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Eine Besprechung der Lichtabsorptionserscheinungen an hoch- 
molekularen Eiweigstoffen gliedert sich zun~chst grunds~tzlich in die 
Behandlung zweier Effekte: 

1. Lichtabsorption im eigentlichen Sinne, das heiBt ~bergang des 
Molekfils in angeregte Zust~nde. 

2. Schw~chung des durch das Untersuchungsmedium tretenden 
Lichtstrahles dutch Streuung (Tyndall-Effekt) .  

Beide Erscheinungen stehen insofern in Beziehung, als beispielsweise 
chemische Eingriffe sowohl die Eigenabsorption, Ms auch die Streu- 
strahlung yon Proteinen beeinflussen k6nnen (vgl. sp/~ter II.  Tell). Fiir 
eine Diskussion absorptionsspektrographischer MeBergebnisse ist daher 
eine exakte Trennung der beiden Effekte unerl~gliche Voraussetzung. 

, , E e h t e "  L i e h t a b s o r l o t i o n  im u l t r a v i o l e t t e n  S p e k t r M g e b i e t .  

A d d i t i v i t ~ t  de r  P r o ~ e i n s p e k t r e n ;  q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g e n .  

Zieht man yon der Gesamtabsorption eines Proteins, das entweder 
kolloid gel6st oder lest - - M s  Ka'istall, Folie oder Faden - -  zur Unter- 
suchung vorliegen kann, die Tyndall-Absorption ab, so li~Bt eine im 
mit~leren Quarz-UV. zwischen 3200 und 4200 mm -1 auftretende 
Absorpt{on auf die Anwesenheit yon aromatischen Aminos/~uren, wie 
Tyrosin, Tryptolohan , PhenylManin oder auch yon Histidin, schliegen, 
w/ihrend Aminosi~uren mit aliphatischem Rest nur Grenzabsorption yon 
zirka 4300 mm -1 an erkennen lassen 1. Vor ahem die zuerst genanntea 

1 3I. Pestemer, Z. Elektrochem. 47, 20 (1940). 
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Aminos~uren besitzen oharakteristische Absorptionsspektren mit  scharfen 
Haupt-  und Teilbanden, so dab das Spektrum im Gebiete zwischen 3200 
und zirka 4200 mm -1 zur qualitativen Analyse eines EiweiBstoffes mit  
Erfolg herangezogen werden kann. 

Voraussetzung hierffir ist, dub einerseits die im Protein vorhandene 
Peptidbindung keine wesentliche Anderung des Spektrums der freien 
Aminos~uren hervorruft  und dab sich anderseits das Proteinspektrum 
addit iv aus den Einzelabsorptionen der darin als Bauelemente anwesenden 
Aminos~uren zusammensetzt.  

Die erste Frage ist bereits ~usffihrlich experimentell untersueht 
worden, l~aoh Messungen yon A s a h i n a  und Sh iba ta  2 an Phenylalanin, 
bzw. Angaben yon Franlcenburger  8 und A b d e r h a l d e n  4 bezfiglich des 
Tyrosins, sowie yon de Gouveia  5 fiber aromatisehe Aminos~uren im all- 
gemeinen l~Bt eine peptidartige Verkniipfung dieser Aminos~uren das 
Absorptionsmaximum unvergndert. In  gleiohe Riehtung weisen aueh 
die Untersuchungen yon H o l i d a y  6, G u t h m a n n  7 und A r n o l d  s. Die Peptid- 
bindung bewirkt lediglieh meist geringffigige l%otversohiebungen des 
kurzwelligen Kurvenastes 1. Der Beitrag der Carbonylehromophore 
selbst zur Gesamtabsorption yon Proteinen mit aromatisehen Amino- 
s~uren wird yon H o l i d a y  9 im Gebiete yon etwa 4200 mm -1 nur zu 
rund 17% angegeben und f~llt daher bei derartigen EiweiSstoffen nicht 
wesentlich ins Gewieht. 

Die Beobaehtung, dub beispielsweise die Absorption yon Seiden- 
fibroin zwisehen 3300 und 4100 mm -~ praktisch identisch ist mit  der 
Absorption einer w~Brigen L6sung yon 1-Tyrosin yon entspreehendem pH, 
erscheint somit durehaus verst~ndlieh und erwartungsgemg[P ~ Eine 
Eigenabsorption der Peptidbindung, wie sie yon A n s l o w  und N a s s a r  n 

bei ~ 3570 ~' angegeben wird, konnte yon uns an keinem der bisher 
untersuohten Proteine festgestellt werden. Aueh bei Gegenwart mehrerer, 
im erw~thnten Gebiete eharakteristisch absorbierender Aminos~uren ist 
Additivit~t der Absorption zu erwarten, da die ehromophoren Amino- 
s~uren im EiweiSmolekfil, dureh aliph~tisehe Kohlenstoffatome getrennt, 
zu den C0-Gruppen in isolierter Stellung liegen. 

2 T. A s a h i n a  u n d  Y .  Shibata,  Bull. chem. Soe. Japan 2, 324 (1926). 
3 W.  tZrankenburger, Naturwiss. 21, 116 (1933). 
4 E.  Abderhalden und R.  Haas ,  I~Ioppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 166, 

78 (1927). 
5 A .  J .  A .  de Gouve~a, ~ .  P .  Coelho und K. Sch6n, t~ev. Cienc, ias, Univ. 

Cohnbra 6, 391 (1937). 
G E.  R .  Hol iday ,  Biochemic. J. 30, 1798 (1936). 

H.  Guthmann,  K .  Schwer in  u n d  2'. Stghler, Strahlentherap. 39, 401 (1931). 
L.  B .  Arno ld  u n d  B.  Kistiatcowslcy, J. Amer. chem. Soc. 54, 1713 (1932). 
E.  R.  Hol iday ,  :Nature (London)143, 895 (1939). 

~o E.  Schauenstein ,  J .  F i x l  und O. Kratlcy,  ~Vih. Chem. 80, 143 (1949). 
~ G. A .  A n s l o w  u n d  S.  C. Nassar ,  J .  opt. Soc. America 31, 118 (1941). 
Monatshef~e ffir Chemie. Bd. 80/6. 54 
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Damit  erscheinen die Grundtagen ffir quanti tat ive Untersuchungen 
fiber den Gehalt yon EiweiBk6rpern an den erw~hnten Aminos~uren 
gegeben. Solehe Bestimmungen wurden auch bereits durchgeffihrt, 
wobei auf die Messungen von Scheibe am Tabakmosaikvirus 12, Freuden-  

berg, Dirscherl  u n d  E y e r  a m  Insulin 1~, B e r g m a n n  und N i e m a n n  14, bzw. 
Schauenste in  und Fix115 am Seidenfibroin hinzuweisen ist. Besonders 
hervorzuheben sind die grundlegenden Versuehe von H o l i d a y  6, der unter 
Ausniitzung der charakteristisch verschiedenen ptt-Abh~ngigkeit der 
Spektren yon Tyrosin und Tryptophan eine exakte Bestimmungs- 
methodik ffir beide Aminos~uren nebeneinander ausgearbeitet und er- 
folgreich an einer Reihe yon EiweiBstoffen angewendet hat. In  eigenen 
Messungen wurde diese Methodik ferner zur Analyse yon Aktomyosiu 
verwendet 16. Die Vorteile des optischen Verfahrens liegen vor a11em 
darin, dab das EiweiB in nur geringfiigig ver~ndertem Zustand, ohne 
Gefahr yon Verlusten oder yon sekundaren Umwandlungen dutch 
chemische Eingriffe, untersucht ~ r d  und auBerdem nur kleinste Mengen 
benStigt werden. 

Es erscheint verst~ndlich, dab die auf chemischem Wege ermittelten 
ProzentgehMte fast durchwegs etwas tiefer liegen als die spektrographisch 
bestimmten, worauf aueh Scheibe 1~ bei Tabakmosaikvirusaufnahmen 
hingewiesen hat. 

Tabelle 1. Verg le i ch  der  o p t i s c h  und  e h e m i s e h  b e s t i m m ~ e n  
1-Tyros in -  bzw. 1 - T r y p t o p h a n g e h a l t e  in E i w e i ~ s t o f f e n .  

