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Eine Besprechung der Lichtabsorptionserscheinungen an hoch-
molekularen Eiweilstoffen gliedert sich zunfichst grundsitzlich in die
Behandlung zweier Effekte:

1. Lichtabsorption im eigentlichen Sinne, das heiBt Ubergang des
Molekiils in angeregte Zustinde.

2. Schwichung des durch das Untersuchungsmedium tretenden
Lichtstrahles durch Streuung (7'yndall-Effekt).

Beide Erscheinungen stehen insofern in Beziehung, als beispielsweise
chemische Hingriffe sowohl die Eigenabsorption, als auch die Streu-
strahlung von Proteinen beeinflussen konnen (vgl. spater II. Teil). Fir
eine Diskussion absorptionsspektrographischer MeBergebnisse ist daher
eine exakte Trennung der beiden Effekte unerlidfiliche Voraussetzung.

»Echte” Lichtabsorption im ultravioletten Spektralgebiet.
Additivitdt der Proteinspektren; quantitative Bestimmungen.

Zieht man von der Gesamtabsorption eines Proteins, das entweder
kolloid gelost oder fest — als Kristall, Folie oder Faden — zur Unter-
suchung vorliegen kann, die T'yndall-Absorption ab, so liBt eine im
mittleren Quarz-UV. zwischen 3200 und 4200 mm—! auftretende
Absorption auf die Anwesenheit von aromatischen Aminosiuren, wie
Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin oder auch von Histidin, schlieBen,
wihrend Aminosduren mit aliphatischem Rest nur Grenzabsorption von
zirka 4300 mm-! an erkennen lassen!. Vor allem die zuerst genannten

1 M. Pestemer, 4. Elektrochem. 47, 20 (1940).
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Aminoséuren besitzen charakteristische Absorptionsspektren mit scharfen
Haupt- und Teilbanden, so daBl das Spektrum im Gebiete zwischen 3200
und zirka 4200 mm~! zur qualitativen Analyse eines Eiweilstoffes mit
Erfolg herangezogen werden kann.

Voraussetzung hierfir ist, dall einerseits die im Protein vorhandene
Peptidbindung keine wesentliche Anderung des Spektrums der freien
Aminosiduren hervorruft und daB sich anderseits das Proteinspektrum
additiv aus den Einzelabsorptionen der darin als Bauelemente anwesenden
Aminoséduren zusammensetzt.

Die erste Frage ist bereits ausfithrlich experimentell untersucht
worden. Nach Messungen von dsahing und Shibata®? an Phenylalanin,
bzw. Angaben von Frankenburger® und Abderhalden* beziiglich des
Tyrosins, sowie von de Gouveia® iiber aromatische Aminosduren im all-
gemeinen 146t eine peptidartige Verkniipfung dieser Aminosduren das
Absorptionsmaximum unverdndert. In gleiche Richtung weisen auch
die Untersuchungen von Holiday’, Guthmann” und Arnold®. Die Peptid-
bindung bewirkt lediglich meist geringfiigige Rotverschiebungen des
kurzwelligen Kurvenastes'. Der Beitrag der Carbonylchromophore
selbst zur Gesamtabsorption von Proteinen mit aromatischen Amino-
siuren wird von Holiday® im Gebiete von etwa 4200 mm—' nur zu
rund 179, angegeben und fallt daher bei derartigen Eiweilistoffen nicht
wesentlich ins Gewicht.

Die Beobachtung, daB beispielsweise die Absorption von Seiden-
fibroin zwischen 3300 und 4100 mm~' praktisch identisch ist mit der
Absorption einer walirigen Losung von 1-Tyrosin von entsprechendem pH,
erscheint somit durchaus verstindlich und erwartungsgemif3®. Eine
Eigenabsorption der Peptidbindung, wie sie von Anslow und Nassar'
bei ~ 3570 " angegeben wird, konnte von uns an keinem der bisher
untersuchten Proteine festgestellt werden. Anch bei Gegenwart mehrerer,
im erwihnten Gebiete charakteristisch absorbierender Aminosiduren ist
Additivitdat der Absorption zu erwarten, da die chromophoren Amino-
séuren im Eiweiimolekiil, durch aliphatische Kohlenstoffatome getrennt,
zu den CO-Gruppen in isolierter Stellung liegen.

* T. Asahina und Y. Shibata, Bull. chem. Soc. Japan 2, 324 (1926).

3 W. Frankenburger, Naturwiss. 21, 116 (1933).

* E. Abderhalden und R. Haas, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 166,
78 (1927).

-‘S A. } A. de Gouveia, F. P. Coelho und K. Schin, Rev. Ciencias, Univ.
Coimbra 6, 391 (1937).

¢ E. R. Holidoy, Biochemic. J. 80, 1798 (1936).

