
562 J . C .  HOUCK, R. H. PEARCE VOL. 25 (1957) 

6 M. E. FREEMAN, P. ANDERSON, M. OBERG AND A. I)ORFMAN, J. Biol. Chem., i86  (195o) 2oi .  
• t j .  PARK AND W. JOHNSON, J. Biol. Chem., 18i (1949) 149. 
s L. ]-IOFSTEE, Science, 116 (I952) 329. 
9 H. THORN, Nature, 164 (1949) 27. 

10 H. EYRING, Chem. Rev., 17 (1935) 65. 
11 B. WEISSMANN, J. Biol. Chem., 216 (I95.5) 783 • 
lz R. J. FOSTER AND ('. NIEMAN, Proc. Natl. Acad. Sci. l;.S., 39 (I953) 999. 
t3 K. MEYER AND M. RAPPORT, Science, I t3  (195I) 596- 
14 E. A. DAVIDSON AND K. MEYER, J .  Biol. Chem., 211 (1934) 605. 
15 R. l-l. PEARCE, Biochem. J., 55 (I953) 467 • 
l0 \~,'. H. FISHMAN, B. SPRINGER AND R. Ir'~RL'NETTI, J. Biol. Chem., 173 (i948) 449. 
17 M. E. EAST, J.  MADINAVEITA AND A. TODD, Biochem..[., 35 (194 I) 872. 
1~ j .  C. HOUCK AND R. I t .  PEARCE, J. Biol. Chem., 226 (I957) 267. 
19 G. BLIX, Aeta Chem. Stand., 2 (1948 ) 467 . 
2o E. J. KIXG, Microanalysis in Medical Biochemistry, J. & A. Churchill ,  Ltd. ,  London,  195I. 
21 G. TOENNIES AND B. I~AKAY, Anal. Chem., 25 (I953) 16o. 

Received March 22nd, I957 

DI E  B I N D U N G  VON A D E N O S I N D I P H O S P H A T ,  VON 

ANORGANISCHEM P H O S P H A T  UND VON E R D A L K A L I E N  AN D I E  

S T R U K T U R P R O T E I N E  DES M U S K E L S  

WI I.H EI..M H A S S E L B A C H  

Instilut /fir Physiologie, Max-Planck-lnstitut ]fir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Deutschland 

Die Untersuchungen BOZLERS 1 haben gezeigt, dass Muskelfasern vom Psoas des Ka- 
ninchens nach Glycerin-Wasser-Extraktion noch etwa 0.6 tzMol Ca++/g Nassgewicht 
und etwa die gleiche Menge Magnesium enthalten. Diese Erdalkaliionen sind sehr lest 
an die Proteinstrukturen der extrahierten Fasern gebunden. Selbst l~tnger dauernde 
EDTA-Behandlung entfernt aus diesen Fasern praktisch kein Magnesium und nut etwa 
50% des Calciums. Auch Aktomyosinl6sungen 2 und Aktinl6sungen a enthalten Erd- 
alkaliionen, die bei fiblicher Reinigung nicht zu entfernen sind. 

Auf Grund der grossen Bedeutung der Erdalkaliionen ffir die ATP-Kontraktion 
und die ATP-Spaltung dutch die Proteine der kontraktilen Strukturen werden die 
Bindungsverh~tnisse im folgenden im einzelnen untersucht. Insbesondere wird 
festgestellt, wie sich die Erdalkaliionen und das gebundene ADP PERRY'S 4 auf die 
verschiedcnen Proteine der Fibrille verteilen. 

II 

Wird Muskelbrei mit Latapie und Starmix zerkleinert und grfindlich mit o.I M KC1 
gewaschen, so lassen sich nach etwa fiinf Waschungen - bei jeder Waschung wird der 
Muskelbrei achtfach verdfinnt - in der Waschfltissigkeit weder Eiweiss, Phosphat 
noch Erdalkaliionen nachweisen. Bei dieser Waschprozedur verliert der Muskel etwa 
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3 0 ° 0  seines F.iweisses, die sogenannten wasserli~slichen Proteine, cinch Tell seiner 
Sarkosomen, seine Betriebsstoffe und den Hauptteil seiner lonen. \Vir bezeichnen 
solche Pr~iparate, die in itm,r Zusammensetzung den sogenannten Modellen ent- 
sprechen, weiterhin als ungel6ste Proteinstrukturen des Muskels. 

Die ungel6sten Proteinstrukturen bestehen zu 72". aus Aktomyosin und zu 28". 
aus Stromaproteinen. Aus diesen Proteinen werden durch l~ehandlung mit Perchlor- 
siture ill der Kiilte Phosphat, Adenin, Calciunl und Magnesium freigesctzt, l)er Per- 
chlorsiiureextrakt enthtilt alle yore Protein getmndene Erdalkaliionen und praktisch 
alles Adenin. Durch eine Naehbehandhmg des gewaschenen Perchlors~iure-Extraktcs 
mit heisser Perchlors~iurv werden keine Erdalkaliiont.n und nur Stmrt'n yon .\denin 
yore denaturierten Protein abgeliist...\uch nach fcuchter Veraschung des gef~,illten 
Proteins konnte weder Cat .... noch big-- naehgvwiesen werden. Der l'hosphatgehalt des 
Fibrillenbreies wird dutch die l>erchlorsiiure-l¢ehandlung in dvr K{ilte nur inn I5",, 
yon too auf 85 /,Mol P g Ew erniedrigt. I)as PhoslHmt, das im Perchlorslit, reniedcr- 
schlag verbleibt, ist nicht nut an das Eiweiss gebundcn a sondern att(:]l all Lit)oide'L 

