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Uber Teilchengewichte von MuskeleiweiBkérpern und das van der Waalssche
Wirkungsvolumen der Myogenteilchen.

Von
Richard Stiver.

(Aus dem physiologischen Institut der Westfilischen Wilhelmsuniversitat
Miinster.)

(Eingegangen am 19.Januar 1933.)
Mit 5 Abbildungen im Text.

I. Die Zustandsgleichung von EiweiBlésungen.

Es wird allgemein angenommen, da8 die Verkniipfung zwischen
Stoffwechsel und Struktur der Gewebe sich an den ultramikroskopischen
Bausteinen der Struktur, d. h. an den einzelnen Kolloidteilchen (Kolloid-
molekiilen und Kolloidmicellen) abspielt. Die Priifung dieser Annahme
und dariiber hinaus ein Einblick in dieses Zusammenspiel setzt also
die Kenntnis des kolloidalen Feinbaues der Gewebe — jenseits des
mikroskopischen Feinbaues — voraus.

Soll festgestellt werden, wie der Betriebsstoffwechsel des Muskels
zu jenem Umbau der Struktur fiihrt, den wir als Kontraktion be-
zeichnen, 80 muB vorher bekannt sein, in welcher Weise der Muskel aus
seinen kolloidalen Bausteinen zusammengesetzt ist. KardinalgréBen
der Morphologie des Kolloidteilchens sind das Teilchengewicht und die
Raumerfiillung des Teilchens (das Wirkungsvolumen). Die Teilchen,
fiir die die Bestimmung dieser Gré8en in Frage kommt, sind die Teilchen
der Myogen- und der Myosinfraktion des Muskels, denn der Muskel
besteht im wesentlichen aus Myogen und Myosin!.

Die Bestimmung des Teilchengewichtes geléster Substanzen erfolgt
im allgemeinen durch Messung ihres osmotischen Druckes. Der osmotische

1 Vgl. H. H. Weber, Ber. ii. d. ges. Physiol. 61, 382, 1931 und auch
K. Meyer u. H. H. Weber, erscheint demnichst diese Zeitschr.
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Druck und das Molekulargewicht sind aber durch die ,,ideale‘* Zustands-
gleichung der Gase und Loésungen verbunden:

9. R.
p-V MR T,

fl

g _C
7.V RT » RT 1)
p = osmotischer Druck, V == Volumen der Lésung, ¢ = Gramm Substanz,
M = Molekulargewicht, C = ¢/V = Konzentration, RT = osmotische
Energie eines Grammolekiils bei der Temperatur T'.

M

Il

Durch Gleichung (1) ist also das Molekulargewicht aus osmotischen
Messungen einer idealen Losung zu errechnen. Eiweifllosungen genau
mefbaren osmotischen Druckes sind aber infolge ihres hohen Teilchen-
(Molekular-) Gewichtes nicht ,,ideale*’, sondern konzentrierte Lisungen.
Infolgedessen gilt im MeBbereich die van der Waalssche Zustands-
gleichung! in der Form?

p.(V—b)=p(V —gs)=g/M.RT. (2)

b
b = Wirkungsvolumen, s = —g— = gpezifisches Wirkungsvolumen, sonst

wie in (1).

Wird trotzdem aus einem gemessenen osmotischen Druck einer kon-
zentrierten Eiweillosung (von 19, an aufwirts) das Molekulargewicht
nach der ,,idealen‘ Gleichung (1) berechnet, so werden oft unzutreffende
Werte erhalten: Sorensen® hat so fiir Serumalbumin das Molekulargewicht
45000 erhalten, Adair* errechnete aus denselben Messungen Sdrensens
unter Beriicksichtigung der van der Waalsschen Beziehung das auch mit
ganz anderen Methoden?® als zutreffend bewiesene Molekulargewicht von

etwa 70000.

Die van der Waalssche Zustandsgleichung enthilt zwei Unbekannte:
das Molekulargewicht und die Raumbeanspruchung durch die geldste
Substanz; infolgedessen ist keine der beiden Unbekannten aus der
osmotischen Messung einer einzigen Eiweifkonzentration zu errechnen.
Liegt dagegen eine Messungsreihe von verschiedenen EiweiBkonzentra-

1 G. S. Adair, Proc. Roy. Soc. London 120, 573, 1928; G. S. Adair u.
M. E. Robinson, Biochem. J. 24, 1864, 1930; N. F. Burk, J. of biol. Chem.
98, 353, 1932; G. V. Schulz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 158, 237, 1932;
161, 441, 1932; Kunitz, J. gen. Physiol. 10, 811, 1927.

¢ Das a-Glied der van der Waalsschen Gleichung, das den Anziehungs-
kraften der Gas- oder geldsten Teilchen Rechnung trégt, fallt in Losungen
im allgemeinen fort, weil diese van der Waalsschen Krafte hier offenbar
durch Bindung (Adsorption) von Lésungsmittel abgesdttigt sind.

8 8. P. L. Sorensen, Proteins, The Fleischmann Co., New York 1925.

4 Q. S. Adair u. M. E. Robinson, 1. c.

§ . Svedberg u. B. Sjogren, J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928; G. §.
Adasr u. M. E. Robinson, l.c.; N.F. Burk, 1. c.
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tionen vor, dann kann aus dem Giltigkeitsbereich der van der Waals-
schen Beziehung in den sicheren Giiltigkeitsbereich der ,idealen‘
Gleichung, d. h. auf die Eiweikonzentration Null extrapoliert werden.
Ist das Verhiltnis C/p fir die Konzentration Null durch die Extra-
polation bekannt, so ist das Teilchengewicht M nach Gleichung (1)
berechenbar. Dann ergibt sich b — die Raumerfiillung durch das
gesamte Eiweil — und s — die Raumbeanspruchung durch 1 g Eiweil —
aus der van der Waalsschen Gleichung!.

Diese Extrapolation ist graphisch in jedem Falle durchfiihrbar. C/p
(Ordinate) wird als Funktion von C (Abszisse) im gemessenen Bereich auf-
getragen und die Kurve bis zum Schnittpunkt mit der Ordinate (C = 0)
verléngert. Die Extrapolation ist frei von jeder Willkiir, wenn die C/p-Kurve
eine gerade Linie ist.