Protein 

Seidenfibroin . . . . . . . . .  
Pferdeserumglobulin . . 
Caseinogen . . . . . . . . . . .  
Insulin . . . . . . . . . . . . . .  

l-Tyrosin % 

spektro- 
graphisch chemisch 

ll,1 10,0 
7,7 6,9 
6,95 6,2 

12,7 12,0 

1-Tryptophan% 

spektro- 
graphisch chemisch 

i 2,3 2,1 } nach Mes- 
sungen yon 

Holiday ~ 

E r k e n n u n g  d i k e t o p i p e r a z i n a r t i g e r  S t r u k t u r e n .  

In  den I'olgenden Absehnitten soll nunmehr auf eine weitere An- 
wendungsmSgiiehkeit des ultravioletten Absorptionsspektrums n~her 
eingegangen werden. Es handelt sich hierbei um eine speziellere Art  

12 A .  Butenandt und G. Seheibe, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 274, 
276 (1942). 

13 K .  Freudenberg, W. Dirscherl und H.  Eyer,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chem. 187, 89 (1930). 

1~ M .  Bergrrgann und C. Niemann ,  J. biol. Chemistry 122, 577 (1937/38). 
~5 j .  F ix l ,  Dissertation Universit/~t Graz, 19r 
18 E.  Schauenstein und E. Treiber, J. polymer. Sci. (ira Druck). 
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der Strukturuntersuchung, die zungehst an zwei Faserproteinen, dem 
Seidenfibroin und dem Aktomyosin, durchgeffihrt wurde. Die Voraus- 
setzung ffir eine solche Untersuchung besteht darin, dal~, gemi~B dem 
oben begriindeten Additivitgtsprinzip der Lichtabsorption von Proteinen, 
char~kteristiseh absorbierende Strukturelemente spektral nachzuweisen 
sein mfissen. Hier handelt es sich um das hgufig diskutierte Vorkommen 
yon Diketopipera,zinstrukturen in Eiweigk6rpernZT-~% Das Seidenfibroin 

4~ 

7 

J y 

F 
/ 

J 
3500 #000 #50, 3500 //000 r 

Abb. L 1-Tyrosin, 10 -~ m/1 in  Puffer .  Abb. 2. Glycyl- l - tyrosinanhydrid ,  10 -4 m/ l  
in 1)uffer. 

p g ~ < 6  . . . ( 1 )  p l - I ~ 9 , 0  . . . ( 4 )  p h i 6  . . . ( 1 )  p h i 9 , 0  . . . ( 4 )  
,, 8 , 4 . . . ( 2 )  ,, 9,6 . . . ( 5 )  ,, 8 , 4 . . . ( 2 )  ,, 9,5 . . . ( 5 )  

8 , 8 . . .  (3) 1 1 - - 1 3 . .  (6) 8 , 8 . . .  (3) ,, 1 1 - - 1 3 . .  (6) 

stellt ftir solche Messungen insofern eine besonders geeignete Modell- 
substanz dar, als es 1-Tyrosin als einzige zwisehen 3300 und 4200 mm -1 
char~kteristiseh absorbierende Aminosgure in betrgehtlicher Menge 
(vgL S. 822) enthgl~. Weist nun eine Diketopiperazin-Tyrosinverbindung 
eine charakteristische Absorption auf, bzw. bewirkt die Einffihrung des 
Ringes eine typisehe Vergnderung der Absorption des Tyrosinchromophors, 
so lassen sich fiber die Anwesenheit so]chef Strukturen konkrete Aussagen 
machen. Da die Untersuehung keinerlei ehemische Eingriffe in das 
Proteingeffige erfordert, erSffnet die Methodik die MSglichkeit, die 

1~ E .  A b d e r h a l d e n ,  Lehrbuch der physiologischen Chemie. Wien : Urban u. 
Schw~rzenberg. 1944. 

as N .  G a w r i l o w  nnd E .  S tache]ewa,  Biochem. Z. 238, 53 (1931). 
z9 A .  B lanche t iere ,  C. 1%. Acad. Sci. Paris 191, 1479 (1930). 

54 * 
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besproehene Fragestellung erstmalig enter  sieherem Ausschlul3 einer 
sekundi~ren Bildung solcher Ringsysteme zu untersuehen. 

Des Spektrmn yon T y r o s i n d i k e t o p i p e r a z i n e n  wurde zwar sehon von 
A s a h i n a  und S h i b a t a  2~ sowie A b d e r h a l d e n  4 ~usgemessen. Die mitge- 
teilten Daten zeigen jedoch keine befriedigende Obereinstimmung end 
werden aneh nieht ersch6pfend diskutiert, so dab eine Wiederholung 
dieser Nessungen unerl~131ieh erschien. Die Abb. I end 2 stellen die 
in Untersuchungen mit  E .  Tre iber  bzw. E .  B i i rgermeis ter  aufgenommenen 
Absorptionskurven yon Tyrosin und Glycyltyrosinanhydrid ~1, 2~ in Ab- 
h~ngigkeit vom pH-Wer t  einander gegenfiber. 

Tabelle 2. E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t  im M a x i m u m  
der  A b s o r p t i o n  ( v ' =  3400mm -1) y o n  w~13rigen 
1 - T y r o s i n l 6 s u n  ;en, in Abh~imgigkei t  v o m  pH. 

p~ log Sma x Sma x 1)tI log ema x Sma x 

6,0 
7,0 
8,4 
8,8 
9,0 
9,4 

1,94 
�9 1,94 

2,30 
2,48 
2,60 
2,81 

87,1 
87,1 
200 
302 
398 
646 

9,6 
10,2 
10,6 
11,0 
13,0 

2,96 
3,14 
3,25 
3,32 
3,35 

912 
1380 

1780 
2100 
2240 

Die pH-Funkt ion der Tyrosinabsorptionsbande (vgl. Tabelle 2) wird 
lediglich dutch des phenolisehe Dissoziationsgleichgewieht 

NH~ NH~ 

(-) ~- \ (-) 
H C O O  H C o o  

best immt 23-2~ und folgt der Dissoziationsfunktion 

o~ =- K / ( K  ~- 10 - ~ )  (Michaelis~6), 

worin ~ den Dissoziationsgrad und K die phenolische Dissoziations- 
konstante yon Tyrosin (1,3- l0 -1~ bedeutet. Der gemeinsame Kurven- 

so T.  Asah ina ,  BulI. chem. Soc. Japan 4, 202 (1929). 
21 E.  Tregber, Dissertation Universit~t Graz, 1948. 
22 E.  Biirgermeister, Dissertation Universit~t Graz, 1949. 
2~ p .  A .  Kober,  J .  biol. Chemistry 22, 441 (1915). 
2~ G. ~lorence, J .  Ense lme un4 F. Pozzi ,  Bull. Soe. Chim. biol. 17, 283 

(1935). 
~ W . F .  Ross,  J. biol. Chemistry 104, 531 (1934). 
36 L.  M~chaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin: Springer- 

Verlag. 1922. 
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s c h n i t t p u n k t  in Abb.  1 li~l~t ein echtes Umw~ndlungsgle ichgewicht  ohne 
Auf t r e t en  yon  Zwischenformen erkennen~L 

Demgegent iber  zeigt  das  Glycyltyrosinanhydrid wesent]iche Unter -  
schiede (Abb. 2). I n  den  be iden  Grenzs tad ien  der  Dissozia t ion (pH 6 
bis 7 bzw. 11 bis 13) bewi rk t  die Einff ihrung des Dike topipergz inr inges  
lediglich eine Ex t ink t ionse rh5hnng  des kurzwel l igen Kurvens t f ickes  und  
kSnnte  e twa mi t  dem Ef fek t  der  auf S. 821 erw~hnten  S~ureamidb i ldung  
vergl ichen werden.  Von p i t  z i rka  8,8 bis 9,5 t r i t t  im Bereieh yon  etw~ 
4000 m m  -1 eine deut l iche  Inf lex ion  auf 2s, der  - -  wie eine S u b t r a k t i o n  
der  en t sprechenden  reinen Tyros inabso rp t ion  ergibt  - -  ein reeh t  scharfes 
Di f f e renzmax imum bei  3950 m m  -1 zugrunde  l iegt :  

Tabel le3.  D i f f e r e n z s p e k t r u m  y o n  G l y c y l t y r o s i n a n h y d r i d  g e g e n  
1 - T y r o s i n  b e i  pI-[ = 8,8. 

v" log eTyrosi n log eAnhydrid ~Tyrosin eAnhydrid A e 

3700 
3800 
3960 
3950 
4000 
4050 
4100 
4150 
4200 
4250 

3,07 
2,94 
2,84 
2,83 
2,87 
2,93 
3,02 
3,12 
3,23 
3,36 

3,07 
3,01 
3,07 
3,12 
3,14 
3,17 
3,22 
3,30 
3,39 
3,52 

1175 
872 
693 
676 
742 
852 

1048 
1320 
1700 
2290 

1175 
1023 
1175 
1320 
1380 
1480 
1660 
2000 
2460 
3310 

151 
482 
644 
638 
628 
612 
680 
760 

1020 

Tabel le4.  D i f f e r e n z s p e k t r u m  v o n  G l y c y l t y r o s i n a n h y d r i d  g e g e n  
[ - T y r o s i n  b e i  pI-I = 9. 