Der Gehalt dieser ungeliisten Proteinstrukturen an anorganischem un(l organischem 
Phosphat sowie an Adenin und .Magnesium weist keine Verschicdvnhcitell auf, wenn 
einmal mit und einmal ohne F.I)'IA" gewaschen wird und wenn als ..\usgangsmat~rial 
einmal frischer und einmal totenstarrer Muskel benutzt wird (Tab. I, 2, 4, 5)- l)agegen 
ist der (;ehalt an gebundenem C a  t nur noch etwa halb so gross, wenn die ungvl6sten 
Proteinstrnkturen entwvder aus totenstarren Muskeln dargestellt werden (Tab. I, 4) 
oder wenn sit: erschi)pfend mit EI)'I'A gewasehen werden ('l'ab. I, 2, 4). EI)'I'A- 
\Vaschung yon totvnstarren ungel6sten Proteinstrukturen vergr6ssert den Calcium- 
verhlst nicht welter (Tab. I, 5). Es ist also offenbar dieselbe CalciurnportioiL (tit, durch 
die "l'otenstarre auswaschbar wird und (tit. durch ED'I'A entfernt werden kann. 

l)er Anteil des strukturgebu,ldenen Calciunl am (;esanltcalcium des lebenden 
Muskels betritgt IO tzMol g Ew, das sind etwa 0o", des (h.,samtcalcimn des lebenden 
Muskels. l)er Anteil des Calcium, der wcder durch F.I)TA noeh durch "l'otenstarre ent- 
fernt werden kann, betr~igt etwa ein l)rittcl des (iesamtcalcium. 

Ein Drittel des Gesaintcalcium ist also verhiiltnism~issig locker gebunde.n, so dass 
es bei der Muskelerregung auf (len relaxing factor iibertragen werden kimnte. 

Der an die uilgel6sten Proteinstrukturt:n gebunde.ne Anteil des Magnesium betr~,igt 
dagegen nur IO',,, des Magnvsiurngehaltes des lebenden Muskels ('l'ab. VI). 

l)er Gehalt tier ungel6sten Proteinstrukturvn an organisch gelmndenem Phost)hat 
be.triigt ein wenig mchr als das l)oppelte des gebundenen Adenin. Wie sich papier- 
chromatographisch zvigen liisst, beruht di~:s darauf, dass das ganze organisch gebunde- 
ne Phosphat als AI)P oder ATP, und zwar zu 0o% als A1)P und zo"/, ,.\'I'P als, vorliegt 
(Tab. II) (vergl. lq-I~Rv2). 

l)ass der (;esamtbetrag an gebundenem Phosphat (organisch : anorganisch) 
dem Gesamtl)etrag an gebundenen Erdalkaliionen ann'ahernd gleich ist, wird sich in 
den folgenden Abschnitten als zufitllige ('bereinstinmmng erweisen. 

I II  

Der Anteil der fraglichen Substanzen, der an die einzelmm Strukturproteine des Mus- 
kels gebtmden ist, kann auf zwei verschiedenen \Vegen festgestellt werden. 

" I , ; I ) T A  - .\ethylendiamintetraessigs~ture. 

l . i teralur  N. 57-I. 
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Wieviel der fraglichen Substanzen yon den einzelnen Strukturproteinen innerhalb 
der Fibrille gebunden wird, ergibt sich durch die sogenannte fraktionierte Extraktion 
nach H.kSSEI.BACH UND ~CHNEI1)I.:II 7. 

Wird aus den ungel6sten Proteinstrukturen der Tabelle I zun~tchst nur das L- 
Myosin extrahiert und in dem Rest tier Gehalt an den fraglichen Substanzen yon 
neuem bestimmt (Tab. I, 6), so gibt die Abnahme dieser Substanzen infolge der L- 
Myosinextraktion dun Betrag, der yon L-Myosin in situ gebunden war. Wird an- 
schliessend auch das Aktin extrahiert und wieder der Betrag der gebundenen Sub- 
stanzen im Rest, d.h. im Stroma bestimmt, so ergibt die weitere Abnahme den yon 
Aktin in situ gebundenen Anteil dieser Substanzen, w':ihrend der Restgehalt des Nie- 
derschlages den an das Stroma gebundenen Anteil gibt (Tab. I, 9). 

Werden die extrahierten Proteine l.-Myosin und Aktin welter gereinigt und 
schliesslich auf ihren (;ehalt an Erdalkalien, Adenin und Phosphaten untersucht, so 
erh~ilt man den Anteil, der an die Proteine nach ihrer Isolierung gebunden bleibt. 

Man sollte erwarten, dass der gebundene Anteil der fraglichen Substanzen nicht 
davon abhtingt, ob da_s betreffende Protein in der Fibrille verbleibt oder ob es isoliert 
wird. 

Wir werden sehen, dass das isolierte Protein nicht immer die gleiche Menge der 
fraglichen Substanzen binder, dim yon dem gleichen Protein innerhalb der Fibrille 
gebunden wird. 

Aktin binder tats~ichlich an anorganischem und organischem Phosphat, Adenin, 
Magnesium und Calcium in der Fibrille ebensoviel wie nach Isolierung und weiterer 
Reinigung (Tab. I I I ,  1, 2). Die gebundenen Mengen an organischem Phosphat, Adenin, 
Magnesium und Calcium sind ausserdem gleich ffir Aktin, das aus Acetontrocken- 
pulver, aus gewaschenen und aus EDTA-behandelten ungel6sten Proteinstrukturen 
hergestellt ist (Tab. III) .  Diese Mengen unterscheiden sich auch dann nicht, wenn 
die EDTA-Behandhmg der ungel6sten Proteinstrukturen einmal vor und einmal nach 
Extraktion des L-Myosin vorgenommen wird. Die Nukleosidphosphate, Magnesium 
und Calcium sind also ausserordentlich lest an das Aktin gebunden. 