Das ist immer dann der Fall, wenn das spezifische Wirkungsvolumen s,
die Raumbeanspruchung durch 1 g Eiweil, bei allen EiweiBkonzentrationen
dieselbe ist. Die van der Waalssche Zustandsgleichung 148t sich namlich
leicht in die Form

c M M.s c

p  RT RT
bringen, wenn man beriicksichtigt, da ¢g/V = C ist. Das aber ist die
Gleichung einer Geraden, die die Ordinate (C = 0) in M /RT und die
Abszisse (C/p = 0) in 1/s schneidet, wodurch 1/s und damit s unmittelbar
abzulesen ist.

Die Giiltigkeit der van der Waalsschen Beziehung gibt auler dem
Teilchengewicht das fir die Morphologie der Teilchen unmittelbar
wichtige und aullerdem vielseitig verwendbare Teilchenvolumen?,
Sie verlangt sehr erhebliche experimentelle Genauigkeit, damit die
Richtung der C/p-Kurve, in der Fehler von C vielfach vergrofert er-
scheinen, fir die erforderliche weite Extrapolation gentigend sicher
festgelegt ist.

II. Die Osmometertechnik.

Die Fehler bei osmotischen Eiweimessungen und ihre Vermeidung sind
bei Adair?® ausgezeichnet beschrieben. In Anlehnung an Adadér wird hier
Wert gelegt:

1. Auf groBe Ausschlage zur Erhohung der Ablesegenauigkeit: Ver-
wendung von geraden Osmometern (Abb. 1) mit fliissigem Paraffin6l vom
spezifischen Gewicht 0,885 als Manometerfliissigkeit. Nur in zwei Ver-
suchen mit hoher Myogenkonzentration (11,19 und 11,319%,) wurde Hg
in einem U-Manometer angewandt.

2. Auf genaue Bestimmung der Druckdifferenz innen und auBen:
Das Osmometer wurde genau bis zum Nullpunkt der Manometerskala
(maximaler Fehler etwa 0,5 mm) in die AuBenlésung versenkt. Der Meniskus

1 Z. B. bequeme Formeln: Adair, Biochem. J. 24, 1864, 1930.

2 G. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 158, 237, 1932; 160, 409, 1932;
161, 441. 1932.

¢ @. S. Adair, Proc. Roy. Soc. London 108, 629, 1925.
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der Innenlésung war bei einer lichten Kapillarweite von 1,2 mm auf 0,25 mm
genau ablesbar; der maximale Gesamtablesefehler der Differenz ist also
etwa 1 mm der Druckdifferenz (1 mm Paraffinél ~ 0,065 mm Hg).

3. Auf genaue Korrektur der Druckdifferenz: Die Kapillaritéts-
konstante fiir fliissiges Paraffin wurde fiir jedes Osmometer gesondert
bestimmt. Je nach dem Osmometer 7 bis 8 mm Paraffinél. Da im Versuch
die Grenze zwischen Paraffinél und Eiwei316sung (G, Abb. 1) im Osmometer
unter dem Meniskus des Auflenbades liegt, findet ein hydrostatischer
Auftrieb des leichten Paraffinéls von ¢/d,— ¢ statt (¢ = Niveaudifferenz
Paraffin—Wasser, d, = Dichte des Paraffins). Je nach Eintauchtiefe
betrug diese Korrektur 3 bis 4 mm Paraffinél = 0,19 bis 0,26 mm Hg.
Ein Fehler von 1 mm bei der Messung der Eintauchtiefe (0 — @, Abb. 1)
bedeutet einen Fehler von 0,13 mm Ol = 0,01 mm Hg.

Abb. 1. Osmometeranordnung.
A = AuBenlésung, B = Osmometer,
ST = Korkstopfen, 0—1—2—3 = Milli-
metereinteilung des Steigrohres, S
= gefetteter Schliff zwischen Steig-
rohrkuppel und Glasmanschette des
Manometers, [E = EiweiBlosung, P
= Paraffin§l, G = Grenze zwischen

Pund E = unterer Rand der Glas-
i manschette. O = Oberfiiche von A4
== = Nullpunkt der Millimetereinteilung

der Kapillare.

4. Auf Vermeidung falscher Gleichgewichte: Den Gleichgewichtsdruck
188t man in demselben Versuch mehrfach abwechselnd von oben und unten
erreichen (Abb. 2). AuBerdem wurde durch Verwendung gerader Steig-
rohren die Reibungsfliche der Manometerfliissigkeit méglichst klein ge-
halten.

5. Auf moglichst schnelle Einstellung des Gleichgewichtsdruckes:
Dies ist wiinschenswert, um die auBerordentlich langen Versuchszeiten
Adairs infolge der wiederholten Neueinstellung des Druckes (s. oben) zu
vermeiden. Denn die Konzentration der Myogenlésungen nimmt dauernd,
wenn auch sehr langsam (s. Kap. 3), durch Myogenfibrinbildung ab. Deshalb
wurde die Osmometermembran im Verhiltnis zum Fiillungsvolumen
moglichst groB gehalten: Osmometerhiilsen von nur 2,5 bis 3,0 ccm Inhalt,
Fiillung des Steigrohres und der Osmometerkuppel mit fliissigem Paraffin
statt mit EiweiBlosung bis zum unteren Rande der Glasmanschette (G,
Abb. 1), auf die der Kollodiumsack nach H.H. Weber! aufgeklebt ist.
Moglichst kristalloiddurchgiingige Membran, die auBerdem notwendig ist fiir

6. Die Einstellung eines ausschlieBlich kolloidosmotisch bedingten
Gleichgewichtsdruckes: Da die Myogenpréiparate immer ganz geringe
Mengen (s. Kap. 3) Rest-N-Substanzen unbekannten, moglicherweise nicht
ganz niedrigen Molekulargewichtes enthalten und auch wéihrend des Ver-
suchs bilden, miissen die Membranen auch fiir Kristalloide hohen Molekular-