* H. Guthmann, K. Schwerin und F. Stihler, Strahlentherap. 39, 401 (1931).

8 L. B. Arnold und B. Kestiakowsky, J. Amer. chem. Soc. 54, 1713 (1932).

$ E. R. Holiday, Nature (London) 143, 895 (1939).

i R. Schauenstein, J. Fixzl und O. Kratky, Mh. Chem. 80, 143 (1949).
1@ A, Anslow und S. C. Nassar, J. opt. Soc. America 31, 118 (1941).

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 80/6. 54



822 E. Schauenstein:

Damit erscheinen die Grundlagen fiir quantitative Untersuchungen
iiber den Gehalt von EiweiBkorpern an den erwihnten Aminosiuren
gegeben. Solche Bestimmungen wurden auch bereits durchgefiihrt,
wobei auf die Messungen von Scheibe am Tabakmosaikvirus!?, Freuden-
berg, Dirscherl und Eyer am Insulinl®, Bergmann und Niemann'?, bzw.
Schauenstein und Fixl'® am Seidenfibroin hinzuweisen ist. Besonders
bervorzuheben sind die grundiegenden Versuche von Holiday®, der unter
Ausniitzung der charakteristisch verschiedenen pH-Abhingigkeit der
Spektren von Tyrosin und Tryptophan eine exakte Bestimmungs-
methodik fiir beide Aminoséuren nebeneinander ausgearbeitet und er-
folgreich an einer Reihe von Eiweillstoffen angewendet hat. In eigenen
Messungen wurde diese Methodik ferner zur Andlyse von Aktomyosin
verwendet'®. Die Vorteile des optischen Verfahrens liegen vor allem
darin, daB das Eiweil in nur geringfiigig verindertem Zustand, ohne
Gefahr von Verlusten oder von sekundiren Umwandlungen durch
chemische Eingriffe, untersucht wird und auferdem nur kleinste Mengen
bendtigt werden.

Es erscheint verstindlich, dal} die auf chemischem Wege ermittelten
Prozentgehalte fast durchwegs etwas tiefer liegen als die spektrographisch
bestimmten, worauf auch Scheibe'? bei Tabakmosaikvirusaufnahmen
hingewiesen hat.

Tabelle 1. Vergleich der optisech und chemisch bestimmten
I.-Tyrosin- bzw. I-Tryptophangehalte in Eiweilstoffen.

1-Tyrosin % 1-Tryptophan %
Protein spektro- . spektro- .
araphisch ‘ chemisch graphisch chemisch
Seidenfibroin......... 11,1 10,0 — ‘ —
Pferdeserumglobulin .. 7,7 6,9 2,3 ¢ 21 nach Mes-
Caseinogen........... 6,95 6,2 — — sungen von
Insulin .............. 12,7 12,0 - — Holiday®

Erkennung diketopiperazinartiger Strukturen.

In den folgenden Abschnitten soll nunmehr auf eine weitere An-
wendungsmoglichkeit des ultravioletten Absorptionsspektrums néher
eingegangen werden. Es handelt sich hierbei um eine speziellere Art

12 A, Butenandt und @G. Scheibe, 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).

14 M. Bergmiann und C. Niemann, J. biol. Chemistry 122, 577 (1937/38).

15 J. Fixl, Dissertation Universitat Graz, 1949.

16 F. Schauenstein und K. Treiber, J. polymer. Sci. (im Druck).



log €

I8
S

Lichtabsorption von Eiweillstoffen I. 823

der Strukturuntersuchung, die zunichst an zwei Faserproteinen, dem
Seidenfibroin und dem Aktomyosin, durchgefithrt wurde. Die Voraus-
setzung fiir eine solche Untersuchung besteht darin, daB, gem#B dem
oben begriindeten Additivitatsprinzip der Lichtabsorption von Proteinen,
charakteristisch absorbierende Strukturelemente spektral nachzuweisen
sein miissen. Hier handelt es sich um das hiufig diskutierte Vorkommen
von Diketopiperazinstrukturen in Eiweilkdrperni?’-1%. Das Seidenfibroin
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Abb. L. +-Tyrosin, 107*m/l in Puffer. Abb. 2. Glyeyl-l-tyrosinanhydrid, 10~* m/i
in Puffer.
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n o 8,8...(3) ., 11—13. .(6) . 88...(3) »  11—13..,(6)

stellt fiir solche Messungen insofern eine besonders geeignete Modell-
substanz dar, als es 1-Tyrosin als einzige zwischen 3300 und 4200 mm-?
charakteristisch absorbierende Aminosdure in betrichtlicher Menge
(vgl. 8. 822) enthélt. Weist nun eine Diketopiperazin-Tyrosinverbindung
eine charakteristische Absorption auf, bzw. bewirkt die Einfithrung des
Ringes eine typische Verinderung der Absorption des Tyrosinchromophors,
s0 lassen sich tiber die Anwesenheit solcher Strukturen konkrete Aussagen
machen. Da die Untersuchung keinerlei chemische Eingriffe in das
Proteingefiige erfordert, erdffnet die Methodik die Moglichkeit, die

17 E. Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie. Wien: Urban u.
Schwarzenberg., 1944.

18 N. Gawrilow und E. Stachejewa, Biochem. Z. 288, 53 (1931).

1% A. Blanchetiere, C. R. Acad. Sci. Paris 191, 1479 (1930).
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besprochene Fragestellung erstmalig unter sicherem Ausschluff einer
sekundédren Bildung solcher Ringsysteme zu untersuchen.