Ob die B i n d u n g  des  ano rgan i schen  P h o s p h a t e s  durch  Akt in  un t e r  allen Bed ingungen  gleich ist, 
k a n n  n ich t  m i t  Sicherhei t  en t sch ieden  werden.  Nach  Tab .  I i I ,  k6nn t e  es scheinen,  als ob die ge- 
b u n d e n e  P h o s p h a t m e n g e  durch  E l )TA- [~ehand lung  a b n i m m t .  In  Tab .  I aber  bleibt  die g e b u n d e n e  
P h o s p h a t m e n g e  bei E D T A - B e h a n d l u n g  unverS.ndert .  Die in Tab.  I regis t r ier ten P h o s p h a t m e n g e n  
s ind aber  im wesent l ichen  die P h o s p h a t m e n g e n ,  die an  alas Akt in  g e b u n d e n  sind. Denn  das  L- 
Myosin enthi i l t  k a u m  gebundenes  anorgan i sches  P hospha t .  

IV 

Die durch ein Gramm L-Myosin gebundenen Mengen an anorganischem und orga- 
nischem Phosphat sowie an Adenin und Erdalkalien sind sehr viel kleiner als die 
Mengen, in denen diese Substanzen durch ein Gramm Aktin gebunden werden (Tab. 
I I I ,  IV). Die gebundenen Mengen an Adenin und anorganischem Phosphat sind so 
klein, dass ihre Realit~tt zweifelhaft erscheint, da die L-Myosinpr~parate Spuren yon 
Aktin enthalten. 

Wirklich gesichert erscheint nur die Tatsache, dass L-Myosin ebenfalls Magnesium 
und Calcium bindet. 

Die Mengen der fraglichen Substanzen, die einerseits von L-Myosin in der Fibrille 
und andererseits von extrahiertem L-Myosin gebunden werden, sind untereinander 

Literatur S. .574. 
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gleich, wenn die Fibrillen und die L-Myosinprfiparation ohne ED'I'A gereinigt sind 
(Tab. IV, I u. 2). Wenn das I.-Myosin aus El)TA-gewaschenen lqbrillen hergestellt ist, 
ist die gebundene Menge an Calcium viel kleiner (Tab. IV, 4 u. 5). Aber auch in diesem 
Fall ist die innerhalb und ausserhalb der I:ibrilh, vom L-Myosin gelnlndene Calcium- 
.~lenge etwa gleich (Tab. IV, 4, 5)- Die yore l.-Mvosin gelmndene Magnesium-Mengc 
wird durch die EDTA-Behandhmg iiberhaupt nicht beeinflusst. 

l)ie an das L-Myosin gebundene Calcium-.Menge betriigt nach der EI)'I'A- 
Waschung nur noch etwa ein Drittel der Menge, die w)r dec ED'l'A-\Vaschung gebunden 
war (Tab. IV, I, 2, 4 u. 5). Myosin gibt also bei El_)'l'A-l{ehandlung der ganzen Fibrilh'. 
nur Calcium ab, das aber in betr/ichtlichen .Mengen. 

1)as Bild/indert sich in interessanter Weise, wenn die EDTA-Bet~andhmg nicht 
w~r tier Extraktion statttindet, sondern erst nach dec Extraktion. Wird das I.-Myosin 
aus Fibrillen extrahicrt, die ohne EI)TA ersch6pfend gewaschen sinct, und wird dieses 
l.-Myosin nachtr~iglich bei den weiteren Unlfiillungen mit EDTA behandelt, so zeigt 
sich, dass sich die Bindungsfestigkeit der beiden Erdalkalien durch die Extraktion 
umgekehrt hat (Tab. IX', 3). Jetzt  gibt das l.-blyosin an das t'2D'I'A nicht oder nur un- 
wesentlich Calcium, aber stattdessen fast alles Magnesium ab. 

Diese Ergebnisse schcinen darauf hinzudeuten, class das I.-Myosin im Struktur- 
verband der Fibrille das Magnesium sehr fcst (EDTA-fest) bindet, w~ihrend ein Teil ties 
Calcium nur locker getmnden wird. l)ie At'tinit~it des l.-Myosin zu diesen beiden Erd- 
alkalien ist also vor und nach der Isolierung ganz verschieden. 

Die angegebenen Mengenverhiiltnisse der gebundenen Suhstanzen legen Spekulationen 
dariiber nahe, in welcher Art die Phosphate einerseits und die Erdalkalien andererseits 
an das Eiweiss gebunden sin& l_)enn die fraglichen (;ruppen und Substanzen sind 
tiberwiegend an da.s Aktin gebunden ; die an das Aktin getmndenen Mcngen dec Erd- 
alkalien und die Mengen des organischen und anorganischen Phosphats sind immer 
ungeffihr ~iquivalent. Der Gedanke liegt also nahe, dass Erdalkalikomplexe der or- 
ganischen mM anorganischen Phosphate an das Aktin gebunden sind. 

Da das vom Aktin gebundene Phosphat ganz (iberwiegend als ADP gehunden ist, 
sollte man erwarten, dass eine Aufspahung des ADP in AMP und Phosphat nicht 
nur die gelmndenen Mengen an Nukleosidt)host)hat und Phosphat, sondern auch den 
(;ehalt an Erdalkalien markant beeinflusst, falls tats/ichlich ein Komplex yon ADP 
und Erdalkalien an das Eiweiss gebunden ist. 