1 Diese Zeitschr. 158, 443, 1925.
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gewichtes (etwa 1000) glatt durchgingig sein. Die Membran wird auf EiweiB3-
undurchgéngigkeit durch Sulfosalicylséureprobe auBlen, auf sonst méglichst
hohe Durchgiéngigkeit mit Erioglaucin (Mindestmolekulargewicht 800)
gepriift. Bei Fiillung mit 2,6 %iger Erioglaucinlésung muBte im Laufe
der ersten Stunde auflen Blauférbung auftreten und der maximale osmotische
Druck nach wenigen Stunden erreicht sein. Dieser durfte 2 bis 3.% des
theoretischen Druckes, der bei erioglaucinundurchgingiger Membran
hétte auftreten miissen, nicht iiberschreiten, eben infolge der Erioglaucin-
durchgéngigkeit der Osmometermembran; schlieflich muBte Ausgleich
der Konzentration und der osmotischen Druckdifferenz in 1 bis 2 Tagen
praktisch vollstindig sein. Gegen solche Osmometermembranen gibt das
Filtrat einer mit Sulfosalicylsdure enteiweilBten Myogenlosung, auf 8 mg-9%
Rest-N' eingeengt, den osmotischen Druck 0. Ein Rest-N-Gehalt von

Abb. 2.
Beispiel der Einstellung des wahren osmotischen Druckes.
Ordinate: Druck in Millimeter Paraffin6l. Abszisse: Zeit in Stunden. : Spontan-
bewegungen. --=p--: Neueinstellungen des Osmometermeniskus. Gleichgewichtsdruck
167 bis 168 mm.

8 mg-% ist aber mehrfach gréBer als der der gereinigten MyogenlGsungen
(vgl. 8. 275). Das Fehlen von EiweiBzersetzung wurde durch Sulfosalicyl-
séure-, Xanthoproteinprobe und héufige Rest-N-Bestimmung in der Aulen-
fliissigkeit gepriift.

7. Vermeidung der ,,Donnan-Korrekturen!: FEine isoelektrische
(pu 6,3) 4,56 %ige Myogenlésung gibt in 0,005 bis 0,5 mol. KCl immer den
gleichen osmotischen Druck (Donnan-Korrektur = 0); infolgedessen wurde
bei px 6,3 in 0,005 bis 0,01 mol. Phosphat gemessen.

8. EiweiBzersetzung: Versuchstemperatur im Winter 29 im Sommer
4% C (elektrischer Kalteschrank). Die Eiweil- und AuBlenlésungen waren
toluolgesiattigt, die AuBenlésung mit einem Toluolfilm iiberdeckt; das ganze
System gegen Bakterienfall und Verdunstung geschlossen (Abb. 1).

9. Fehlerfreie Feststellung der osmotisch wirksamen EiweiBkonzentra-
tion: Um die Konzentrationsanderungen, die in allerdings wohl nur mini-
malem Umfang? in den ersten Stunden des Versuchs durch Adsorption
an die Membran stattfinden koénnten, bei der Berechnung zu umgehen,
wurde die Konzentration am Schluf3 jeden Versuchs bestimmt.

Es bleibt also die Ungenauigkeit in der Bestimmung des osmotischen
Druckes unter 2 mm Paraffinsl, 0,13 mm Hg.

1 J. Loeb, Die EiweiBkorper. Berlin, Verlag Springer, 1924.
2 P. Rona u. E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 196, 197, 1928; 200, 152,
1928; 202. 453, 1928; G. S. Adair, Proc. Roy. Soc. London 108, 627, 1925.
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II1. Muskelprefsait und Mpyogenpriparate.

Die Darstellung der reinen Myogenldsungen erfolgte in frither be-
schriebener Weise! aus MuskelpreBsaft durch vier- bis achttégige Dialyse
bei 0 bis 4° C und etwa zehnstiindige Elektrodialyse bei Zimmertemperatur.
Es wurde dann aber, im Anschlufl an die Elektrodialyse, die Myogen-
konzentration durch Vakuumdestillation bei einer Temperatur unter 20°
auf 6 bis 129, Myogen eingeengt und nochmals 1 bis 2 Wochen nach-
dialysiert (zur Entfernung des Rest-N, der sich bei der Einengung anreichert).

Die Uberwachung der Priparation fand durch Leitfahigkeits- und
pu-Messungen, durch Kjeldahl-Bestimmungen des Gesamt-N in Anlehnung
an Bang statt. Es erwies sich dabei, daB es bei den Mikro-Kjeldahl-Be-
stimmungen besser ist, die Veraschungen gleichzeitig mit einem Leerwert
im ammoniakfreien Raum auf mindestens 4 Stunden auszudehnen, da
sonst die notwendig sehr kurze Uberfithrung unvollstindig wird (schwerer
flichtige Amine statt Ammoniak ?). AuBerdem wurde die Uberfiithrungszeit
auf 5 Minuten vom Anschluf des Kochkolbens an ausgedehnt. Die Vor-
lagevolumina waren dann immer noch klein genug zu einwandfreier jodo-
metrischer Titration. Die EnteiweiBung erfolgte durch Zugabe von 5 Teilen
96 %igen Alkohols auf 1Teil EiweiBlosung. Bei der Sulfosalicylsaure-
fallung spaltet sich Rest-N ab, bei der Fallung mit kolloidalem Eisen nach
Rona wird dagegen préiformierter Rest-N adsorbiert, wie sich an rest-N-
haltigem Filtrat vorher durch Sulfosalicylséure enteiweifBter Myogen-
I6sungen ergab. Der Rest-N-Gehalt nach EnteiweiBung durch Kochen ist
bei weitem am hochsten, es folgt die EnteiweiBung durch Sulfosalicylsdure,
durch Alkohol und schlieBlich durch kolloidales Eisen. Ob kleine Rest-N-
Mengen auch bei der Enteiweifung durch Alkohol neu entstehen, bleibt
zweifelhaft.

Die Zusammensetzung des Prefsaftes nach EiweiB-N und Rest-N
geht aus der Tabelle I hervor.