~.' log eTyrosi n log eAnhydrid eTyrosi n SAnhydrid de 

3700 
3800 
3900 
3950 
4000 
4050 
4100 
4159 

3,07 
2,95 
2,90 
2,91 
2,98 
3,06 
3,17 
3,28 

3,07 
3,01 
3,07 
3,12 
3,14 
3,17 
3,22 

1175 
891 
795 
813 
955 

1149 
1480 

3,30 1906 

1175 
1023 
1175 
1320 
1380 
1480 
1660 
2000 

132 
380 
507 
425 
331 
180 
94 

Die Durchf i ihrung der  S u b t r a k t i o n  erscheint  in diesem Fal le  zul~ssig, 
da  e twaige b e i  der  Enol is ierung en t s tehende  zusi~tzliche chromophore  
Gruppen  jedenfal ls  in isol ier ter  Stel lung zum Tyros inchromophor  an- 

27 E. Schauenstein, Mh, Chem. 80, 70 (1949). 
2s Der Effekt  ist erwartungsgem~l~ exakt  reversibel! 
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genommen werden diirfen. Zu einer Diskussion dieser Differenzbande 
sind zun/~chst die bei pH-Erh5hungen denkbaren Xnderungen der 
ehromophoren Struktur des Molekiils zu beflrachten und daraus an Hand 
yon entspreehendem Vergleichsmaterial die wahrscheinliehste heraus- 
zugreifen : 

0 
H H 
C--N H 

- -  / /  

N--C H 
H 

0 

OH 

C----N H 

0--4 /--CH~--C C 

\ - -  ~\N=c / H H 
r 

OH 

I I  

OH 
I H 

C--N 

o - \  /--CH,--C H //C--H 
N--C 

OH 

I I I  

Bringt man die zu erwartende Enolisierung des Diketoringes in Zusammen- 
hang mit dem Auftreten der Differenzbande, so erscheint die Form I I I  

sehr unwahrseheinlich, da die isoliert stehenden HC:C-Bindungen  / 
erst bei We]lenzahlen yon oberhalb 5000 mm -1 ein Maximum erwarten 
lassen. Wie das folgende Vergleichsmaterial zeigt, erseheint es mSglich, 
dab an der Bande im Gebiete yon 4000 mm -1 eine C:N-Absorp t ion  
mi~beteiligt ist. Fiir die Existenz einer Tautomerie des Systems sprieht 
sehr iiberzeugend der yon P. Karrer aus dem 2,5-Dioxopiperazin ge- 
wonnene O,O'-Dibenzylester. 
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I , ,  I 
Verbindung v max ] 

C~H~- N = C = N  CzH~ 

, C = N - - O  ( - - )  
/ 

HaC 

I ] a C ) C  = N _ _  0 (__) 

H 

H~/ /C :  N- -O  ( - - )  

H ~ 

3900 mm -1 

N 3900 mm -1 

~-~ 3900 m m  - I  

3900 mm -1 

M o h l e r  ~9 

Kor t i~m ~o 

] 
i 
I 

L e y  und W i n g c h e n  31 

In te ressan te rweise  erwies sich die Azometh ing ruppe  nur  dann  als 
chromophor ,  wenn sie en tweder  als 

oder  

n ich t  aber  ~ls 

odeT 

1% 1% 
\ \ 

c--N--ol, c=~-H 
/ / 

R '  R '  

R 
\ \  
/ c : x -  ~, 

R '  

R 
\ 
/C=N--OH 

R" 

R 
\ 

C = N - - O R "  / 
R'  

~ H .  dFiohler, Das Absorpt ionsspektrum der chemischen Bindung. Jena :  
G. Fischer. 1943. 

eo G. K o r t i i m ,  Z. physik.  Chem., Abt.  B 43, 281 (1939). 
a1 H .  L e y  und H .  W i n g c h e n ,  Ber. dtsch, chem. Ges. 67, 501 (1934). 
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vorliegt a2. Da im hier untersuchten FMle nur die Gruppierung 

\ 
C=N--I~ / 

in Frage kommt,  erscheint eine ~ber t ragung der Ergebnisse yon Meisen- 
heimer und Dorner wohl gerechtfertigt. Auch die Ergebnisse der Unter- 
suchungen yon Hertel und Mitarbeitern ~3 weisen in dieselbe Richtung, 
sowie die Angabe Abderhaldens 3~, der bei Versuchen, die Enolform des 
2,5-Dioxopiperazins zu isolieren, auf eine Rotverschiebung der bei 
4500 m m  -1 liegenden Grenz~bsorption dcr Ketoform aufmerksam ge- 
macht  hat. Wir kSnnen demnach in der Tat  mit  ziemlicher Wahrschein- 
lichkeit annehmen, d ~  im Spektrum des Glycyltyrosinanhydrids im 
pH-Gebiet  oberhalb 8,8 die chromophoren C=N-Gruppen  die Absorption 
bei 4100 mm -1 mitbeeinflussen diirften. Beim Vcrgleich mit den 
Spektren der Abb. 1 zeigte sich nun, dal~ das Absorptionsspektrum 
yon nat ivem Seidenfibroin (Folienpr~ip~rat yon 5 bis 7 # Dicke) zwischen 
3400 und 3900 v' quanti tat iv iibereinstimmt mit  dem LSsungsspekt.rum 
yon 1-Tyrosin bei p H  8,4. Die Rotverschiebnng des kurzweltigen Kurven- 
anstieges um 100 v' ist sicherlich auf den Einflul] der Peptidbindungen 
zuriickzufiihren (vgl. S. 821). Nachdem auch eine potentiometrische, 
unter Luft~bschlu~ durchgefiihrte pH-Messung mittels Glaselektrode 
an der H~molymphe der Seidenraupc Werte yon 7,3 bis 8,4 ergab 3~, 
ermSglicht das Absorptionsspektrum in Anbetracht  der charakteristi- 
schen Unterschiede zwischen Kurve 2, Abb. 1 und Kurve 2, Abb. 2 die 
Aussage, d~l~ im nativen Seidenfibroin keine nennenswerten Mengen 
yon Diketopiper~zinringen vorh~nden sind. Diese Erkenntnis bezieht 
sich sinngem~Ll~ natiirlich zun~chst nur auf Diketopiperazinringe in 
Verbindung mit  Tyrosin. Lii~t man aber 0,5%ige Natronlauge bei 
Temperaturen oberhalb 4 0 ~  auf Seidenfibroin einwirken, so  erhi~lt 

33 j .  Meisenheimer und O. Dorner, Liebigs Ann. Chem. 502, 156 (1933). 
33 E. Hertel, Z. Elektroehem. 47, 29 (1941); Z. physik. Chem., Abt. B 48, 

298 (1941); 50, 382 (1941). 
34 E. Abderhalden und R. Haas, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 165, 

195 (1~26). 
35 Es mul3 bier auf pH-Messungen an der I-I~molymphe yon Bombyx 

Mori verwiesen werden, die yon S. Dem]onowsky, R. Galzowa und W. Ro- 
shdestwenlca, Bioehem. Z. 247, 386 (1932), Inittels der Chinhydronelektrode 
ausgeffihrt wurden. Bemerkenswerterweise fanden die Autoren jedoch hie 
hShere pI-I-Werte als maximal 7. Da ein Mel3fehler bei der yon uns bentitzten, 
hSchst empfindliehen Mel]methodik, ferner auf Grund der Absorptionskurve 
und aul3erdem an Hand der eindeutigen F/~rbung yon Indikatorpapier auger 
Betraeht bleiben mull, w~re nachzuprfifen, ob die yon Z. Kuwana, Jap. 
J. Zool. 9, 127 (1940), nachgewiesene Anwesenheit luftoxydationsempfmd- 
lieher Stoffe in der die Driise unmi~telbar umgebenden Fli~ssigkei~ Chinhydron- 
messungen nicht beeinflussen kSnnte. 
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man, wie J.  O. Fixl  zeigen konnte 36, nunmehr quantitativ das Spelctrum 
des Glycylty~vsinanhydride bei pH 13. 

