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Technisches iiber Myosinfiden nebst einigen Beobachtungen
iiber ihre Kontraktion.

von

M. Gerendas.

H. H. WEBER' zeigte, dass wenn eine geniigend konzent-
rierte Myosinldsung durch eine Kapillare in Wasser eingelas-
sen wird, das ausstrémende Myosin in Form eines fadenfér-
migen Gels erstarrt, Nach WEBER sind diese Fiden elastisch
und 100—300% dehnbar.

' Ich habe mich bereits friither 2.) 3.) mit den Figenschaften
solcher Fiden beschiitigt und konnte WEBER’s Angaben vollauf
bestdtigen, Bei der Wiederaufnahme des Problemes hatten wir
Fédden nétig die ATP. spalteten. Obwohl die Phosphatase-Akti-
vitit des Myosins dusseren Eingriffen gegeniiber nicht emp-
findlich ist und Myosin bei O° ohne Verlust der Fermentakti-
vitit wiederholt pezipitiert werden kann, fand ich unsere Fiden
fermentativ unwirksam. Die Analyse zeigte, dass unser Myosin
durch die, im destillierten Wasser anwesenden Metalle, in er-
ster Linie durch das Kupfer inaktiviert wurde. Cu wird durch
das Myosin gebunden und angereichert. Aus diesem Grunde

wurden die Versuche derart wiederholt, dass fiir alle Zwecke

nur destilliertes Wasser zur Verwendung kam, das aus Gias-

geféissen zweimal umdestilliert wurde. Diese Fiden, auf die |

sich alle Angaben dieses Bandes beziehen, sind fermen-
tativ aktiv, kontrahieren mit ATP in QGegenwart von Salzen,
sind aber locker, briichig, unelastisch, kénnen nicht mehr als
10—15% gestreckt werden ohne zu zerreissen.

Wird dem Wasser, in dem man die Fidden zieht, 0,001
mol CuCl. zugefiigt, so erhilt man wieder Fiden, die elastisch,
100—3C0% streckbar, aber fermentativ unwirksam sind.
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Methodisches iiber die Herstellung von Myosinféden.

Myosinfiden kénnen am einfachsten derart hergesstellt
werden, dass man die Myosinldsung in ein Giassrohr aufsaugt
dessen eines Ende zur Kapillare ausgezogen ist. Man lasst nun
das Myosin in einer flachen Schale in Wasser oder in verdiinnte
Salzlésung einlaufen und bewegt das Glasrohr hin her. Bei
viskbseren Lésungen muss noch ein Druck aufgesetzt werden:
am einfachsten verbindet man das dicke Fnde des Rohres mit
einem (Gummischiauch, in den man einbldst. Mit einiger Ubung

| - 1
=10 I I

Fig. L.

kann man in dieser Weise ziemlich gerade und gleichmissige
Fiden herstellen. Die Dicke der Fiden hingt vom Diameter
der Kapillare, der Viscositit der Loésung, der Auslaufsge-
schwindigkeit und von der Geschwindigkeit ab, mit der man
das Rohr bewegt. Am bessten eigneten sich fiir unsere
Zwecke Fiden von etwa 0,2—0,3 mm. Diameter.