Tabelle I.
com O omng | RestNGehlt | ClgZen Qoo im
L mg-9/y mg-%o Rest-N vorhandenen N
219 6,0 1408 395 28
244 6,0 1254 365 29
319 6,0 1273 345 27
207 5,9 1127 352 31

Da der PreBsaft einfach aus den zerschnittenen Muskelfasern
mechanisch herausgedriickt wird, ist anzunehmen, dafl er die Zu-
sammensetzung des Faserinhaltes, soweit er fliissig ist, unverindert
wiedergibt. Damit stimmt iberein, dafl der durchschnittliche Rest-N-
Gehalt des PreBsaftes von 0,364 9, fast derselbe ist wie der Rest-N-

1 H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443, 1925.
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Gehalt des Warmblittermuskels?! von durchschnittlich 0,39 9,*. Damit
stimmt ferner iiberein, daB nach unverdffentlichten Versuchen? kein
Myosin in den Prefsaft iibergeht, da dieses infolge seiner Unléslichkeit
in physiologischer Salzlosung? im Muskel nur im Gelzustand vorkommt.
Damit stimmt schlieBlich iiberein, daB das Verhiltnis von Rest-N zu
EiweiB-N (letzte Spalte der Tabelle I) auch dann ungefiahr gleich bleibt,
wenn der Gesamt-N deutliche Konzentrationsverschiedenheiten zeigt
(vgl. Versuche 1 und 4 der Tabelle I): Der geringe EinfluB der Durch-
spiilungsédeme ist offenbar fiir Eiwei- und Rest-N-Konzentration
gleich. Es ist also anzunehmen, daf die EiweiB-N-Konzentration des
PreBsaftes mit der l6slichen Eiwei-N-Konzentration des Sarkoplasmas
ungefahr ibereinstimmt. AuBer Myogen sind aber weitere EiweiB-
kérper im PreBsaft nur in Spuren (s. unten) aufzufinden. Das Sarko-
plasma enthilt demnach etwa 79, Myogen.

Die gereinigten Myogenpriparate sind frei von Kristalloiden; die
spezifische Leitfihigkeit betrigt etwa 1.10-5. Sie sind fast frei
von Rest-N. Rest-N-Konzentration 0,0006 bis 0,0041 9%, N oder aber
0,07 bis 0,69, des EiweiB-N.

Sie enthalten kein Myosin, da etwaige letzte Spuren — mehr
kommt nicht in Frage (s. oben, PreBsaft) — bei dem vollsténdigen
Salzentzug durch die Dialyse und Elektrodialyse ausgefallen sein miiBten.
Ein erst kiirzlich entdecktes Globulin unklarer Bedeutung® scheint
ebenfalls restlos wihrend der Dialyse auszufallen, da es nur aus den
ersten Dialyseniederschligen isoliert werden kann. AuBerdem scheint
es nur in einer zu vernachlissigenden Menge von wenigen Prozenten
des GesamteiweiB-N vorzukommen. Sehr geringe Beimengungen von
Serumalbumin, die nicht sicher auzsuschlieBen sind®, wiirden schon
deshalb keinen Einflu auf den osmotischen Druck haben, weil das
Molekulargewicht von Myogen und Serumalbumin fast dasselbe ist.

Es erhebt sich nun die Frage, wie weit die Eiweiiteilchen im
Myogenpriparat dieselben sind wie im Muskel; denn Sérensen hat auf
Grund sehr umfassenden Materials die Meinung ausgesprochen, da8
priparativ gereinigte EiweiBkérper ganz etwas anderes sein konnten

! DaB der Rest-N-Wert des MuskelpreBsaftes etwas niedriger ist als
der des Muskels — er sollte etwas hoher zu erwarten sein, weil im Muskel
mit seiner nicht unbetrichtlichen EiweiBkonzentration ein nichtlésender
Raum existiert — beruht auf der betrachtlichen Odembildung infolge der
GefdBdurchspiilung.

* O. V. Fiirth, Handb. d. Biochem., 2. Aufl.,, 4, 345, Jena 1925.

* H. H. Weber, erscheint demnéichst in dieser Zeitschr.

3 J. V. Edsal, J.of biol. Chem. 89, 289, 1930.

t H. H. Weber, unverdffentlichte Versuche, erscheint demnichst in
dieser Zeitschr.

5 Derselbe, diese Zeitschr. 189, 407, 1927.

Biochemische Zeitsehrift Band 259. 19
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als die Proteine im lebenden Organismus. Sie seien aus dissoziablen
Komponenten zusammengesetzt, die bei den chemischen Eingriffen
der Reinigung (Anderungen des Salzgehaltes, des pr usw.) dissoziierten
und in anderen Kombinationen wieder zusammentriten als vorher.,
Bei dem mechanischen Herauspressen des fliissigen Muskelinhaltes
fehlen die vorausgesetzten chemischen Eingriffe.

Wird nun ein solcher MuskelpreBsaft unmittelbar (etwa 1 Stunde)
nach dem Tode des Tieres zur Messung des kolloidosmotischen Druckes
gegen m/10 Phosphat vom pr 6,3 angesetzt, so stellt sich innerhalb
24 Stunden ein osmotischer Druck ein, der tagelang konstant bleibt.
Werden am Schlufl des Versuchs die unléslichen Bestandteile des PreB-
saftes abzentrifugiert (3 bis 49, des GesamteiweiBes), so kann der
osmotische Druck mit der Konzentration des PreBsaftes an léslichem
Eiweil verglichen werden ; er ist dann nur wenig (etwa 5%, vgl. Kap. IV,
Abb. 3) kleiner als der osmotische Druck einer gleich konzentrierten,
hoch gereinigten, 2 Monate alten Myogenlésung. DaB er iiberhaupt
kleiner ist, kann zwanglos darauf bezogen werden, daBl eine leichte
Triibung wunléslicher oder niedrigdisperser Beimengungen (Globulin
unbekannter Herkunft, s. oben, Myogenfibrin) nicht restlos abzentri-
fugiert werden kann. Das Teilchengewicht des Myogens ist also offen-
bar in gereinigter Losung, im PreBsaft und also auch im Sarkoplasma
(s. 8. 274 £.) sicher fast gleich, wahrscheinlich vollstindig gleich.