Der Versuch zeigt, class durch Kartoffelapyrase das gebundene AI)P gespahen 
wird. Denn die Apyrasebehandlung l~isst den Gehalt an organischem Phosphat um den 
erwarteten Betrag abnehmen und den (iehalt an gelmndenem anorganischem Phosphat 
um den gleichen Betrag zunehmen (Tab. V, 5). Das Papierchromatogramm (Fig. I) 
zeigt ebenfalls, dass nach Apyrasebehandlung der Fibrille alas ADP vollst~ndig ver- 
schwunden ist. Gleichzeitig aber zeigt der Versuch, dass bei dieser Spaltung aus dem 
gebundenen AI)P gebundenes AMP und gebundenes Phosphat geworden ist. i_)enn 
durch die Apyrasebehandlung ist kein Phosphat verloren gegangen. Ebenso bleiben 
die gebundenen Mengen der beiden Erdalkalien v611ig unbeeinflusst. 

l)ieses tiberraschende Resultat scheint dafiir zu sprechen, dass das gebundene 
ADP sowohl durch sein endst~indiges Phosphat wie auch durch irgendeine (.;ruppe des 

l . i l e r a l u r  5". .574. 
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AMP-Restes mit dem Protein verbunden ist. Diese Ansicht findet eine Stiitze darin, 
dass eine EDTA-Behandlung nach der Apyraseeinwirkung die ADP-Bruchstficke und 
das gebundene Magnesium ebensowenig vom Eiweiss abl6st wie vor der Apyrase- 
behandlung. Auch der Calciumverlust durch EDTA bleibt gleich, ob das ADP gespalten 
ist oder nicht (Tab. V). 

Die Tatsache, dass der Bestand an gebundenen Erdalkalien durch die ADP- 
Spaltung weder in seinem Betrag noch in seiner Bindungsfestigkeit ver~ndert wird, 
spricht daffir, dass die Erdalkalibindung mit der ADP-Bindung nichts zu tun hat. Denn 
es ist schwer vorstellbar, dass eine Komplexbildung des Erdalkali mit dem ADP nicht 
durch Aufspaltung des ADP beeinflusst werden sollte 8. Eine unmittelbare Bindung der 
Erdalkalien an das Eiweiss ist ausserdem ffir das L-Myosin nachgewiesen, das ja viel 
mehr Erdalkali enth~lt, als durch Phosphatreste irgend ciner Art gebunden werden 
kann. 

Der gleiche Sachverhalt, der aus diesem Einzelversuch abgeleitet wurde, ergibt 
sich aus Tabelle VI, in der die Mittelwerte aus den gebundenen Mengen an ADP, 
Phosphat, Magnesium und Calcium vor und nach Apyrasebehandlung zusammenge- 
stellt sind. Die Tabelle VI erh~rtet, dass durch die Apyrase die Spaltung des ADP am 
Aktin stattfindet, well sic auch eine Reihe yon Versuchen mit L-Myosin-freien Fibrillen 
enth~lt. 

VI 

Aus den Ergebnissen der Abschnitte II bis IV ergeben sich ffir den Zustand des Cal- 
cium, Magnesium und der Nukleosidphosphate im Muskel folgende Tatsachen: Die 
Adenosinphosphate sind zu 5 % an die Strukturbestandteile des Muskels, wahrschein- 
lich ausschliesslich an das Aktin ,,9 und wahrscheinlich in sehr kleinen Betr~gen auch 
an die Grana gebunden. Vom Magnesium sind lO% an die Strukturproteine gebunden 
und zwar knapp die H~lfte an das Aktin und etwas mehr als die H~lfte an das 
L-Myosin. Der Magnesiumgehalt der Grana ist sehr klein. 

Dagegen ist das Calcium des lebenden Muskels fast vollst~ndig an die Struktur- 
proteine gebunden. Es wird etwas weniger als 40% vom Aktin, etwa 25% vom L- 
Myosin und etwa 25% von den Grana gebunden. Der Anteil des L-Myosin an der 
Bindung des Calcium und Magnesium ist verhltltnism~issig gross trotz der verh~ltnis- 
m~sig geringen Erdalkalibindung pro Gramm L-Myosin; denn der Muskel enth~lt 
beinahe dreimal so viel L-Myosin wie Aktin und etwa achtmal soviel L-Myosin 
wie Grana. 

Diese Aussagen fiber die Bindungsverh~ltnisse der ErdalkalJen und Adenosin- 
phosphate im lebenden Muskel ergeben sich auf vefschiedenen Wegen. 

An die einzelnene Struktureiweisse von IOO g Muskel gebundene Mengen k6nnen 
berechnet werden, indem die von I g der einzelnen Strukturproteine gebundenen 
Mengen mit der Gesamtmenge des betreffenden Strukturproteins in IOO g Muskel 
multipliziert werden. Diese Betr~tge werden dann 