Taobelle 6. Vorg le i eh  der  S p e k t r e n  y o n  S e i d e n f i b r o i n ,  G l y c y l -  
t y r o s i n a n h y d r i d  und  1 -Tyros in  im a l k a l i s c h e n  Bere ich .  

Se ide i f f i b ro in ,  m i t  0 , 5 %  G l y c y l t y r o s i n a n h y d r i d ,  
N a 0 ~  be i  60 ~ b e h a n d e l t  p H  13~ 1 -Tyros in ,  p ~  13 

h 
log mma X - -  log ~'min . . . .  ] 0,22 0,20 0,30 
v' ] 3430 3440 3400 Ell~X . . . . . . . . . . . . . . . . .  

~' . 3670 3660 3720 IFlt;~l . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dag es sich hierbei tats~tchlich um die sicher nich~ vollst~ndig re- 
versible Bildung eines neuen BindungschromophorS handelt, geht aus den 
folgenden Versuehen hervor: Ngeh Enffernung der Lauge dutch Aus- 
w~ssern und naeh neuerlichem Quellen in Phosphatpuffer vort p g  8,8 
erh~lt man nieht mehr die reine Tyrosinbande, sondern Kurven,  die 
sich aus einer Uberl~gerung der Absorptionen yon Tyrosin, Glycyl- 
tyrosinanhydrid und C----N-Gruppen bei pH 7 bzw. 8,8 ergeben. Dies 
sehlieBt die Annahme aus, dag der beobachtete Effekt auf die Pep~id- 
bindung des Tyrosins zuriickgehen k6nnte. 

Somit ist die sekund~ire Bildung yon Diketopiperazinen im Seiden- 
fibroin nnter dem EinfluB yon Alkali wohl iiberzengend naehgewiesen 
worden und es erseheint verst~ndlieh, dab solche Diketopiperazine 
(GlycylManinanhydrid, Glycyltyrosinanhydrid, Alanylserinanhydrid) yon 
Abderhalden beim Alkaliabbau yon Seidenfibroin aueh chemisch isoliert 
worden sindSL Eine Anwesenheit soleher Ringe (unter Beteiligung des 
Tyrosins!) a priori ist jedoeh naeh nnseren Untersuehungen im Gegen- 
satz zu der Ansicht Abderhaldens nieht anzunehmen. Die Frage nach 
der Bildungsweise derartiger Dioxopiperazinringe unter dem EinfluB 
des AlkMis kann zun~ehst noch nicht experimentell beantwortet  werden. 
Aueh ist es noeh nieht sieher gekl~rt, ob es sieh um Ringstrukturen inner- 
hMb einer Peptidkette oder um intermolekulare Binge handelt. Diese 
Fragen sind sicher nieht einfach zu behandeln, da eigene Versuehe er- 
gaben, dab die wichtigste physikalisehe Strukturuntersuehungsmethode, 
die BSntgenographie, auf die Ringbildung nicht eindeutig anspricht. 

Als zweites Beispiel sei das kontraktile EiweiB der quergestreiften 
3/[uskulatur, das Aktomyosin as, hier erwi~hnt. Es zeigt, in Phosphat-  

a6 j .  Fixl und E. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 143 (1949). 
sT E. Abderhalden, ttoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 265, 23 (1940). 
as Die in dieser Arbeit erw/ihnten Spektrogramme yon Aktomyosin be- 

ziehen sich stets auf Kaninehenaktomyosin, alas nach den Vorsehriften yon 
Szent-Gy6rgyi, Chemistry of Musc. Contr. New York, 1947, gewonnen 
w~lrde und dutch Einspritzen aus Flachdiisen in destilliertes Wasser odor 
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.1 

puffer von pH 6 bis 7,3 gelSst, oder als etwa 7 # dicker Film die in Abb. 3 
mit  1 bezifferte Absorptionskurve. Ermit tel t  man nach der eingangs 
erwghnten Methode nach Holiday 6 den Gehalt des Aktomyosins an 
Tyrosin und Tryptophan (8,0% Tyrosin, 1,3% Tryptophan),  so kann 
man sich zur Kontrolle der erhaltenen Werte eine entspreehend zusammen- 
gesetzte ,,ModellSsung I" herstellen, der man auch die weiteren, im 
Aktomyosin gefundenen, chromophoren Aminosguren Phenylalanin und 

5 

JSOO ~OOO 
~, tMll~ - I . ,  

.~-bb. 3. Ak tomyos in -L6sungsspek t rum.  
1 . . . p H  6 - - 7 , 3  4 . . . p ~  9,55 
2 . . .  ,, 8,4 5 . . .  ,, 11- -13  
3 . . . . .  9,0 

3000 

J3Ora#  

Abb. 4. 1 - - 4 :  ModellSsung , , I " ,  p g  6 , 3 . . . ( 1 )  
s,4...(2) 
9,0...(a) 

12,2... (4) 
Aktomyosin, pH 6,3 . . . . . .  (5) 

Histidin zusetzen kann 16. Nach dem auf S. 820 und 821 Gesagten er- 
gibt dann das Spektrum dieser LSsung einen MaBstab fiir die Zusammen- 
setzung des Proteins: Kurve  1, Abb. 4. Man erkennt sogleieh zweierlei: 

1. Die Intensitgten der Maxima yon Kurve  1, Abb. 3 und Kurve  1, 
Abb. 4 st immen quanti tat iv miteinander iiberein, wodurch der spektro- 
gr~phisch ermittelte Tyrosin- bzw. Tryptophangeh~lt  belegt wird 39. 

2. I m  kurzwelligeren Spektralgebiet, bereits ab 3700 mm -1, t r i t t  
jedoch eine erhebliche Divergenz zwischen Protein- und Modellspektrum 

sehr verdiinnte KC1-LSsungen in Form yon optisch klaren Filmen erhalten 
werden konnte (siehe Anna. 16, 21). 

39 Auch die chemische Analyse ergibt ftir ein analog durgestelltes Akto- 
myosin einen Tryptophangehalt yon 1,3% [H.H. Weber, N~turwiss. 27, 
33 (1933)]; ein Tyrosinwert is~ nicht publiziert. 
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uuf; da die in Abb. 3 wiedergegebene Proteinkurve bereits exakt um 
die Intensit~t der ultravioletten Streustrahlung korrigiert ist, seheidet 
der T y n d a l l - E f f e k t  als Erkl~rungsm6gliehkeit ~us. 

Es kann ferner ein EinfluB der Peptidbindung naeh dem auf S. 821 
Gesagte~. ffir so betrgchtliche Divergenzer~ nieht verantwortlich sein. Auf 
Grund der bis jetzt bekannten Zusammensetzung von Aktomyosin kommt 
eine zus/itzliche ~bsorbierende Aminosgure gleichfMls nicht in Betracht. 

So gelangt man zu der An- 
nahme, dab im Aktomyosin unter 
Umst~tnden bereits a priori ehro- 
mophore Diketopiperazinstruk- 
turen, bzw. C=N-Chromophore 
anwesend sein kSnnten. 

Zu einer Prfifung dieser zu- 
n~ehst als reine Arbeitshypothese 
anzusehenden Annahme ist all- 
gemein zu sagen, dab es sich 
dabei in Anbetraeht der Vielfa]t 
der m6gliehen Bindungskombi- 
nation naturgem~B stets um 
grobe N~herungsmethoden han- 
deln kann. Das experimentelle 
Kriterium der vorstehenden hypo- 
thetisehen Annahme gliedert sieh 
in folgende Absehnitte: Behand- 
lung des Aktomyosins mit StoL 
fen, die erfahrungsgem~B einen 
Abbal~ des Proteins unter ErhM- 
tung der schlieBlieh freigemaeh- 
ten Aminos~uren herbeifiihren. 

f 

// 
3 1,2 

3000 J500 ~000 

Abb. 5. Aktomyosin, 6h m. P a n k r e ~ n  
abgebaut, pH 7 ,8 . . . (1 )  

,, 9 ,0 . . . (2 )  
,, ~3,0...(3) 

4500 

Spektr~laufnahme einer ModellSsung , ,II",  die die chromophoren 
Aminos~Luren an Diketopiperazim'inge gebunden enth~lt. Untersuehung 
der pH-Abh/~ngigkeit des Nodellspektrums II .  Untersuehung fiber eine 
BeeinfluBbarkeit der angenommenen t~ingsysteme durch ~uBere mecha- 
nisehe Eingriffe. 