Fiir viele Fragen sind aber die, in dieser Weise her-
gestellten Fdden nicht geichmissig genug. In solchen Fillen
miissen die Fidden mechanisch gezogen werden. Die von uns
gebrauchte Einrichtung ist in beistehender Figur 1 abgebildet.
Diese besteht aus einem drehbaren Tisch der durch einen Motor
(Em) langsam ca 3 Rev. per Min, gedreht wird. Die Geschwin-
digkeit ist regulierebar. Auf diesen Tisch wird, wohl zentriert,
das Wasser oder die vediinnte Salzl6sung in einer weiten,
flachen Schale (Ge) gelegt. Die Auslaufskapiliare (K) wird mit
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einem kleinen Reservoir verbunden {Ap), das mit der Myosin-
josung gefiillt wird. Der Druck iiber der Myosinldsung wird
mit einer kleinen Gummipumpe (P) hergestellt, am eingeschal-
teten Manometer (M) kontrolliert und mit Hilie eines einge-
schalteten Gummiballes (B, innere eines Fussballen) stabilisiert.
Der Druck konnte durch 6ifnen bei E aufgehoben werden. Die
Kapillare und das Reservoir sind verschiebbar auf einen Quer-
balken montiert so, dass sie nach einen jeden Umlauf des
Tisches verschoben werden kénnen. Der Druck wird erst auf-
gesetzt und das Fadenziehen begonnen nachdem dic Fliissig-
keit im Gefiiss die Rewegung des Tisches aufgenommen hat.
Die Kapillare ist schriige gestellt, es ist aber auch vorteilhaft
ihr Ende etwas umzubiegen, um dieses noch mehr in die Aus-
laufsrichtung zu bringen. Das Ende der Kapillare ist etwa 1—2
cm. vom Boden der Glasschale entfernt. Der Faden setzt sich
in Form eincr Spirale auf den Boden des Gefisses und kann
ven diesem, nachdem er geniigend erstarrt is, leicht abgetrennt
werden,

Je nach Natur des Myosins konnen Fiden aus 0,5—5%
Myosin gezogen werden. Zur Untersuchung der Kontraktion
eignen sich Fiden vom 1—2% am bessten. Die aus konzentrier-
teren Myosinlésungen hergestellten Féden ziehen sich minder
gut zusammen, verdiinntere Lésungen geben zu lockere Féden.
Myosin B Lésungen iiber 5% sind zu viskds um iiberhaupt
verarbeitet zu werden,

Material.

Fiden kénnen unmittelbar aus dem 24 stiindigen Extract
(s. PANGA and SzENT-GYORGYI) gezogen werden, wenn der
Extrakt mit Salzldsung im Verhiltniss von 100:80 werdiinnt
und zentrifugiert wurde. Eine konzentrierte Myosinlésung lisst
sich erhalten, wenn man den Extrakt mit einer geringen Menge
von ATP (0,014%} verfliissigt, rasch zentrifugiert, die Fliissig-
keit abgiesst und wartet bis diese wieder gelatinisiert d. h. das
zugesetzte ATP gespallten ist.

Der 20 Min. Extrakt, wenn frisch zubereitet, gibtiiberhaupt
keine Fiden obwohl es etwa 2% Myosin enthilt. Das Myosin
fillt flockig aus, oder zerfliesst am Boden des Gefdsses. Der
Grund hierfiir liegt in der Anwesenheit von ATP das in Ge-
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genwart der hohen - Salzkonzentration vefliissigend wirkt. Um
Féaden aus dem 20 Min Extrakt zu erhalten muss man diesen
erst iiber Nacht im Eisschrank stehen lassen, in welcher Zeit
das ATP gespalten wird.. Aber selbst dann geben die Ausziige
meistens keine Fédden, da das Myosin A, aus dem das Myosin,
dieser Ausziige vorwiegend besteht, viel schwiichere Kohiisions-%‘
krafte hat, wie das Myosin B des 24 Stiindigen Extraktes. U
aus dem 20 Min. Extrakt Fiiden zu erhalten muss der Extrakt
neutralisiert werden. Ich gebrauchte zur Neutralisierung 5%
Essigsdure. Die berechnete Menge der Siiure wurde zugesetzt
und die Lisung sehr energisch umgeriihrt. Die Neutralisierung
hat keinen Einfluss aui die Kontraktionsfihigkeit der Fiden.
Ohne Neutralisierung lassen sich nur sehr diinne Faden u. zw.
bei sehr kleiner Auslaufsgeschwindigkeit herstellen.