I. mit dem bekannten Gehalt des Muskels an den fraglichen Substanzen ver- 
glichen. 

2. Sic werden verglichen mit den Mengen der fraglichen Substanzen, die bei der 
Herstellung der gewaschenen Muskelstrukturen (d.h. der ungel6sten Proteinstruk- 
turen) in das Waschwasser gehen. Tabelle VII zeigt, dass sich auf beiden Wegen etwa 
die gleichen Werte ergeben. 
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\7OI1 besonderem Interesse ist die Sicherung tier I~ehauptung, class das Muskel- 
calcium sehr weitgehend an Myofibrillen und Grana gebunden sei. l)icse Behauptung 
bedarf einerlbesonderen Sicherung der Ca~---\Verte, die yon den Grana gebnildt!n siml. 
I)cnn tiber die Menge der (;rana und ihre Ca-Bindung ist nicht vicl Sichcres bckam~t m. 
Infolgedessen wird die Calcium-Menge bestimmt, die bei der Herstclhmg tier tmge- 
16sten Proteinstrukturen in die Gesamtmenge des Waschwassers iibergegangen ist. 
Diese. Calcium-Menge ist gleich der Differenz ties Muskelcalcium und des Calcium- 
gehaltes der ungeliisten Proteinstrukturen. \Vird aus diesen \Vaschwassern der un- 
16sliche Niederschlag abzentrifugiert, so bcfmden sich etwa _05°; des Muskelcalcinm 
im Niederschlag, w'ahrend der {~berstand I5% enth~ilt. I g dieses Nietlerschlages 
bindet im blittel aus sechs Versuchen 52 tzblol Ca ~ ~. Die yon r g Niederschlag gebun- 
den(.' Calcium-Menge ist also deutlich griisser als (tie Cah'iun>Menge, die yon I g Aktin 
und sehr viel gr6sser als die Calcium-Mcnge, (lie yon I g I.-Myosin gcbnnden wird. Der 
Niederschlag aus dem Waschwasscr, das vorhcr yon allen groben l~artikeln gerc.inigt 
ist, enthiilt praktisch nut (;rana. l)er (;rananiederschlag aus too g Muskel cnth~ilt im 
Mittel 86o mg Protein, das sind etwa 4°o des Muskdeiwcisses. 

Aus den ge.gebenen Daten geht hervor, dass nur 15',o des Gesalntcalcium des 
Muskels nicht fest an die Strukturproteine oder die Grana gebunden sind. Das be- 
deutet, dass die Konzcntration an freiem Calcium in der Muskelfaser hiichstens ca. 
2" IO -~ M ist. Es is( aber m6glich, dass auch dieses Ca ~ ~ ganz oder zum Tell an (lie so- 
genannten wasserliislichen Proteine gcbunden ist. 

Physiologisch bedeutungsvoll crscheint die "l'atsache, class der gri;sste "l'eil des 
Muskclmagnesium nicht gebunden, dagegen aber fast das ganze oder das ganze Muskel- 
calcium gebunden ist. l)enn diese Tatsachc stellt die Vorbedingung dafiir dar, dass im 
ruhenden Muskel dc'r relaxing factor aktiv und damit tier Muskel in Ruhe int. Ob das 
yon den Strukturproteinen, insbesondcre yore l.-Myosin, locker, d.h. nicht EDTA-Iest, 
gebundene Calcium beim {)bergang yon der Ruhe zur Erregung oder vom aktiven zum 
inaktiven Zustand des relaxing factors eine Rolle spielt, bleibt offen. 

. \NH.kNG 

Es kann ffir den Experimcntator  yon einem gewissen Interesse sein zu wissen, wieviel 
an Adenin, Erdalkalien und gebundenem anorganischem und organischem Phosphat 
in einer konventionell zubereiteten Aktomyosinl6sung gebunden ist. 

Der korrekte Gehalt des Aktomyosin ergibt sich einmal aus der Abnahme der 
ffaglichen Substanzen, die eintritt, wenn aus den gewaschenen Muskelproteinen alles 
L-Myosin und alles Aktin extrahiert wurde. Zum anderen muss er (lit.' Summe tier vom 
gel6sten Aktin und L-Myosin gebundenen Substanzen darstellen. Tab. VI I I zeigt, dass 
die auf beiden Wegen gefundenen Werte tibereinstimmen. 

Vergleicht man mit diesen Werten den Gehalt an Phosphat, Adenin und Erdalkali 
yon Aktomyosinliisungen, die aus einem kurz geblenderten Latapiebrei des Muskels 
gewonnen sind, so findet man, dass die gebundenen Betfiige an allen drei Substanzen 
deutlieh herabgesetzt sind (Tab. VII I ,  3). Das hat seine Ursache darin, dass bei einer 
derartigen Extraktion des Aktomyosin zwar alles L-Myosin, aber nicht alles Aktin 
e.xtrahiert wird. Von der Gesamt-Aktinmenge des Muskels, die I5 bis I6°.o des Muskel- 
eiweisses betrS.gt, bleibt bei dieser Art der Extraktion 1:' 4 bis Ua, d.h. 4 his 5°0 des 
Muskeleiweisses in der Struktur zurfick (Tab. 1, 8, 9). Die von diesen nicht extrahierten 
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Aktinresten gebundenen Mengen der fraglichen Substanzen decken den Minderbetrag 
an Calcium, Magnesium, Adenin und Phosphat, durch den sich das konventionell 
extrahierte Aktomyosin yon dem idealen Aktornyosin unterscheidet. , 

TECHNISCHER TEIL 

Alle EiweissprAparate  wurden  aus  K a n i n c h e n m u s k u l a t u r  hergestel l t .  W e n n  n ich t  besonders  ver-  
merk t ,  wurden  alle PrAparat ionen zwischen o°C und  5cC durchgef i ihr t .  

(a) Be |  der  PrAparat ion der s o g e n a n n t e n  ungel6s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  aus  fr ischer M u s k u l a t u r  
wurden  die in Eis  aus  dest i l l ier tem Wasse r  geki ihl ten Muskelst i icke zunAchst  m i t  F le i schmasch ine  
und  La tap ie  zerkleinert .  D a n n  wurde  der  Muskelbrei  mi t  o.1 M KCI-L6sung (1 Teil Muskelbrei  
+ 3 Teile KC1-L6sung) verse tz t  und  3 ° sec im S t a rmi x  zerkleinert .  Anschl iessend  wurde  der  
Muskelbrei  s echsma l  mi t  o.i  M KCI-L0sung  (i Tell Muskelbrei  + 8 Teile o.I M KCI) gewaschen.  
Im Anschluss  an  die KCI -Waschungen  wurden  die P r o t e i n s t r u k t u r e n  zweimal  m i t  dest i l l ier tem 
Wasse r  behande l t  (Tab. I, I). Die ungel6s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  wurden  yon der Waschfl iJssigkeit  
durch  Zen t r i fuga t ion  be |  15oo g abge t renn t .  