A b b a u v e r s u e h e .  
Versuehe mit E. Bi~rgermeister 4~ ergaben, dad die Absorptionsbande yon 

Aktomyosin vOllig nnver/indert bleibt, wenn alas Protein mi~ 0,1 n HCl 
bei 18 ~ mit 50~oiger Schwefels/~ure bei etwa 40 ~ und mit 10~oiger NaOH 
6 bis 8 Stunden lang gekoeht wird. SpektrMe Ver/~ndertmgen, wie sie Hicks 
und Holden ~1 bei der Sgm'edenaturierung yon Serumeiweil3 und Eialbumin 
beobachtet haben, k6nnen somit bei Aktomyosin nicht best/~tigt werden. 

me E.  Bi2rgermeister und E. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 310 (1949). 
4~ C. S.  Hicks und H.  F .  Holden, Chem. Zbl. 193~ I, 1893. 
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Setzt man jedoch Aktomyosin 4 bis 6 Stunden lang der Einwirkung yon 
Pankreat in bei pI-I 7,8 und einer Temp. yon 37 ~ aus, so resultiert das 
Spektrum i der Abb. 542. Bringt man die so' behandelte ProteinlSsung mlf 
pI-I 9 und  sodann auf pH 13, so erh~lt man die Spektren 2 und  3 der Abb. 5. 
Ein  Vergleieh mit  den Absorptionsspektren der ModellSsung I (Abb. 4) 
zeigt bereits bei oberfl~ehlieher Betraehtung, dal? die Einwirkung des 
Ferments das Proteinspektrum weitgehend dem Spektrum einer LTsung 
der freien Aminos~uren angen~ihert hat. Die Durehffihrung des Versuche~ 
bei versehiedenen pI-i-Werten erlaubt nun  aueh die tPeststellung, dal~ beim 
Fermentabbau die Tyrosin- bzw. Tryptophanbande (als die im wesentliehen 
die Absorption bestimmenden Komponenten), sowie aueh ihre eharakteri- 
stisehe pI-I-Abh~ngigkeit keine Ver~nderungen erfahren haben. Dies be- 
reehtigt zu der Annahme, dal3 der fermentative Abbau die Eigenabsorption 
von Tyrosin und  Tryptophan nieht beeinflul?t bzw. dal3 die gemessenen Ver- 
/~nderungen im Proteinspektrum in der Tat ein Versehwinden der urspriing- 
lieh vorhandenen zus~tzliehen Chromophore anzeigen. In  diesem Zusammen- 
hang ist zu sagen, dab H o l i d a y  9 - -  leider ohne quantitative Daten mitzu- 
teilen - -  darauf aufmerksam gemaeht hat, daft spektrale Verfinderungen 
beim Serumglobuli n w~hrend des Fermentabbaues (vgl. Messungen vo~ 
H a u r o w i t z  und A s t r u p  aa) auf eine Ver/inderung der Eigenabsorption yon 
Tyrosin und Tryptophan zuriickzufiihren seien. In  Anbetraeht dessen hieltei~ 
wi res  ffir notwendig, einen Verdauungsversuch mit  den freien Aminos~uren 
durehzuf(ihren, der, wie die folgende Tabelle 7 zeigt, eindeutig ergab, daft 
die Absorption der aromatisehen Aminos~iuren dureh die Einwirkung von 
Pankreat in  quant i ta t iv  unvergnder t  bleibt. 

Tabelle7. Konstanz der  Liehtabsorption aromatiseher 
Aminos/turen gegentiber Pankreatinbehandlung. 

ModellSsung I, pH 7,7. 

~" l]iiil -I 

3450 
3500 
3540 
3800 
3900 
4050 
4200 
4250 

Unmittelbar nach Zusatz 
yon Pankrea t in  log s' 

6 Stunden bei 37 ~ mi t  
Pankreat in  behandelt  

log e' 

0,50 
0,83 
1,08 (max.) 
0,87 
0,67 
0,49 (rain.) 
0,74 
0,94 

0,55 
0,85 
1,08 (max.) 
0,90 
0,67 
0,46 (min.) 
0,70 

i 0,96 

Fehlergrenze : 
0,03 in 

log s' 

T a b e l l e  8. 

I pH 7,7 pit 9,0 pt][ 13 

Prozent abgebaute ZusatzabsorptiQn I 50 70 80 (Mittelwerte) 

42 I n  die Vergleichskiivette wurde eine gleichkonzentrierte Pankreatin- 
15sung yon p t I  7,8 gefiillt. 

4s F .  Haurow~tz  und T. A s t r u p ,  Nature (London) 143, 118 (1939). 
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Eine Auswertung der Kurven 1, 2, 3 der Abb. 5 zeigt, dab der Abbau 
im Mittel mehr als 60~o der Zusatzabsorption erfagt hat. Ein vollst~ndiger 
fermentativer Abbau wiirde in vivo ohne Zweifel zu beobaehten sein, ist 
a.ber in vitro grundsgtzlieh hie zu erwarten, worauf schon Abderhalden ~7 
aufmerksam gemaeht hat. Nghmen wir aber an, dal3 der ganze Effekt nu t  
auf eine Aufspaltung der normalen Peptidbindung zuriiekginge, so wiirde 
dies bedeuten, dag aueh die bei pH 6 his 7 beobaehtete gr61~te Differenz zwisehen 
Protein- und  Modellspektrum I dem EinfluI~ der Peptidbindung zuzusehreiben 
wgre; diese Differenz wiirde verringert, wenn man dem Aktomyosin ein hSheres 
, ,Eigen-pH" als zirka 7 zusehreiben wiirde. Da aber hierfiir Werte oberhalb 
8,4 nicht in Frage kommen (vgl. Abb. 3, Kurven 1 und  2), so bleibt aueh 
dann  die Differenz so betr~ehtlieh, dag sie dureh den Einflul~ der Peptid- 
bindung (CO-Absorption) allein niemals erklgrbar wiirde. Au~erdem spreehen 
die dureh meehanische Eingriffe bewirkten spektralen Vergnderungen (S. 820) 
eindeutig gegen eine soleh~ Auffassung. 

Gegenstand weiterer Untersuehungen mugte es daher sein, die Art dieser 
Bindungen ngher zu untersuehen. 

H e r s t e l l u n g  d e r  M o d e l l S s u n g  , , II" .  

Stellt mall Mch eine Modell6sung nun  dadurch her, indem man zu einer 
Misehung der freien chromophoren Aminos~iuren des Aktomyosins die Tyrosin- 
komponente, gebunden an einen I)iketopiperazinring, zusetzt, so erh~ilt man 
bei pH 7,3 ein Spektrum, das beim Vergleich mit  dem Proteinspektrum 
bei diesem pt t -Wert  (Kurve 1, Abb. 3) zeigt, da~ die diketopiperazinartige 
Bindung lediglich der Tyrosinkomponente als Glyeyltyrosinanhydrid 

O H 
C--N t I  

~ o ~ c ~  _ c  / \ / \ _ _ /  [ \ / c\ 
I-I N--C H 

t t  O 

noch nieht die Absorptionskurve des Aktomyosins ergibt. Da nun  einerseits 
eine solche Bindung im I-Iinblick auf die MannigfMtigkeit derartiger Bindungs- 
mSglichkeiten in Eiweig nur  als sehr grobe modellmggige Vereinfaehung 
angesehen werden darf und  anderseits fiber die Dissoziationsverhgltnisse 
im Aktomyosinteilchen nichts Sicheres bekannt  ist 44, erscheint die noch 
vorhandene Diskrepanz niebt so wesentlich, wie die Frage, wie sich die pi t -  
Funkt ionen yon Modellspektren I I  und  Proteinspektrum z-ueinander ver- 
halten. 