Damit ist die Moglichkeit von solchen Sérensen-Reaktionen, die das
Teilchengewicht nichi beeinflussen, mnicht ausgeschlossen: Wihrend der
Myogenreinigung und -aufbewahrung finden Anderungen im EiweiB8bestand
der Losungen statt. Nach dem plétzlichen Salzentzug wihrend der ersten
drei Dialysetage sind etwa 15 % des urspriinglichen EiweiBes abzentrifugier-
bar, in denen die Hauptmasse des unbekannten Globulins neben F4irthschem
Myogenfibrin enthalten ist. Bei der Aufbewahrung in salzfreier Ldsung
fallen dann noch weiterhin Myogenfibrinmengen von 0,003 bis 0,005g
pro Tag und Gramm Myogen aus. Auflerdem bilden sich im Dialysat
dauernd sehr geringe Rest-N-Mengen aus dem Eiweif neu: 0,2 bis 0,26 mg N
téglich aus 1 g Myogen. Ungeféhr dieselbe Rest-N-Neubildung findet sich
auch im frischen PreBsaft; doch ist diese Angabe weniger genau wegen des
hohen Anfangsgehaltes an Rest-N. Bei hoher Salzkonzentration scheint
die Rest-N-Bildung beschleunigt zu sein: 0,5 bis 0,8 mg N téaglich aus
lg Myogen. Die angegebenen Anderungen wihrend des Aufbewahrens
sind nicht an dem kleinen Unterschied des mittleren Teilchengewichtes
von Presaft und Myogen schuld. Denn 16 und 54 Tage alte Myogen-
16sungen geben genau den gleichen osmotischen Druck, obwohl vom 16. bis
zum 54. Tage sich 5,49% des Eiwei-N in Rest-N verwandeln. Vielleicht
entsteht der Rest-N aus dem zu Myogenfibrin denaturierenden Myogen-
anteil.

IV. Teilechengewicht und Wirkungsvolumen des Myogens.

Der osmotische Druck von isoelektrischen Myogenlosungen und
von frischem Prefsaft bei4° C ist in Abb. 3 verzeichnet. Bei der Myogen-
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konzentration von 79, die im Sarkoplasma vorhanden sein diirfte
(vgl. Kap. I1I, S. 275), wiirde der kolloidosmotische Druck etwa 17,5 mm
Hg, bei Korpertemperatur also etwa 20 mm Hg betragen. Da die
fibrilliren Strukturteile des Muskels unloslich sind, diirfte diese Grofe
auch als kolloidosmotischer Druck des Gesamtmuskels anzusprechen sein.

F74
n
5o
Abb. 3. % /
Osmotischer Druck des Myogens 7% A
bei 2770 absolut. /
2¢ 7
Ordinate: Millimeter Hg. /
Abszisse: Gramm Myogen in z
100 cem = 0,1 Liter. 20
eseee (Gemessene Drucke bei e
reinem Myogen. 74
X Bei frischem Muskelpres- 7% //
saft.
7%
= p berechnet /
i R T 72
¥ /
== v
g.s J{
_9 . 8
&0 17282,4' P 74
= —g.198 ¢ >
0.1 — 5500 4
¢ 7
2 /
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Der osmotische Druck solcher Myogenlésungen ist keine ,ideale®,
d. h. geradlinige Funktion der Myogenkonzentration. Abb. 3 zeigt,
dal er dagegen genau der van der Waalsschen Zustandsgleichung:

g
BT
P=v5"45

folgt, wenn fiir M 81000*, fiir s 1,98 ccm eingesetzt wird.

1,98
1,98 = .
( cem 1000 lt)

* Erkennt man die 7'. Svedbergsche Regel an, daB monodisperse Eiweil3-
ldsungen ein Teilchengewicht von einem Vielfachen von 34 500 haben miissen,
$0 wiirde dieses Teilchengewicht fiir Polydispersitét sprechen. Versuche, eine
unmittelbare Entscheidung mit Hilfe von Fraktionierung des Myogens durch
Membranen abgestufter Porenweite herbeizufithren, leiten nicht zu einem
sicheren Urteil. Dagegen kénnte diese Frage mit der Ultrazentrifuge geklart
werden.

19*
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Die Ermittlung dieser beiden Gré8en wird aus Abb. 4 ersichtlich,
in der das Verhiltnis C/p in Abhéngigkeit von der Myogenkonzentration
gebracht ist. Der gefundene Wert C/p bei der Konzentration 0 betrigt
0,469. Hieraus ergibt sich nach Formel (1) (s. Kap.1) das mittlere

446 @
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Abb. 4. Cfp als Funktion von C.

Ordinate: C/p. Abszisse: ¢ = Gramm EiweiB in 100 cem. p in Millimeter Hg. o© o o = Ver-
suchspunkte.

Teilchengewicht: 10 . RT .0,469 = 81000* (fiir t =4°C). C/p wird
Null in streng geradliniger Abhingigkeit von der Myogenkonzentration
bei einer Myogenkonzentration von 50,59, {in der Abbildung zwecks
Raumersparnis fortgelassen). Dann aber ist (Kap. I, S.271)

100
— — 1
8§ = 505 1,98 cem
DaB die Geradlinigkeit der C/p-Kurve real und nicht durch Ver-
suchsungenauigkeit vorgetiuscht ist, folgt aus Abb.5. Die reziproke

£ /
270 71"
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Abb. 5. p/C als Fuanktion von C.

Sonst wie Abb. 4. o oo = Versuchspunkte. == berechnet aus Kurve Abb.4: % =

1
3
p

* Der Faktor 10 ist abweichend von Gleichung (1) hier eingefiihrt, weil
die Molaritat einer Losung nicht durch die in 100 ccm, sondern durch die
in 1 Liter geloste Grammzahl bestimmt ist.