(b) Zur  G e w i n n u n g  der P r o t e i n s t r u k t u r e n  aus  to t ens t a r r e r  M u s k u l a t u r  wurde  die M u s k u l a t u r  
nach  Zerk le inerung mi t  F le i schmasch ine  und  La tap ie  e twa 6 bis 8 S t u n d e n  in e inem verschlossenen 
GefAss be|  2o°C a u f b e w a h r t  und  anschl iessend wie un te r  (a) beschr ieben behande l t  (Tab. I, 4). 

(c) Zur  E D T A - B e h a n d l u n g  der  ungel6s ten  P ro t e i n s t ruk tu r en  wurde  der  Eiweissbrei  im An-  
schluss  an  die vierte KC1-Waschung  zweimal  lO Minu ten  in einer O.Ol M N a - E D T A - L 6 s u n g  yon  
p H  7.o aufger i ihr t .  Die E D T A - I o n e n  wurden  du t ch  vier KC1-Waschungen  wei tgehend  en t f e rn t  
(Tab. I, 2, 4, 5, 7). Be |  der P y r o p h o s p h a t b e h a n d l u n g  der ungel6s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  wurde  in 
gleicher VVeise ver fahren  (Tab. I, 3). 

(d) Die myosinfre ien  ungel6s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  wurden  nach  HASSELBACH UND SCHNEIDER 7 
du t ch  E x t r a k t i o n  des L-Myosin  aus  f r i schem Muskelbrei  mi t  0.6 M KC1 ~- o.oi M P y r o p h o s p h a t ,  
pH  6,5, erhal ten.  Nach  einer W a s c h u n g  des  Eiweissbreies  mi t  o.6 M KC1 erfolgte seine weitere 
~Reinigung wie beschr ieben (a), (Tab. I, 6, 3). 

(e) Zur  G e w i n n u n g  des Muske l s t romas  nach  A k t o m y o s i n e x t r a k t i o n  wurde  der Muskel  nach  
Zerk le inerung  im La tap ie  24 h mi t  o.6 M KCI + o.o 5 M N a C H O  s ex t r ah ie r t  und  die ex t r ah ie r t en  
Pro te ine  durch  gri indliches W a s c h e n  mi t  o.6 M KCI und o.i  M KCI en t f e rn t  (Tab. I, 8). Aus  diesem 
S t r o m a  wurden  durch  eine B e h a n d l u n g  mi t  0.6 M KJ noch 20 bis 25% Eiweiss en t f e rn t  (Tab.  I, 9). 

(f) Das  L-Myosin  wurde  aus  frischer M u k u l a t u r  nach  HASSELBACH UND SCHNEIDER 7 ex t ra -  
hiert .  Nach  fiinf UmfAllungen wurde  das  prAparierte Eiweiss  zweimal  m i t  Wasse r  gewaschen.  W e n n  
die PrAparate  s ta rker  mi t  Akt in  ve runre in ig t  waren  (Viskosi tAtsempfindl ichkei ten > I5%),  wur-  
den sie nach  I~ORTZEHL, SCHRAMM UND WEBER 11 f rakt ionier t  (Tab. IV ). 

Die E D T A - B e h a n d l u n g  der  L-MyosinprApara te  wurde  nach  der vier ten UmfAllung vorge-  
n o m m e n .  Das gefAllte Prote in  wurde  in o.o1 M E D T A  gel6st  und  nach  zehn Minu ten  durch  Er-  
n iedr igung  der  Ionenst i i rke  au f  o.o2 bis 0.03 /* wieder ausgefal l t .  Diese E D T A - B e h a n d l u n g  wird 
noch e inmal  wiederholt .  Anschl iessend  wurde  das  L-Myosin  noch zweimal  in fiblicher Weise  um-  
gef~illt und  e inmal  m i t  \Vasser  gewaschen (Tab. IV, 3). 

(g) Das Akt in  wurde  aus  den griindlich gewaschenen  myosinf re ien  P r o t e i n s t r u k t u r e n  |sol |err .  
In  den meis ten  Versuchen  wurde  die KJ -M e t hode  w m  SZENT-GY6RGY112, in einigen Versuchen  die 
STRAOB'sche Ace ton-Methode  la angewand t .  Be|  der A n w e n d u n g  der K J - M e t h o d e  wurde  nach  der  
AlkoholfAllung das  Akt in  gegen dest i l l iertes \Vasser  dialysiert .  I3ei der A n w e n d u n g  der  S t r a u b ' s c h e n  
Methode unterb l ieb  natiarlich der Ca lc iumzusa tz  (Tab. III) .  

(h) Aus  E D T A - v o r b e h a n d e l t e n  ungel6s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  wurde  das  L-Myosin  mi t  0.6 M 
KCI + o.o1 M P y r o p h o s p h a t  + o.oo2 M MgCl v pH  6,5, ex t rah ie r t .  Die Re in igung  des L-Myosin  
und  die Isol ierung des Akt in  wurden  wie un te r  (f) bezw. (g) angegeben  w~rgenommen.  