Zun~chst sei hier die pg-Abhgngigkeit  des Aktomyosinspektrums n~her 
behandelt. Die Kurven der Abb. 3 zeigen, dag das Aktomyosin beiXnderungen 
des pI-I-Wertes im wesentlichen nur  drei typische Absorptionskurven aufweist : 
Das flaehe Maximum bis pH zirka 7,3, den praktisch geradlinigen Kurven- 
typ, der zwischen pK 8,4 bis gegen 10 im wesentlichen unvergndert  erhalten 
bleibt, und  den alkalisehen Typ mit bathoehromer Verschiebung der Gesamt- 

4~ Franl~enburger sehliegt beispielsweise auf eine betr~chtliehe phenolisehe 
Dissozi~tion des in der I~aut ~nwesenden Tyrosins, deren AusmM~ einem 
weit~us hSheren pI-t-Wert als 7 entsprechen mflgte (siehe Anm. 3). 
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bande. Demgegenfiber zeigt die Modell6sung I, wie Abb. 4 veranschaulicht,  
eine wesentlich differenzierte pFI-Abh~ngigkeit ihres Absorptionsspektrums, 
in der die charakteristische pH-Funkt ion des Tyrosinchromophors, streng 
additiv fiberlagert yon der Tryptophankomponente,  charakteristisch zum 
Ausdruck kommt. Man entnimmt der Abb. 4 sofort, daI~ die drei Grund- 
typen der Aktomyosinabsorption in diesen Kurven fiberhaupt nicht auf- 
treten. 

Tabelle 9. p t ~ - A b h ~ n g i g k e i t  y o n  M o d e l l s p e k t r u m  II .  

1 

pH 

7,3 
8,4 
8,6 
9,0 

11,0 . 

13,0 

Aktomyosin 

l ~  m ~'lnax 

0,14 3630 
0,05 3630 
0,03 3630 
0,03 3630 
0,03 3500 
0,03 3500 

3000 3500 4~000 .~500 

Abb. 6. ModellSsung , ,II".  
p~ 8,4 . . . . . . .  (D 
,, 8,6 . . . . . . .  (2) 

8,8 
,, 9,0 u'S "" B ~3~ 

~1--13 . . . . .  (~) 

V'mil] 

3980 
3900 
3900 
3900 
3700 
3700 

~'min 

4000 
4000 
3950 
3900 
3700 
3700 

Modell , ,II" 

~'n~ax A log m 

3630 0,35 
3630 0,16 
3630 0,14 
3630 0,04 
3500 0,04 
3500 0,04 

Ein grunds~tzlich anderes Bild er- 
gibt j edoch die pH-Abh~ngigkeit  der 
ModellSsung II ,  wie sie in Abb. 6 dar-  
gestellt ist. t t ier  sehen wir die drei 
Grundtypen der Aktomyosinabsorp- 
tion bereits in guter Annaherung ver- 
treten. Aufschlul3reich ist auch der 
Vergleich yon Kurve 4, Abb. 6, und 
5, Abb. 3, der zeigt, dal] die fiir das 
anhydridgebundene Tyros.in typische 
Bande bei 4000 ram -1 im Modell- 
spektrmn I I  merklich h6her liegt als 
im Proteinspektrum. Man kann da- 
her annehmen, dab im Aktomyosin 
nur ein Teil aller Tyrosinmolekfile 
an Ringstrukturen gebunden ist und 
die bei einer entsprechend zusammen- 
gesetzten Modell6sung bei niedrigerem 
pH auftretende Differenz auf das 
Proteinspektrum durch ein drittes 
Absorptionsinkrement bei 4000 mm -1 
auszugleichen sein wird. Dieses soll 
- -  zun~chst als A r b e i t s h y p o t h e s e -  
C=N-Chromophoren innerhalb der 
Peptidke~ten zugeschrieben werden. 

Tabelle 10 fiihrt in der letzten 
Spalte die bei der Alkalisierung von 
Aktomyosin (pH 7 auf 8,6) sich er- 
gebende Differenzabsorption an, die 

bei 3950 mm -~ ein scharfes Maximum aufweist. 

Zur wei teren Klars te l lung der vorhin  hypothe t i sch  angenommenen  

Dike topiperaz ins t ruk turen  sei folgende Real is ierungsmSglichkei t  h ie rmi t  

zur Diskussion gestel l t :  
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HN 
N / 

c = 6 . .  H--N 
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N--H .............. O=C 
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C - - O ~  .............. N 
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Tyr.--  C--IS H - - C - - X  

Q 
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N ............. H - -O- -C  

C N 
~N 

I I  

Tabelle 10. A l k a l i s i e r u n g s e f f e k t  bei  A k t o m y o s i n l 6 s u n g :  
pt{ 7,0 ~ 8,6. 

835 

v' [mm 1] log e ' p ~  7 log e 'pt  { 8,6 e'pl~ 7 e'p~[ 8,4 A s" 

3670 
3700 
3800 
3900 
3950 
4000 
4050 
4100 
4150 
4200 

1,08 
1,08 
1,03 
0,97 
0,95 
0,96 
1,01 
1,08 
1,20 
1,40 

1,08 
1,08 
1,08 
1,08 
1,08 
1,08 
1,11 
1,17 
1,26 
1,40 

12,0 
12,0 
10,7 

9,3 
8,9 
9,1 

10,2 
12,0 
15,8 
25,1 

12,0 
12,0 
12,0 
12,0 
12,0 
12,0 
12,9 
14,8 
18,2 
25,1 

0,0 
0,0 
1,3 
2,7 
3,1 
2,9 
2,7 
2,8 
2,4 
0,0 

Hier  wfirde I I  bezfiglich der Stellung der N C = N - G r u p p e n  zum 
/ 

Tyros inchromophor  mit  I I ,  S. 826, durchaus vergleichbar sein. 
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Es wiirde sieh also nieht um ,,echte" Diketopiperazinringe handeln, 
sondern urn dureh Wasserstoffbriieken zwischen den Peptidketten 
realisierte ,,Pseudo"-Diketopiperazinringe. 

Fiir eine derartige Interpretation spricht vor allem der Umstand, 
dal~ das Vorliegen richtiger Diketopiperazine in Eiweiltstoffen zu schwer 
zu vereinbarenden Widerspriichen mit den aktuellen Ergebnissen der 
rSntgenographisehen Strukturuntersuehung fiihren wiirde. Ferner spricht 
fiir eine derartige Deutung die gesieherte Anwesenheit yon Wasserstoff- 
briieken in Faserproteinen, wobei hauptsgehlieh auf Spektralunter- 
suehungen im Ultrarot hinzuweisen ist45; auBerdem das Verhalten des 

Aktomyosins gegeniiber Sguren und 

i 

~ j  . . . . .  

~, ~,n/~ -1 

Abb.  7. Spektl 'um ~on k k t o m y o s i n -  
f i lmen,  in Wasser  gequollen:  

1: ungedehn t ;  
2 : 2 % gedehn t ;  
3: > 5 % gedehnt .  

I 
i I 

I 

I 
I 
I 

I 
I 

gequollener Aktomyosinfilm 

Basen (vgl. S. 831), das mit den ehemi- 
schen Eigensehaften eehter Dioxopipe- 
razine nicht in Einklang steht. 

Die Kurvenschar der Abb. 3 zeigt, 
dagI die Lichtabsorption yon Aktomyosin 
wesentlich unempfindlicher gegen pH- 
~nderungen ist, als das Spektrum der 
ModellSsung I. MSglicherweise hgngt diese 
mit der den Eiweil?k6rpern eigenen Puffer- 
wirkung insofern auch zusammen, als die 
Enolisierung der Bindungssysteme eine 
betrgehtliehe Alkalitgt des Mediums zu 
kompensieren vermag. 

E in f l f i s se  m e e h a n i s e h e r  E i n g r i f f e  
au f  die A b s o r p t i o n .  

Wird ein bis zur Volumkonstanz bei 
Zimmertemperatur in destilliertem Wasser 

im Quellungsmittel gedehnt, so tritt im 
Absorptionsspektrum der in Abb. 7 dargestellte Effekt auf: Etwa inner- 
halb der ersten 10 Dehnungsprozente vergndert sieh die Kurve in gleicher 
Weise, wie wenn man bei ungedehnten gequollenen Filmen den p!~-Wert 
des Quellungsmittels yon zirka 7,3 auf 8,4 erh6ht, oder wie wenn man die 
gleiehe pI-I-ErhShung an einer L6sung yon Aktomyosin in Phosphatpuffer 
vornimmt. Tabelle 11 ergibt die Differenzabsorptionskurve zwisehen un- 
gedehnten und gedehnten Aktomyosinfilmen mit dem eharakteristisehen 
Maximum bei zirka 4000 mm -1. Wghrend aber der dutch die pg-Xnderung 
bewirkte spektrale Effekt erwartungsgemgl3 exakt reversibel ist, zeigte es sieh, 
dal? die dutch die sehwaehe Dehnung hervorgerufene Vergnderung des 
Absorptionsspektrums gegen eine Erniedrigung des pI-I-Wertes bis auf Werte 
yon 1 bis 2 vollstgndig unempfindlieh ist. 