1 Die Zahl 100 tritt im Zahler auf, weil die Myogenkonzentration in
Prozenten angegeben ist.
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Funktion p/C, die bei anderen Eiweilkorpern bisweilen geradlinig
verlauft?, zeigt durchaus die bei tatsichlicher Geradlinigkeit von C/p
zu erwartende Kriimmung. Das aber heilt (Kap. I), daB das spezifische
Kovolumen des Myogens fiir alle Myogenkonzentrationen mit hoher
‘Wahrscheinlichkeit dasselbe ist.

Diese Tatsache verdient Berilicksichtigung bei der Entwicklung der
aussichtsreichen Uberlegungen iiber den Zusammenhang zwischen Sol-
vatation und osmotischem Druck, die G.V.Schulz u.a. gerade an die
Inkonstanz des spezifischen Kovolumens, die sich bei Kolloiden nicht
selten findet, gekniipft hat.

Fragt man nach der physikalischen Bedeutung des spezifischen
Kovolumens s, so liegt es verhiltnismiBig nahe, es als das Volumen
zu deuten, das das geloste Eiweil mit seinem Wassermantel, kurz
das EiweiBhydrat, beansprucht. Dieser Schritt ist wiederholt getan:
Durch Burk? und vor allem G. V. Schulz in seinen systematischen und
sehr anregenden Arbeiten3, in denen er diese Deutung durch die von
ihm gefundene Ubereinstimmung des spezifischen Kovolumens mit
dem Quellungsvolumen derselben Substanz im Gelzustand und ihren
geeignet berechneten Viskositdtsvolumen im gelosten Zustande be-
griindet. Diese Deutung schien aber bisher mit einer gewissen Schwierig-
keit behaftet deshalb, weil das wvan der Waalssche spezifische Ko-
volumen viermal so groB sein sollte wie das wirkliche Eigenvolumen
der gelosten oder gasformigen Teilchen. Wird niamlich als wirkliches
Eigenvolumen der hydratisierten Kolloidteilchen das Volumen des
gequollenen Kolloids (Schulz4) oder aber der Hydratationsraum, das
maximale Volumen des nichtlésenden Raumes fiir Kolloide angesehen
(Adair®), so ergibt sich durch die Multiplikation mit vier ein Volumen,
das viel grofler ist als das spezifische Kovolumen. Eine derartige Multi-
plikation wire aber unrichtig, weil weder der Hydratationsraum noch
das Quellungsvolumen das wahre Volumen der EiweiBhydratpartikel
sein diirften. Fiir den Hydratationsraum 1Bt sich das selbst unter der
Annahme starrer EiweiBhydratkugeln beweisen. Man kann den Anteil
des Hydratationsraumes (HR.) am Gesamtvolumen der Losung (V)
theoretisch immer aus der Differenz des osmotischen Druckes eines

1 N.P. Burk, J of. biol. Chem. 98, 353, 1932; G. S. Adasr, Proc. Roy.
Soec. 120, 573, 1928.

2 Derselbe, J. of. biol. Chem. 98, 353, 1932.

3 Q. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 188, 237, 1932, und zwar
S. 252,

4 Derselbe, ebenda 158, 237, 1932, und zwar S. 252.
g 5 @. 8. Adair u. M. E. Robinson, Biochem. J. 24, 1864, 1930, und zwar

. 1876.
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Kristalloids bei Eiweifgegenwart (p,) und bei EiweiBabwesenheit (p,)
bestimmen (z. B. Weber-Versmold® durch Gefrierpunktsbestimmung)

HR. _ pa—m .

v Pei
Es wird nun sinngemi8 fir p, der van der Waalssche und fiir p der
,,ideale’ Wert des osmotischen Druckes eingesetzt und das wirksame
Volumen des Kolloids auf den kristalloidosmotischen Druck mit 4’
bezeichnet :

nRT nRT
HR. V—¥% 7V ¥
2 nRT =7
V—0b

Der Hydratationsraum (HR. = b') ist also bereits ein Wirkungsvolumen.
Dieses Wirkungsvolumen b’ der EiweiBteilchen auf den Partialdruck
zugemischten Kristalloids solite aber kleiner sein als das Wirkungs-
volumen b, das fiir den kolloidosmotischen Druck selbst mafgebend ist.
Denn bei gegebenem Eigenvolumen ist das Wirkungsvolumen dann ein
Maximum (und zwar gleich dem vierfachen Eigenvolumen), wenn alle
osmotisch wirksamen Teilchen gleich groff sind. Bei der Bestimmung
des Hydratationsraumes aber wird das Wirkungsvolumen des Kolloids
auf den osmotischen Druck von Kristalloiden bestimmt; es wird also
in einem Gemisch sehr verschiedener Teilchengréfen gemessen. In
Ubereinstimmung mit den experimentellen Befunden ist also der
Hydratationsraum kleiner, aber nicht viermal kleiner als das van der
Waalssche Kovolumen zu erwarten.

. DaB b’ kleiner sein muB als b, 148t sich durch eine einfache geometrische
Uberlegung zeigen, die hier nicht angefiihrt werden soll. TIhr KErgebnis
lauft darauf hinaus, daff dann, wenn Kristalloidmolekiille der Kolloid-
losung zugemischt werden, die Wegverkiirzung fiir die Kristalloidteilchen
bei einem Zusammensto mit den Kolloidteilchen dieselbe ist wie fiir ein
Kolloidteilchen, die Chance eines solchen ZusammenstoBes (die reziproke
GroBe der freien Weglinge) aber kleiner.

Ob die Annahme starrer EiweiBhydratkugeln iiberhaupt richtig ist,
soll hier nicht erértert werden. Es sollte nur gezeigt werden, daB selbst
dann keinerlei theoretische Schwierigkeiten beim Vergleich der Hydratations-
volumina als Hydratationsraum und als van der Waalssches Kovolumen
bestehen.