Das A k t o m y o s i n  wurde  f i infmal umgefii l l t  und  zweimal  mi t  Vv'asser gewaschen  (Tab. VIII) .  
(i) Zur  A p y r a s e b e h a n d l u n g  der ungel0s ten  P r o t e i n s t r u k t u r e n  wurde  der E iwei~bre i  nach  der 

vier ten W a s c h u n g  der Pr~iparate 18 S t unden  lang un te r  daue rnde r  D u r c h m i s c h u n g  mi t  Kartoffel-  
apyrase  behande l t .  E t w a  6 his 7 g Prote in  in 2o0 ml o.l M KCI a u f g e s c h w e m m t ,  wurden  mi t  Apy-  
rase aus  2 kg Kartoffe ln  verse tz t . .Nach der A p y r a s e b e h a n d l u n g  wurden  die P r o t e i n s t r u k t u r e n  noch 
dreimal  m i t  o.i 31 KC1 und anschl iessend  zweimal  mi t  W asse r  gewaschen.  

Zur  Kontrol le  wurde  ein PrAparat  in gleicher \Veise ohne  Apyrasezusa t z  bchande l t  (Tab. V, 
Tab.  VI). Es  erschein t  bemerkenswer t ,  dass  die Apyrase  n u t  das  gebundene  ADP,  n ich t  abe t  
das  gebundene  ATP  spa l t e t  (Fig. t). Die Kar tof fe lapyrase  wurde  nach SZEKELY 14 hergestel l t .  

(k) Die Grana  wurden  aus  den  XVaschwassern der  P r o t e i n s t r u k t u r e n  (a) | sol |ef t .  Die W a s c h -  
wasser  wurden  be|  iooo g zentr i fugier t ,  u m  sie yon groben Par t ike ln  zu befreien. Dann  wurden  die 
G r a n a  du t ch  Zen t r i fuga t ion  be|  6o,ooo g niedergeschlagen.  Zur  E n t f e r n u n g  der  in dem Grana-  
n iederschlag  e ingeschlossenen gel6sten Prote ine  wurde  der Niederschlag  in o.i M KCI aufge-  
s c h w e m m t  und nochma l s  zentr i fugier t .  
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Zur Abl6sung der gebundenen Ionen yore Eiweiss wurde der Brci dcr l ' ro tc ins t rukturen  mit 
Wasser  versetzt  (l Vol. Brei -r- 3 Vol. \.Vasser). kurz im Starmix aufgewirbelt end nach Zugabe yon 
• eo°/,o HC104 (v/v) (I o Vol. Suspension ~ x Vol. H(.'IO4) nochmals  kurz in Starmix suspendiert .  Die 
w~tssrigen l.Osungen oder Sustmnsionen yon .\ktin, L-.My<~sin, Aktomyosin end der Grana wurden 
in gleicher Weise mit HCIO 4 denaturiert .  Aus dem frischen Muskel wurden die Erdalkaliionen end 
(lie gebundenen end gelOsten hmen  abgetrennt ,  indem -,o g Muskel mit loo ml Wasser im Starmix 
zerkleinert und die Proteine mit HCIO 4 ausgefMlt wurden (Tab. VII).  Die S~iure wurde ,o Minuten 
auf die Proteine einwirken gelassen. Dann wurde das gefS.Ilte Protein abzentrifugiert  end der 
( ' be r s t and  mit  KOH neutralisiert.  Nach Filtration dutch ein aschefereies l"ilter wurde des l'er- 
chlors~ureextrakt  analysiert.  Ftir eine Anah 'se  der ungel6sten l 'r ,~teinstrukturen wurden im all- 
gemeinen 6o g Muskel verarbeitet.  Die reinex{ Proteine wurden aus -,oo Iris 3oo g Muskel gewonnen. 

Die Phosphate  wurden nach I tERRON UND ROCKS'rEIN ls, das . \denin photospekt rometr i sch  
gemessen. Magnesium wurde nach der Methode y o n  : \ B R A I t A M C Z l K  1~ kolorimetrisch best immt,  l)ie 
mit dieser Methode gefundenen Werte s t immten  mit den \Verten fiberein, (lie bei der Titrat ion des 
Magnesium mit EDTA (indikator :  Eriochromschwarz) erhalten wurden. 

l)as Calcium wurde mit  F.I)TA end Murexid als Indikator  bei p l t ~ l . ,  titriert, l:.s erwies sich 
insbesondere bei der Analvse der Ext rakte  &tls frischem ~luskel als notwendig, ww der t i tr imetri-  
schen Bes t immung de.r Erdalkaliionen st6rende . \nionen dutch eine Behandlung der zu analy- 
sierende 1.6sung mit l)owex-I zu entfernen, l)ie so behandelten 1.6sungen wurden mit HN() a 
(d = t.4) und HzO z auf dem Sandbad verascht.  Aus der in ttCI gelosten .\sche wurde das ( 'alcium 
mit Oxalat  gefiillt und zweimal mit amm~miakali,~che Oxalatl6sung gewaschen, l)as ( 'a lciumoxalat  
wurde in o.l .11 ItCI gel6st und titriert. 

Die papierchromatographische "I'rennung der . \denos inphosphate  erfolgte nat:h KREBS I'ND 
[-IEMS 17. Die isolierten lqlosphate wurden nach B E R E N B I . U M  UNI)  ( ' I t A I N  18 best immt.  

Zur Berechnung der Adenin-, Phosphat -  und Erdalkaligehalte der S t rukturprote ine  in der 
Fibrille wttrden (lit,, in Tab. I angegebenen Mengenverhti.ltnisse zu Grtmde gelegt. 