Die Myosingxtrakptg_ sowie die Fidden konnen bei QO° meh-
rere Tage bis iiber eine Woche ohne Verlust an Aktivitiit be-
wahrt werden,

Sollten Faden aus gereinigtem Myosin hergestellt werden,
so wurden die Extrakte anlehnend an J. T. EDSALL, mit 3-
fachem Vol. Wasser verdiinnt und neutralisiert, das Prezipitat
abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, dann wieder in Salz-
I6sung gel6st. Das Salz wurde in Form eines feinen Pulvers
oder in Form einer konzertrierten Loésung zugesetzt, Zur Ho-
mogenisierung liess ich die Lédsungen vor Gebrauch einige
Stunden stehen und entfernte die Luftblischen durch Zentrifu-
gieren. Alle Manipulationen wurden bei O° ausgeiiihrt. Das
Myosin kann unter diesen Umstéinden wiederholit umgefillt
werden, ohne seine Aktivitit zu verlieren.

Das an der Zentrifuge abgeschiedene Myosin ist zu locker

_um eine geniigend konzentrierte (1—2%) Myosinlésung zu ge-
i ben. Um eine solche zu erhalten wurde das Prezipitat bei -15°
i befroren. Nach auftaven lisst sich das Myosin leicht auf

i

i ein geringes Volum bringen. Oft geniigt es schon das aufgetaute

]

Prezipitat mit einem (ilasstabe zu zerschlagen, wonach man
[l das Wasser einfach ablaufen -lassen kann. Das Myosin soll

. aber nicht zulange in gefrorenem Zustande gehalten werden da

.| vs sonst kornig wird.

H i

Die Faden, die aus derart gereinigtem Myosin hergestellt
wurden, kontrahieren ebenso als di aus dem primidren Fxtrakt
hergesteliten. Werden aber die Fiden aus derart gereinigtem
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Myosin in destilliertem Wasser hergesteilt, so schwellen diese
nach einiger Zeit enorm an. Dieses Schwellen kann durch ge-
ringe Mengen von Neutralsalzen hintangehalten werden, 0,002
mol KCl oder 0,6001 mol CsCl ist deutlich aktiv. Aus diesen
Criinden haben wir Fiden aus prezipitiertem Myosin stdts in
0,1 mol KCI und nicht in Wasser hergestellt. Wird die Myosin-
16sung vor dem Fadenziehen neutralisiert, so wird kein Schwel-
ien beobachtet und der Faden kann besser in Wasser gezogen
werden.

Untersuchung der Faden.

Zur Beobachtung und Messung der Kontraktionerschei-
nungen bringt man am bessten kurze, etwa 3 mm lange Stiick-
chen des Fadens in der betreffenden Ldsungen auf ein ausge-
hohltes Objektglas. Der Faden kann dann unter dem Mikroskop
beobachtet und mit dem Okular-

mikrometer gemessen werden. ‘jZeHqu.r'd- Gummi
Wir gebrauchten besonders di- Spatel

cke, tief ausgehdlte Objektgli-

ser.

Soll die Linge des Stiickes
gemessen werden, so ist es
wichtig dass die Schnittfldche
an den Enden schart sei. Zur Lk&

Mikro
pipette

Herstelling und Ubertragung
derartiger Faderstiicke eignet . b

sich ein aus Celluloid hergestell- ) Fig. 2.

ter Spatel besonders gut, (Fig.

2. a.) Das Myosin klebt zum Celuloid nicht. Der etwa 3 mm
breite Spatel wird unter den Faden gelegt, etwas aufgehoben,
dann streift man mit einem gebogenen, diinnen Galsstibchen
iiber die Rénder, wobei man den Faden abschneidet. Das abge-
schnittene kleine Stiickchen liegt am Spatel und kann mit diesem
leicht aus der Fliissigkeit gehoben und auf das Objektglas
iibertagen werden.