Auch das Quellungsvolumen ist nicht das wahre Eigenvolumen,
sondern vielmehr das Packungsvolumen der EiweiBhydratteilchen.
Uber den Anteil des wahren Eigenvolumens der Teilchen am Gesamt-

1 H. H. Weber u. H. Versmold, diese Zeitschr. 234, 62, 1931.
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2
volumen des Molekiilpaketes gibt der Lorenz-Lorentz- Ausdruck 732{!7};
1/
Aufschlufl. Der Brechungsindex n ist fir lufttrockene Gele mit etwa
109, Wassergehalt 1,5 bis 1,53 (Myogen, Serumalbumin, Gelatine,
Myosin)!. Der Lorenz-Lorentz- Ausdruck ist also 0,3, oder das Packungs-
volumen ist dhnlich wie das Wirkungsvolumen drei- bis viermal so grof8
wie das Higenvolumen. Bei weiterer Quellung diirfte sich das nicht
viel dndern, da anderenfalls eine sehr starke Volumenkontraktion zu
erwarten wire. AuBlerdem ist die spezifische Brechung in verdiinnten
Losungen (< 109,) ebenso groB wie in konzentrierten Gelen. Extra-
poliert man Adairs und Robinsons? Messungen auf 1009, Eiweil, so
ist » fiir Serumalbumin und Serumglobulin ebenfalls 1,52 und 1,51.
Das heillt aber: bei gleichem Hydratationsgrad sollten Quellungs-
(Packungs-) Volumen und Wirkungs- (van der Waals-) Volumen an-
nahernd gleich groB sein, wie es auch die Beobachtungen ergeben haben3.
Dies gilt dann natiirlich auch fiir fehlende Hydratation. Da das spezifi-
sche Volumen eines Grammes trockenen Eiweifles (1/Dichte) 0,745 ccm
betragt, ist also 0,745 ccm auch das Wirkungsvolumen eines Grammes
unhydratisierten EiweiBes in Losung. Die entsprechenden Uber-
legungen fritherer Untersucher?, Eiweillkorper seien dann hydratisiert,
wenn ihre Wirkungs- (b oder ') oder Quellungsvolumina groBer seien
als das spezifische Volumen, behalten also ihre Gitltigkeit.

Die FErorterungen lassen sich so zusammenfassen: Hydratations-
raum, van der Waalssches Wirkungsvolumen und Quellungsvolumen
sind theoretisch in mindestens anndhernd ,richtiger* Weise vom
wahren Eigenvolumen unhydratisierter und hydratisierter EiweiB-
teilchen abhéingig; sie sind also gleich brauchbare relative Malflstéibe
der Hydratation. Den quantitativ sehr dhnlichen GréBen, van der Waals
Volumen und Quellungsvolumen, scheint aber dariiber hinaus Be-
deutung als ,,absoluter Mafistab zuzukommen, indem sie wenigstens
in unkomplizierten Fillen3 gleichzeitig das Viskositatsvolumen dar-
stellen (Schulz®).

Wenn das richtig ist, wiirde sich aber die Moglichkeit bieten,
aus einem dieser Volumina und der Viskositit die Teilchengestalt

! Bestimmung am eingetrockneten Tropfen mit der Einbettungs-
methode.

2 G. S. Adair u. M. E. Robinson, Biochem. J. 24, 993, 1930.

3 @. V. Schulz, a.a.O.

4 8. P. L. Sorensen, Kolloidzeitschr. 53, 102, 1930; Polanyi, diese
Zeitschr. 104, 237, 1920; H. H. Weber u. Nachmannsohn, ebenda 204, 215,
1929; H. H. Weber u. Versmold, ebenda 234, 62, 1931.

5 Bei elektrischer Aufladung ist das Verhalten sehr kompliziert. Ettig
u. G. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931.

8 @. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. 161, 441, 1932.
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zu berechnen, die in die Viskositit als einzige weitere Variable eingeht.
Die Unterlage dieser Schulzeschen Uberlegung wird erweitert durch
die Feststellung, daB auch bei Myogen Viskosititsvolumen und van der
Waals-Volumen gleich sind, wenn man das Myogenteilchen als Kugel
betrachtet (spezifisches Viskosititsvolumen § = 1,90 cem, spezifisches
van der Waals-Volumen s = 1,98 ccm). Dafl Myogenteilchen Kugeln
sind, geht aber auch aus ihrer auBerordentlich hohen Ldslichkeit,
ihrer sehr niedrigen und normalen Viskositit und dem Fehlen jeder
Art von Doppelbrechung hervor. Man kann auch umgekehrt sagen,
durch die Ubereinstimmung von Viskositdts- und van der Waals-Volumen
wird die Kugelgestalt des Myogens bestétigt.

Uber die GroBe der Hydratation verschiedener EiweiBkorper,
gemessen als spezifisches van der Waalssches Wirkungsvolumen, gibt
Tabelle IT Auskunft. Sie zeigt, daf Eiweilkérper im allgemeinen,
Myogen im besonderen verhéltnisméBig wenig hydratisiert sind.

Tabelle IT.
Spez. van der
Autor Eiweif In Losun Molekular- %ﬁllisusrfgse-s

‘ g gewicht volumen
cem

Burk* . . . | Serumalbumin | Wasser, Acetatpuffer 74 600 0,745
Weber-Stover Myogen 0,01 molar Phosphat 81 000 1,98

Adair** . . Hiamoglobin Phosphat 70000 2,6

» ¥ |l Serumglobulin | 0,2 molar Phosphat 175 000 2,82
Burk* . . . | Serumalbumin | 0,74 molar (NH,),80,| 76600 3,92

* N. F. Burk, J. Biol. chem. 98, 353, 1932.
** @. 8. Adair, Proc. Roy. Soe. 120, 573, 1928.
*** G, 8. Adair, Biochem. J. 24, 1864, 1930.

Myogen ist also ein maBig hydratisierter Eiweikérper mit kugel-
formigen Teilchen vom (Molekular-) Gewicht 81000* wund einem
Wirkungsvolumen von 1,98 cem/g.