Naehdem im vorigen Absehnitt gezeigt wurde, dal~ die Absorptions- 
gnderung des Aktomyosins bei einer Alkalisierung auf das Entstehen einer 
Enolform yon diketopiperazinartigen Ringen unter Ausbildung chromo- 

45 A .  M .  Buswell,  W . H .  t~odebush und M .  •. Roy,  J. Amer. chem. Soe. 
60, 2444 (1938). 
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\ 
phorer  , / C = N - B i n d u n g e n  schliel3en 1/~l?t, legt der oben erw~hnte Dehnungs- 

effekt die Annahme nahe, dal3 aueh bei einer Dehnung ein analoger V0rgang 
s ta t t f inden mtisse. 

Tabelle 11. D e h n u n g s e f f e k t  b e i  A k t o m y o s i n f i l m e n  p i t  6 h i s  7, 
in  W a s s e r  g e q u o l l e n .  

, '  mm - 1  log e'unged log e'ged e'unged gged  Ae' 

3700 
3800 
3900 
3950 
4000 
4050 
4100 
4150 
4200 
4220 

1,08 
1,05 
1,00 
0,99 
1,00 
1,03 
1,09 
1,16 
1,40 
1,54 

1,09 
1,09 
1,09 
1,12 
1,14 
1,19 
1,24 
1,34 
1,43 
1,54 

12,0 
11,2 
10,0 

9,8 
10,0 
10,7 
12,0 
14,5 
25,1 
34,7 

12,3 
12,3 
12,3 
13,2 
13,8 
15,5 
17,4 
21,9 
26,9 
34,7 

0 
1,1 
2,3 
3,4 
3,8 
4,8 
5,4 
7,4 
1,8 
0 

MiBt man  nun das Volumen geqtmllener Filme w/~hrend der Dehnung, 
so ergeben sieh die Kurven der Abb. 8, die erkennen lassen, da13 das auf das 

0~A . "< . . . .  . ~ . ~  . . . .  
Z 

| 

i ! . -  ]/e.'C'/achuAff des Minimums 
if.. ~ ~ ~.Omm-' 
t ~ 

~" l [ I I f 
20 ~tO 60 80 700 % '- 

OehRunj �9 

Abb. 8. ~ n d e n m g  der Breite, Dicke, des u und Absorptionssloektrums in Wasser ge- 
quoUener Myosinfilme bei Dehnung. 

Ausgangsvolumen V0 bezogene Volumen V / V o  genau in jenem Bereich 
geringer Dehnung spr~mghaft abnimmt,  in dem das Spektrum die Ver- 
flaehung zeigt. Wie die L~ngen-, Breiten- und Diekenmessungen ergaben, 
erfolgt der Volumseffekt loraktiseh aussehlie1?lich auf Grund einer sprung- 

Monatshefte f[ir Chemie. l~d. 80/6. 55 
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haften Abnahme der relat iven Fi lmdieke D / D  o, die sieh ab ~ 10% Dehnung 
nach den Gesetzen der isotropen Dehnung (also nach 1 /V~  andert  und 
yon ~-~ 60% ab gegen einen konstanten Endwert  konvergiert ,  das hefl3t 
also, daI3 die Dehnung sehiieftlich anisotrop wird. In  diesem Stadium daft  
dann angenommen werden, daI3 sich die Teilchen im wesentlichen nur mehr 
in der Filmebene gegeneinander verschieben und die Filml/~nge nur mehr 
auf Kosten der Breite zunimmt. IkTun sinkt beim Eintrocknen der ursprfing- 
lich in Wasser gef/illten, hochgequollenen l~ilme die Dicke um etwa das 
Zwanzigfaehe, w/ihrend die L/~nge und ]3reite sich nur unwesentlich ver- 
Kndern. Quillt man solehe Filme nun neuerlich in destil l iertem VVasser, so 
werden folgende Quel]ungsfaktoren gemessen: 

/a -~ 2,85, 

/b ~ 1,10, 

/e ~ 1,05. 

Dementspreehend ist bei neuerlich gequollenen Pr~iparaten damit zu rechnen, 
dal~ die mittlere Teilehenentfernung normal zur Filmebene erheblich geringer 
sein mull, als parallel zu dieser. Tritt beim Dehnen eine Wechselwjrkung 
zwisehen den Fadenmizellen auf, so muI3 sieh eine solehe in erster Linie 
in I)ieken~inderungen bemerkbar maehen, wie es aueh bei unseren Versuehen 
tats~chlich der Fall ist. 

Fassen wit kurz zusammen, so erkennen wir, dab im Anfangsstadium 
der Dehnung gequollener Aktomyosinfilme unter sprunghafter Dicken- 
(bzw. Volums-)Abnahme zweifellos eine diehtere Packung der Faden- 
mizelle erfolgt und dab dieser Vorgang spektral die gleiehe Ver~nderung 
bewirkt wie eine Alkalisierung des Proteins, das heil~t auBer einer Ver- 
st~rkung der phenolischen Tyrosindissoziation die folgende Enolisierung 
der intermolekularen Bindungen 

/ 
H N  N N 

c = o  c - o l  c -OH 
/ / - / 

Tyr--CH2--C/--II ~ Tyr--CI-I 2 C--I-I ~-~ Tyr--CI-I~--C--I-I 

NH N N 

un te r  Ausbi ldung  yon \C- - - -N-Chromophoren  auf der  Grundlage  p r imer  
/ 

vorhandener  Wassers toffbr i ieken.  
Es  is t  bemerkenswer t ,  dab  eine so geringfiigige Dehnung,  die sicher 

nur  unbedeu tende  Lageverseh iebungen  der  Fadenmize l l e  bewirken wird,  
einen Ef fek t  erzielt ,  der  das  gleiche AusmaB erre ieht  wie eine homogene  
Durchdr ingung  des Pro te ins  mi t  einer  a lka l i sehen Fl i iss igkei t .  Das  
Prob lem l~uft  also darauf  hinaus,  zu entseheiden,  ob es mSglieh erscheint ,  
dab  die bei  den  ger ingen Versehiebungen der  Fadenmolek i i l e  sehr kleine 
Anzahl  real is ier ter  zus~tzl ieher in termizet larer  Ber i ihrungen  eine W i r k u n g  
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auf das gesamte EiweiBgeffige ausfiben kann. Gerade dies abet wird 
yon der Wirtzschen Thaorie Cs gefordert, die besagt, dab ein an einer Stelle 
einer Peptidkette erfolgender ,,Treffer" (negative Aufladung einar 
peptidischen CO-Gruppe) eine Energiefortleitung fiber ganze Systeme 

\ C = N - B i n d u n g e n  yon Ket ten hinweg nnter Ausbildnng yon in den 

Ket ten bewirken kann. (Vgl. auch die Ausfiihrungen yon O. Schmidt~L) 
In vollem Einklang damit stehen Leitfi~higkeitsmessungen an nn- 

gedehnten nnd gedehnten gequollenen Aktomyosinfilmen, die ergaben, 
dag die elektrisehe Leitfi~higkeit soleher Pilme gerade innerhalb des 
Dehnungsbereiehes des Volumsdefektes 
sprunghaft zunimmO s. 

Es ersehien ferner yon Interesse zu 
untersuchen, inwieferne der spektrale 
Dehnungseffekt durch das Troeknen 
der gedehnten Filme beeinfluBt wer- 
den kann. Es zeigte sieh dabei, dag 
die an vier versehiedenen Prapara- 
ten gemessen% Kurvenverflachung beim 
Trocknen der Prs in einem er- 
hebliahen AusmM~ (zirka um 80%) 
zurfiekgeht. Aueh diese Feststellung 
stfitzt die dargalegte Ansicht, dal~ der 
Effekt auf Bindungen zwisehen den 
Ket ten zurfickgeht: bei Austzitt des 
elektrolytiseh leitenden Quellungsmittels 
aus den intermizellaren l ~ u m e n  wird 

3500 
7y ~f27 -7-  

Abb. 9. 

/ S  

? 
1: 1-Tyl'oshl, DH = 8,4; 
2: Seidenfibroinfihn, nativ; 
3: ,, , gewalzt; 
4: ,, , gewalzVgedehnt; 
5: Kokonfaden. 

auch an den ,,Trefferstel]en" das Proton der geni~harten Amidgruppe 
y o n  Stickstoff starker angezogen werden und damit die Umlagerung 
yon Form I I  in I (vgl. S. 835) vor sich gehen, was dnrch die ErhShung 
der Wasserstoffionenkonzentration, wie erwi~hnt, nicht erreicht warden 
kann. 