Sollte die Kontraktion auf Zugabe von ATP in verschie-
denen Salzen verfolg werden, so wurde die abgemessene Menge
der SalzlGsung (0,35 ml.) auf das Obiektglas gebracht und
das ATP (0,05 ml) aus einer kleinen, zur Kapillare ausgezogenen
Pipette zugesetzt, (Fig. 2 b.) u. zw. derart, dass die Ldsung
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in einem diinnen Strahl energisch eingeblasen wurde. Wird
dann noch Luft auf die Oberfliche der Fliissigkeit gebiasen so
wird die Lésung hierdurch energisch durchgeriihrt, was szhr
wichtig ist. Es ist auch wichtig darauf zu achten, dass der
Faden sicht nicht an das Glas anhafte und nicht am Rande,
sondern frei in der Fliissigkeit liege, also von allen Seiten
der Diffusion frei zuginglich sei.

In den Arbeiten vorliegenden Bandes wurde die Kontrak-
tion stits mit % der Verkiirzung ausgedriickt. Dicse Aus-
druckweise ist bequem aber irrefiihrend. Die richtige, aher
mehr komplizierte Weise wiire dje Kontraktion durch Messen
des Volumes des Fadens auszudriicken.

Dies sei mit folgendem, Beispiel erleuchtet: nehmen wir an
dass wir die Kontraktion zwier F dden vergleichen, Der eine Faden
verkiirzt sich (isodiametrisch) um 25, der ander um 66%. Man
wire also geneigt zu denken dass letzterer sich bloss 2,5-mal
mehr kontrahierte als ersterer. Wird aber das Volum berechnet,
s0 findet man, dass wihrend der erste Faden sich nur um etwa
40% zusammenzog, letzterer ¢ine Kontraktion von 97% zeigte.
Handelte es sich um Fiden, die urspriinglich 1,5% Myosin
enthielten so verlor der erste Faden 40% letzterer 98,5% seines
Wassers. Wiihrend der Myosingehalt im ersteren Faden von
1,5 auf 2,5 stieg, stieg der Myosingehalt im letzteren auf 50%.
Dieser letztere Faden besteht nun also praktisch genommen aus
festem, benetziem Myosin,

Diese Berechnung erkiirt auch warum in dem Vessuchen
tiber die in diesem Bande berichtet wird, die maximale Kontrak-
tion nie 66—70% iiberschritt. 66% Kontraktion wird sehr oft
gefunden, aber kaum iiberschritten. Zugleich verstehen wir
Wwarum der Kontrachierte Faden undurchsichtig wird.

Doppelbrechung und Kontraktion.

Die Myosinfiden, die in der beschriebenen Weise her-
gestellt wurden ziehen sich in der entsprechenden Salzldsung
aui Zugabe von ATP in ailen Richtungen gleichmissig zusam-
men, d. h, die Kontraktion ist isodiametrisch. Fig. 3. gibt die %
Kontraktion eines Myosinfadens in 0,1 M KCI. Wie ersichtlich
bleibt Kontraktion in der Querrichtung kaum hinter der Kon-
traktion der Lingsrichtung zuriick, (Abszisse: Zeit in Min.)
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Dieses von der Muskelfaser abweichende Verhalen der
Mpyosinfiden ist dem Umstande ziizuschreiben, dass die Myo-
sinmicellen im Faden, im Gegensatzt zum Muskel, nicht, oder
nur ganz schwach geordnet sind. Selbst wenn sich die einzel-
nen Micellen anisodiametrisch zusammenziehen muss die Kon-
traktion des Fadens isodiametrisch o
werden wenn die Micellen nicht ge- 70/:7
ordnet sind. Meistens hat aber der

. . 80 -
Faden eine sehr geringe Doppel- ,_g_ 60 Lange
. -, A
brechung, also eine ganz schwache £ 'fb'ic'-IE

Orientierung der Micellen und darum S 4o (/
bleibt auch dic Kontraction im Quer- §20
durchmesser hinter der Verkiirzung X

meistens etwas zuriick (Fig 3). : 8 1 2 3 4 5
Um die Micellen im Faden zu - ZeitinMin,
orientieren und somit die Verhilt- Fig, 3.

nisse des Muskels, so gut wie mdg-

lich, nachzuahmen, muss man den Faden spannen. Dann ordnen
sich die Micellen koaxial mit dem Faden. Diese Orientierung
kann durch Beobachtung der Doppelbrechung messend verfolgt
werden.