Von konzentrierten Harnstofflosungen ist bekannt, daB sie die
Teilchengewichte mancher EiweiBkorper stark verkleinern. Verhéltnis-
miBig hiufig werden Teilchengewichte gréBer als 34500 gerade auf
diesen Wert herabgesetzt. Auch bei Myogenldsungen ist das so: Der

* De Caro gibt fiir Myoprotein aus MuskelpreBsaft — einen Eiweil-
kérper, der allgemein wie von ihm selbst fiir identisch mit Myogen gehalten
wird — ein Teilchengewicht von 290000 (Amer. J. of Physiol. 90, 325, 1929)
bis 3200000 (Arch. di Sci. biol. 14, 247, 1930) an. Teilchengewichte und
seine Angabe, sein EiweiBkorper sei in H,O unléslich, sprechen gegen die
Ubereinstimmung mit genuinem Myogen.

! Burk u. Greenberg, J. Biol. Chem. 187, 197. 1930; Huang u. Wu,
Chin. J. Physiol. 4, 221, 1930.
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osmotische Druck einer 29%igen Losung steigt bei Gegenwart von
36 bis 459, Harnstoff so, daB sich nach der idealen Formel (1) ein
Teilchengewicht von 33000 berechnet. Wird dieses auf die wan der
Waalssche Zustandsgleichung korrigiert unter der Annahme, daB die
GroBe von b durch den Harnstoff nicht geindert wird, so wiirde sich
das Molekulargewicht 34000 ergeben.

In konzentrierten Rhodanidlésungen sinkt dagegen der osmotische
Druck, und zwar so, daf sich in 2 9%igen Myogenlésungen unter Vernach-
lassigung der wvan der Waalsschen b-Konstanten in 1,4mol. NH,SCN das
Molekulargewicht zu 337000, in 3 mol. ein solches zu 354000 berechnet.
Das ist merkwiirdig, weil Rhodanid ebenso wie Harnstoff die Léslichkeit
der Eiweillkorper auferordentlich erhéht.

V. Anhang. Die GroBenordnung des Teilchengewichtes vom Myosin.

Fur die Analyse der Hyperfeinstruktur des Muskels ist das Teilchen-
gewicht, mit dem das Myosin aus seiner fibrilliren Struktur in konzentrierte
Salzlésungen geht, vielleicht noch wichtiger als das Teilchengewicht des
Myogens. Leider ist es nicht genau zu bestimmen, da unveréndertes Myosin
nach Edsal' selbst unter optimalen Bedingungen nicht viel hoher als gut
19 loslich ist. Da gleichzeitig das Teilchengewicht aulerordentlich hoch
ist, betragt der osmotische Druck nur wenige Millimeter Ol. Die Wichtig-
keit des Micellgewichtes rechtfertigt aber auch eine nur gréBenordnungs-
maBige Angabe. Eine 1,02 %ige Myosinlésung ergab nach der klassischen
Gleichung ein Teilchengewicht von 1270000, eine auf 1,44 9, eingeengte
Myosinlésung ein solches von 526 000. Der richtige Wert mag dem hdheren
Ergebnis naher liegen, da beim Einengen ein gewisser Molekiilabbau nicht
unwahrscheinlich ist.

Durch eine 45 9%,ige Harnstofflésung wird der osmotische Druck ver-
haltnismaBig viel stiarker erhoht als beim Myogen; das in der oben angege-
benen Weise errechnete Molekulargewicht verminderte sich auf etwa 100000.

VI. Zusammenfassung.

1. Far die Erforschung des molekularen Feinbaues des Muskels
ist die Kenntnis des Teilchengewichtes der MuskeleiweiBkorper, des
Volumens und der Gestalt des Teilchenhydrates Voraussetzung.

2. Aus osmotischen Messungen konnen Teilchengewicht und
Hydratvolumen fiir dialysiertes Myogen sehr genau angegeben werden.
Das mittlere Teilchengewicht betrigt 81000, das Hydratvolumen
eines Grammes 1,98 ccm. Beim Myosin in Edsalscher Lésung ist nur
die groBenordnungsmifige Angabe des Teilchengewichtes mdglich.
Es liegt zwischen 0,6 und 1,2 . 108,

3. Das Hydratvolumen des Myogens ist hier als spezifisches van der
Waalssches Wirkungsvolumen des osmotischen Druckes gemessen;
Betrachtungen iiber den theoretischen Zusammenhang zwischen

1 @. T. Bdsal, J. of biol. Chem. 89, 289, 1930.
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Hydratationsraum (maximaler nichtlésender Raum), Quellungs-
volumen und van der Waals-Volumen lassen dies bei Beriicksichtigung
des Brechungsexponenten des Myogens und anderer EiweiBkérper
berechtigt scheinen.

4. Dieses Volumen von 1,98 ccm stimmt mit dem Viskositéts-
volumen des Myogens von 1,9 iiberein, wenn das Viskositdtsvolumen
nach der Hinsteinschen Kugelformel berechnet wird. Hieraus folgt
in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit dem sonstigen Verhalten
des Myogens, dalBl die Teilchengestalt des Myogenhydrates die einer
Kugel ist.

5. Ebenso wie bei einer Reihe anderer Eiweilkorper wird durch
konzentrierte Harnstofflosungen das Teilchengewicht des Myogens auf
34000 herabgesetzt. Beim Myosin erniedrigt sich durch Harnstoff
das Teilchengewicht auf etwa 100000. Konzentrierte Ammonium-
rhodanidlésung erhoht dagegen merkwiirdigerweise das Teilchen-
gewicht des Myogens auf iiber 300000, obwohl sie ein ausgezeichnetes
Losungsmittel fir EiweiBkorper ist.

6. Muskelpref3saft enthilt als EiweiBkorper fast ausschlieBlich
Myogen. Das Myogen des MuskelpreBsaftes und der gereinigten Ldésung
ist vollstindig oder weitgehend gleich. Die Zusammensetzung des
MuskelpreBsaftes scheint weitgehend dieselbe zu sein wie die des fliissigen
Muskelinhaltes, des Sarkoplasmas. MuskelpreBsaft enthilt etwa 79,
EiweiB, der osmotische Druck einer 7 9;igen Myogenlésung von etwa
20 mm Hg bei 37° C oder ein Wert, der ein wenig hoher liegt (Odem-
bildung bei der Muskeldurchspiilung, isoelektrischer py statt physiologi-
scher pr) diirfte also auch der kolloidosmotische Druck des lebenden
Sdugetiermuskels sein.
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