Zu den experimentell  ermit tel ten trod den errechneten Werten stud (lie mitt leren Fehler der 
Mittelwerte angegeben. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I .  ()O()~) des Muskelcalciums. 1o°o ties Muskelmagnesiums und 500 des Muskeladenins sind an 
die S t ruk turpro te ine  des Muskels gebunden. 

z. Das Adenin ist als Adenosindiphosphat  praktisch ausschliesslich an das Aktin gelmnden.  
3. Der ADP-Gehal t  des Aktin in der Fibrille ist ebenso gross wie tier A DP-Gehalt  des isolierten 

Aktin. 
4. Der ADP-Gehal t  des Aktin ander t  sich nicht, welm das Aktin mit EI)TA behandelt  wird. 
5- Kartoffelapyrase spaltet  das gebundene AI)P  im AMP und Phosphat .  Beide Bruchstticke 

des AI)P bleiben auch nach E D T A -B ehandhm g  der ungelOsten Prote ins t rukturen  fest gebunden. 
6. l)er Calciumgehalt der ungel(~sten Prote ins t rukturen  aus to tens ta r rem Muskel betrtigt mit 

5 /(Mol/g Ew nur ¢lie 1 l~lfte (Its ( 'alciumgehaltes der S t rukturprote ine  aus frischem Muskel. 
7. Der Magnesiumgehalt  der ungel6sten l- 'roteinstrukturen aus frisehem trod to tens tar rem 

Muskel ist gleich. 
8. Der ( 'alciumgehalt  der ungelOsten t ' ro te ins t rukturcn  aus frischem .Muskel x~ird dui'ch 

EI )TA-Waschung  um 5o% erniedrigt. Der Magnesiumgehalt  wird durch EIYI'A-I~ehandhmg nicht 
vertindert. 

9. Der Calciumgehalt der ungel6sten l ' ro te ins t rukturen  aus to tens tar rem Muskcl wird durch 
E l )TA-Behandhmg nicht weiter erniedrigt. 

to. l)as Calcium ist in tier Fibritle zu tJo°,, an Aktin und zu 35°0 an l..-Mvosin gebunden.  Die 
restlichen 5°0 sitzen am Stroma.  l)as Magnesium ist zu 5o°,, an Aktin und zu 5o% an I.-.Mvosin 
gebu nden. 

i I. Der Calcium- und Magnesiumgehalt  yon Aktin mad l.-Mvosin, in tier Fibrille ist cl)enso 
gross wie tier Calcium- und Magnesiumgehalt  der isolierten Proteine. 

~ 2 .  l)as Calcium ist in der EDTA-behandel ten  Fibrille ganz vorwiegend an das Aktin ge- 
bunden.  Aktin und L-Myosin binden i n d e r  Fibrillew~r und naeh EI . )TA-Behandlunggleich viel 
Magnesium. 

13 . /.)as isolierte Aktin verliert t)ei der E l )TA-Behandhmg weder ( 'alcium noch Magnesium. 
Das isolierte l.-Myosin verliert durch EDTA nut  wenig Calcium end viel Magnesiuln. 

14. Das nicht an (tie St rukturprote ine  gcbundene Calcium sitzt zu 05 % an den 31uskelgrana : 
(lie restlichen 35% werden mit den wasserl6slichen Proteinen aus dem Mt, skel entfernt .  

t 5. hn  (;egensatz zu ( 'alcium ist der Haupttei l  de.s physic)h)gischen (kqmltes an Magnesium 
end der . \denos inphosphate  nicht gebunden sondern frei. 
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SUMMARY 

I. 60% of muscle calcium, IO0/o of muscle magnesium,  and 5% of muscle adenine are bound to 
the s t ruc ture  proteins of muscle. 

2. Adenine in the form of adenosinediphosphate is bound almost exclusively to the actin. 
3. The adenosinediphosphate (ADP) content  of actin in the fibrils is jus t  as great as the ADP 

content  of isolated actin. 
4. The ADP content  of actin does not  alter when actin is treated with ethylenediaminetetra-  

acetic acid (EDTA). 
5- Apyrase from potatoes  splits the bound ADP into AMP and phosphate.  Even after  EDTA 

t rea tment  of ttle undi~olved s t ructure  proteins both fragments  of the ADP remain firmly bound. 
6. The calcium content  of the undissolved s t ructure  proteins from muscles in rigor morris 

- -5 /~mole s /g  p r o t e i n -  amounts  to only half the calcium content  of the s t ructure  proteins from 
fresh muscle. 

7. The magnesium content  of undissolved s t ructure  proteins from fresh muscle and muscle in 
rigor mort is  is the same. 

8. The calcium content  of the undissolved s t ructure  proteins from fresh muscle is diminished 
by 50°,0 by washing with EDTA. The magnesium content  is not  altered by EDTA treatment .  

9. ] 'he calcium content  of the undissolved s t ructure  proteins from muscle in rigor morris is 
not  lessened fur ther  by EDTA treatment .  

In. The calcium in the fibrils is bound for 6o% to actin and for 35% to L-Myosin. The other  
5 % is bound to the s troma.  The magnesium is bound for 5 ° % to actin and for 5 ° % to L-Myosin. 

I I. The Ca- and Mg-content of actin and I,-Myosin in the fibrils is as great  as the Ca- and Mg- 
content  of isolated proteins. 

i2. In  the EDTA-trea ted  fibrils the calcium is a lmost  entirely bound to the actin. The mag- 
nesium bound to actin and L-Myosin in the fibrils is the same before and after EDTA t rea tment .  

13. Isolated actin loses neither Ca nor Mg when treated with EDTA. Isolated L-myosin loses 
very little Ca bu t  much Mg on EDTA treatment .  

14. Of the calcium not bound to the s t ructure  proteins 65°,o is a t tached to the muscle grana;  
the other  35% is removed from the muscle with the water-soluble proteins. 

15 . In contras t  to calcium the greatest  am oun t  of the physiological content  of magnesium 
and adenos inphosphates  is free and not bound to the protein. 
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