Leider aber konnen unsere, in Wasser gezogenen Fiden
nicht oder nur sehr unwesentlich (10—15%) gesteckt werden,
da sic zerreissen. Die in gew#nhlichem destillierten Wasser oder
CuCl. hergestellten Fiden sind dehnbar sind aber inaktiv und
geben keine Kontraktion mit ATP (s. Tab. 1.). Ris zu einem
gewissen Urade konnen die in KCI gezogenen Myosin Fiden
derart crientirt werden, dass man sie auf ein Objektglas bringt,
mit einem Deckglas bedeckt und durch Bewegen des letzteren
die Faden hin und herrollt. Der Faden zerreist hierbei, aber die
entstandenen fadenformigen Fragmente zeigen eine ausgespro-
chene Doppelbrechung. Auf Einwirkung von ATP werden diese
Fadenstiicke kiirzer und gleichzeitic um etwa 15—20% dicker.
(S. Tab. 1)

Ich bestrebte mich Verhiltnisse zu finden unter denen
dehnbare und doch aktive Fiden erhalten werden kénnen. Ich
versuchte Fiden an Stelle von Wasser, in verschiedenen Salz-
l6sungen oder organischen Lésungsmitieln herzustellen. Nach-
dem die frisch gezogenen Fiden 5 Min. lang in der betreffenden
Lésung verweilten untersuchte ich ihre Dehnbarkeit, dann iiber-



Tabelle 1.
Doppelbr. | Doppelbr. | ATP — Wirkung
Losung Dehnung | vor der nach der

Dehnung Dehnung | L¥nge %% | Dicke %6
0,1 KC1 10—15%0 - In Spuren | — 62 — 53
0,001 CuCl, 200040 0,33.10—¢ 18,5.10-4 — —
0,1 KCI gewalzt _— — 7,5.10— — 7 -+ 15
25%0 glycerin 200%/0 — 15,6.10— — 16 4+ 20
0,001 ZnS0O, 2000/o In Spuren 11,6.10— — 30 + 55

trug ich sie in 0,1 mol KCl und uniersuchte nach weiteren fiin{
Minuten untgr ATP Zugabe (0,18%) ihre Kontraktonsfihigkeit.
Zur Untersuchung der Dehnbarkeit gebrauchte ich den in Fig.

Hlemme Faden Schieber
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4 abgebildeten Apparat. Die Fiiden wurden an beiden Ende zwi-
schen zwei Plitichen eingeklemmt. Dann wurden die Schieber
auseinander gezogen. An der Skala konnte die Dehnung abge-
lesen werden, bei der die Faden rissen.

In Glycerin gezogen, werden die Fiden dehnbar ohne ihre
Kontraktilitdt zu verlieren. Am bessten eignet sich 25% Glyce-
rin, die Kontraktilitit geht aber auch in reinem Glycerin nicht
verloren. In reinem Glycerin steigt aber die Dobbelbrechung
auf Dehnen nicht,

Die untersuchten Katione kénnen in drei Gruppen geteilt
werden (s. Tab. IL):

1. Die die Aktivitdt nicht vermindern aber auch die Dehn-
barkeit nicht steigern (Li, Na, K, Mg, Mn.)

2. Die die Dehnbarkeit steigern aber die Aktivitit ver-
nichten, alse das Myosin denaturieren (Cu.)

3. Die die Dehnbarkeit bei gewissen Konzertrationen stei-



Tabelle II.
Losung Norm. Konz. Dehnbarkeit ATP — Kontraktion®/o
(l.dnge)