Beim Seidenfibroin liegen in Anbetracht der einzigen selektiv absor- 
bierenden Aminosi~nre die Verhi~ltnisse wesentlich einfacher: entnimmt 
man der spinnreifen Raupe den nativen Spinnschlauch und legt ihn 
einige Min. in 2%ige Essigs/~ure (auch Alkohol kann verwendet werdan), 
so wird der Inhalt  der Drfise dehnbar 49 und kann dureh gleichzeitiges 
WMzen und Dehnen in stark doppelbrechende Folien yon zirka 4 #  
Dieke varwandelt werden (dabei ist naeh der Essigs~urebeh~ndlung die 

as K .  Wirtz,  Z. N a t u r f o r s c h .  I I  b, 314 (1947). 
~70.  Schmidt,  N a t u r w i s s .  80, 644 (1942). 
as E.  Schauenstein u n d  E.  Treiber, J .  m a k r o m .  Chem.  4, 92 (1949). 
49 O. K r a t k y  u n d  S. Kuryama ,  Z. p h y s i k .  Chem. ,  A b t .  B 11, 363 (1931). 
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karotinhaltige Hfille zu entfernen). Die Essigs~urebehandlung ~ndert 
auch bei l~nger Dauer das Spektrum yon nat ivem Fibroin nut  sehr 
geringffigig, obgleich die Saure ein pH yon sicher ~ 3 besitzt u n d - -  
wie die durch sie bewirkte Dehnbarkeit  zeigt - -  sieher in betr~ehtliehem 
Ausm~13 das Protein durchsetzt. Trotzdem entsprieht das Spektrum 
nur einer pH-Erniedrigung yon zirka 0,2 pH. Es w~re denkbar, diese 
Erscheinung mit  einem Einbau der Tyrosinmolekiile in den kristallinen 
Anteil des Proteins in Zusammenhang zu bringen. Bloi3es Walzen bringt 
das p H  im Film wieder auf 8,4, wobei vermutlich die eingedrungene 
Si~ure wieder ausgepre~t wird. Aueh die meisten der gewalzt-gedehnten 
Filmpr~iparate zeigen das  diesem pH-Wert  entsprechende Absorptions- 
spektrum. Es finden sich abet aueh, in geringer Anzahl, Filme mit  
Spektren, wie sie beispielsweise die Kurve  4 der Abb. 9 wiedergibt. 
Die folgende Ubersicht orientiert fiber d~s Ausmai3 der beobachteten 
spektralen Ver~nderungen 1~ 

T a b e l l e  12. 

Seidenfibroin, Extinktions- 
gewalzt-gedehnt erhShung in log m 

bei 4050 mm -1 

Prgparat I... 

,, II .. 

,, IIl. 

,, IV .. 

,~ V . . . 

0,16 
0,06 
0,07 
0,12 
0,15 

Fehlergrenze : 
• 0,03 in log 

In  bemerkenswerter Analogie zu dem sonst jedenfalls grunds~tzlich 
anders gearteten Muskelprotein konnten wir also aueh beim Protein 
der Seide eine dureh mechanische Eingriffe hervorgerufene Hebung des 
Absorptionsminimums im Gebiete yon 4000 mm -1 feststellen (Tabelle 13). 

Tabelle 13. D e h n u n g s e f f e k t  bei  S e i d e n f i b r o i n ,  pH 8,4 (Pr~parat V 
der Tabelle 12). 

I~ativ Gew. ged. hrativ Gew. ged. A(E. 10) 
v' mm -1 (1 + log E) (1 + log E) E .  10 E .  10 

3600 
3650 
3700 
3800 
3900 
3950 
4000 
4050 
4100 
4150 
4170 

1,12 
1,10 
1,06 
0,95 
0,86 
0,84 
0,85 
0,90 
1,02 
1,27 
1,38 

1,12 
1,10 
1,08 
1,02 
0,98 
0,97 
0,99 
1,05 
1,14 
1,30 
1,38 

13,2 
12,6 
11,5 
8,9 
7,3 
6,9 
7,1 
7,9 

10,5 
18,6 
24,0 

13,2 
12,6 
12,0 
10,5 
9,6 
9,3 
9,8 

11,2 
1.3,8 
20,0 
24,0 

0 
0 
0 
1,6 
2,3 
2,4 
2,7 
3,3 
3,3 
1,4 
0 
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Vergleicht man die so erhaltenen Absorptionskurven mit den Spektren 
der verschiedenen Dissoziationsstufen des Tyrosins (Abb. 1), so ergib~ 
sich eindeutig, dab die eingetretene spektrale Ver~nderung sicherlich 
nicht mit einer i~aderung des phenolischen Dissoziationszustandes der 
im Fibroin enthaltenen Tyrosinmolekfile erkl~rt werden kann. 

Der bei den erw~hnten Pr~paraten gemessene flachere Kurvenverlauf 
ergibt vielmehr eine Uberlagerung durch eine im Gebiete yon etwa 
4000 mm -1 zus~tzlich auftretende Absorption. 

Nun scheint es nach den bisherigen Ergebnissen naheliegend, anzu= 
nehmen, dab bei einem bestimmten Verh~tltnis yon Dehnungszug und 
Walzdruck die gestreckten Peptidketten so zueinander zu ]iegen kommen, 
dal~ sich Wasserstoffbrficken zwischen ihnen ausbflden kSnnen, die im 
nativen Stadium nicht vorhanden waren. Die Existenz solcher Wasser- 
stoffbindungen in orientierten Seidenpr~paraten wurde unter anderem 
schon yon Coleman und Howi t t  5~ Bril151 und anderen auf Grand rSnt- 
genographischer Messungen des Kettenabstandes wahrseheinlich ge- 
macht. Befindet sich an dem zwischen zwei solchen Brficken be- 
findlichen aliphatischen Kohlenstoffatom nun ein Tyrosinrest, so ist, 
wie auf S. 835 u. f. dargestellt, zu erwarten, dal~ der hierdurch gebildete 
Pseudo-Diker opiperazinring: 

\ / 
C:O ............... .I-IN 

/ \ 
Tyr--CH2--C--I-I I-I--C.--X 

\ / 
N--I-I--O~C 

\ 

die Absorption dieses Tyrosinteflchens wiederum analog wie etwa im 
Glycyltyrosinanhydrid beeinflui3t. Da nun abet im Seidenfibroin, wie 
auf S. 828 n~her begrfindet wurde, ein pH yon zirka 8,4 die Lage s~mtlicher 
Dissoziationsgleiehgewichte beherrscht, wird der Ladungszustand im 
Protein mehr gegen die Form 

% _<-) 
c--ol 

- - -  \ 
N 

/Z 

verschoben sein. Dieser Zustand stellt sicher die optimale Bedingung 
fiir die Ausbildung der Brtickensysteme nach 

5o D. Coleman und ft. O. Howitt,  Proc. Roy. Soe. (London), Ser. A 190, 
145 (1947). 

51 R .  Brill ,  Iqaturwiss. 29, 220 (1941). 
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C--O--It  ..... N 
/ \ 

Tyr--CH~--C--H H--C--X 
\ / 

t:/--O--C 

dar, womit bei vollst~ndiger Beteiligung ~ller Tyrosinchromophore d~s 
Spektrum des Glycyltyrosinanhydrids bei pH 8,4 (Kurve 3, Abb. 2) 

zuzfiglich der durch die \ C = N - G r u p p e n  verursachten zus~itzlichen / 
Bande bei etwa 4000 mm -1 zu erw~rten w~re. Das Kurvenbeispiel 2 
der Abb. 9 zeigt, dal~ dies nicht der Fall ist; die gemessenen Kurven 
kSnnen vielmehr durch eine teilweise Oberlagerung der Kurven von 
Seidenfibroin bei pH 8,4 und einer Bande bei 4000 v' erhalten werden. 

Sicher wircl bei der Ausbildung der C~I~-Bindungen wieder ein Tell 
der Tyrosinreste die ~nhydridartige l~ingbindung eingehen, doch kann 
der Bruchteil nicht erheblieh sein (vgl. Abb. l l b ) .  Die Kurven der 
Abb. 9 kSnnen daher in guter N~herung dutch Uberlagerung der Kurve 2, 
Abb. 9 oder Abb. 11 b mit einer zusatzlichen Bande bei 4000 mm -1 er- 
halten werden. 


