dieser Werte bei Zusatz
von ATP oder Aktin.

4. Eine hiufig vorkommende Komponente des Myosin besteht aus einer scharf abgegrenzten
Denaturierungsstufe des L-Myosin.

5. Aktin und L-Myosin vereinigen sich stufenweise zu Aktomyosinen ganz verschiedener Sedi-
mentationskonstanten.

6. Das L-Myosin sedimentiert und diffundiert monodispers.

7. Das L-Myosinteilchen ist ein Stabchen von 2200-2400 A Linge und 22-23 A Dicke.

8. Die beobachteten ATP-Wirkungen kénnen vorliufig sowohl im Sol wie auch im Gel als
eine reversible Verminderung der Kohisionskrifte zwischen L-Myosin und Aktin befriedigend be-
handelt werden.

SUMMARY

The information available on muscle proteins is reviewed and in addition the following new
facts are presented:

1. The discrepancy of the parallel-fibred structure of the I-band and the lack of the form
birefringence might be explained by supposing that the micelles consist of the strongly negative
birefringent N-Protein of SzENT-GY6RGYI. Thus the positive form birefringence of this protein is
compensated by its own negative birefringence.

2. It is possible to separate completely both components: L-myosin and actomyosin.

3. The sedimentation constants, viscosities, and values for light scattering of the isolated com-
pounds are given. The changes of these values produced by addition of ATP or actin are also indicated.

4. It is shown that one component of the myosin which is frequently found consists of a sharply
limited stage of denaturated L-myosin.

5. Actin and L-myosin combine step by step to actomyosins of quite different sedimentation
constants.

6. The sedimentation and diffusion of L-myosin is monodispers.

2. The L-myosin particle is a micelle with a length of 22002400 A and a diameter of 222 3 A.

8. The observed effects of ATP in sol as well as in gel may satisfactorily be interpreted as a
reversible weaking of the cohesive forces linking L-myosin and actin.

RESUME

Quelques faits nouveaux sont décrits dans un rapport sur les protéines du muscle.

1. En supposant que les micelles soient formées par la N-protéine de SZENT-GYSRGYI A réfraction
double négative, il est possible d'interpréter la discordance entre la structure fibrillaire du segment I
du muscle et le manque de la réfraction double. Dans ce cas, la positivité de la réfraction double
formale pourrait étre compensée par la négativité de la réfraction double propre de la méme protéine.
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2. On peut séparer complétement les deux constituants L-myosine et actomyosine.

3. Les constantes de sédimentation, les viscosités et les valeurs de 'absorption apparente des
constituants isolés sont décrites. En plus, les variations de ces valeurs produites par I'addition I’ATP
ou d’actine sont données. )

4. Il est démontré, qu’'un constituant de la myosine fréquemment trouvé est une fraction
exactement délimitée de L-myosine dénaturé.

5. L-myosine et actine se combinent en plusieurs étapes formant des actomyosines avec des
constantes de sédimentation complétement différentes.

6. La sédimentation et la diffusion de L-myosine sont monodisperses.

7. Une particule de L-myosine a une longueur de 2200-2 400 }K) et un diamétre de 22-23 A.

8. A l’état actuel les effets observés de ATP, en solution ou en gel, peuvent étre interprétés
comme une diminution réversible des forces d’union entre L-myosine et actine.
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