0,1 20 52

LiCl 0,01 20 60
0,001 30 58

0,1 —-_ 55

Na(l 0,01 — 51
0,001 20 58

0,1 10 62

KCl 0,01 10 62
0,001 10 62

0,1 10 59

CaCl, 0,61 20 55
0,001 20 55

01 Zerfliesst —

MgCl, 0,01 15 58
0,001 20 55

‘ 0,1 — 43
MnSQ, 0,01 — 50
0,001 — 00

0,1 203 —

CuCl, 0.01 230 -
0,001 80 6

0,1 130 10

ZnS0, 0,01 220 38
0,601 15 40

0,1 100 14

Aly(S50,), 0,01 100 21
0,001 10 47

0,1 40 17

FeCl, 0,01 95 23
0,001 30 40

0,1 30 44

Co(NQ,), 0,01 30 54
0,001 20 50

0,1 70 42

NiSO, 0,01 60 44
0,001 50 40
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gern aber die Aktivitit nur in geringerem Masse vermindern
(Zn, Al, Fe, Co, Ni). Natiirlich ist der Unterschied kein absolu-
ter und bei hoherer Konzentration wirken auch diese Katione
denaturierend.

Es ist scheinbar unméglich lone zu finden, die den Faden
dehnbar machen und die Kontraktionsfihigkeit ganz unbeeir-
flusst lassen. Die Dehnbarkeit scheint bereits cin Ausdruck der
Denaturierung zu sein.

Am giinstigen fand ich die Verhiltnisse bei 0,001 N ZnSQ.,

0 12 3 ¢
0 20 4080 :o £0 50 80.200% ! Zeit in Minuten

%
&0 Y T | r
Qn.KLle001a M0y,
2307 “50 [ 2
By ~Puf § nL Kc[o ,afnl'!na;
o0 Neo [l
S A £ L | a1k
6 a : g‘zg
| R /
2 _
5

Fig. 5. Fig. 6.

In der Fig. 5. wird der Zusammenhang zwischen Dehnung
und Doppelbrechung gegeben,

Werden die gestreckten Fiden losgelassen, so ziehen sie
sich wieder zusammen, die Dehnung ist also elastisch. Werden
aber die Fiden 10 minuten lang in gedehntem Zustande gehalten,
dann losgelassen, so behalten sie ihre linge. Qffenbar entwickeln
sich zwischen den benachbarten Micellen neue Verbinde.
Werden nun die also ,,gesetzen” Fiden in 0.1 KClI iibertragen,
hier 5 Min. lang belassen, dann ATP zugesctzt, so verkiirzen
sie sich, so wie der Muskel, unter gleichzeitiger Zuhnahme ihres
Querdurchmessers (s. Tab. 1.) (leichzeitig verschwindet ihre
Doppelbrechung.

Anlisslich dieser Versuche untersuchte ich ob die Wirkung
von Mg auf die Kontraktion spezifisch sie. Wie durch Szent-
Gyorgyi beschrieben, kann die aktivierende Wirkung von KCl
durch MgCl, bef6rdert werden. Ich fand, dass Mg in dicsen
Versuchen durch Mn and Co ersetzt werden kann. Das Ergeb-
niss meiner Versuche ist in beistehender Fig. 6 zusammenge-
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fasst. Ohne KCI geben CoCl. and MnCl., so wie das MgCl,
mit ATP nur eine schwache und langsame kontraction.

Zusammenfassung.

Technik der Herstellung und Untersuchung von Myosin-
fiden wird beschrieben.

Es wird gezeigt, dass Myosinfiden, in dblicher Weise
hergestelli, sich isodiametral zusammenziehen. Gesteckte Féden,
in denen die Myosinmicellen koaxjal zur Fadenaxe orientiert
sind, ziehen sich anisodiamatral zusammen: werden gleichzeitig
kiirzer und dicker.

Ahnlich wie im Muskel verschwindet die Doppelbrechung
wihrend der Kontraktion.

Die Wirkung verschiedener lone auf Dehnbarkeit und
Kontraktilitit wird untersucht. _

Es wird gezeigt dass Mn und Co bei der Kontraktion das
Mg erséitzen konnen.
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