Das Spektrum von T'yrosindiketopiperazinen wurde zwar schon von
Asahinag und Shibata® sowie Abderhalden* ausgemessen. Die mitge-
teilten Daten zeigen jedoch keine befriedigende Ubereinstimmung und
werden auch nicht erschopfend diskutiert, so dall eine Wiederholung
dieser Messungen unerldBlich erschien. Die Abb.1 und 2 stellen die
in Untersuchungen mit . Treiber bzw. E. Biirgermeister aufgenommenen
Absorptionskurven von Tyrosin und Glyeyltyrosinanhydrid?. 22 in Ab-
hingigkeit vom pH-Wert einander gegeniiber.

Tabelle 2. Extinktionskoeffizient im Maximum
der Absorption (¥ = 3400 mm~!) von wilirigen
I-Tyrosinlésungen, in Abhangigkeit vom pH.

pH log epax °max pE 0 1og epay ®max
6,0 1,94 87,1 9,6 2,96 912
7,0 ) 1,94 87,1 10,2 3,14 1380
8,4 2,30 200 10,6 3,25 - 1780
8,8 2,48 302 11,0 3,32 2100
9,0 2,60 398 13,0 3,35 2240
9,4 2,81 | 646

Die pH-Funktion der Tyrosinabsorptionsbande (vgl. Tabelle 2) wird
lediglich durch das phenolische Dissoziationsgleichgewicht

/NHZ NH,
- /
1o S—CH, o< >-—CH——
NI N N ’ (|j\ ©)
& €00 i €00

bestimmt23-26 und folgt der Dissoziationsfunktion
x = KJ(K + 107P8) (Michaelis®),

worin « den Dissoziationsgrad und K die phenolische Dissoziations-
konstante von Tyrosin (1,3 - 10~29) bedeutet. Der gemeinsame Kurven-

20 T, Asahina, Bull. chem. Soc. Japan 4, 202 (1929).

21 F. Treiber, Disgertation Universitét Graz, 1948.

22 F. Biirgermeister, Dissertation Universitdt Graz, 1949.

28 P. A. Kober, J. biol. Chemistry 22, 441 (1915).

24 Q. Florence, J. Enselme und F. Pozzi, Bull. Soc. Chim. biol. 17, 283
(1935). .

25 . F. Ross, J. biol. Chemistry 104, 531 (1934).

26 [. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin: Springer-
Verlag. 1922.
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schnittpunkt in Abb. 1 1a8t ein echtes Umwandlungsgleichgewicht ohne
Auftreten von Zwischenformen erkennen?.

Demgegeniiber zeigt das Glycyltyrosinanhydrid wesentliche Unter-
schiede (Abb. 2). In den beiden Grenzstadien der Dissoziation (pH 6
bis 7 bzw. 11 bis 13) bewirkt die Einfihrung des Diketopiperazinringes
lediglich eine Extinktionserhthung des kurzwelligen Kurvenstiickes und
kinnte etwa mit dem Effekt der auf S. 821 erwihnten Siureamidbildung
verglichen werden. Von pH zirka 8,8 bis 9,5 tritt im Bereich von etwa
4000 mm ! eine deutliche Inflexion auf?8, der — wie eine Subtraktion
der entsprechenden reinen Tyrosinabsorption ergibt — ein recht scharfes
Differenzmaximum bei 3950 mm~1 zugrunde liegt:

Tabelle 3. Differenzspektrum von Glyecyltyrosinanhydrid gegen
1-Tyrosin bei pH = 8,8.

v log epyrosin | 198 Anhyarid l *Tyrosin  : “Anhydrid e
3700 3,07 ‘ 3,07 1175 1175 —
3800 2,94 | 3,01 872 1023 151
3960 2,84 3,07 693 1175 482
3950 2,83 3,12 [ 676 1320 644
4000 2,87 ‘ 3,14 742 1380 638
4050 2,93 , 3,17 852 1480 628
1100 3,02 % 3,22 1048 1660 612
1150 3,12 3,30 1320 2000 680
4200 3,23 3,39 1700 2460 760
4250 3,36 3,52 2290 3310 1020

Tabelle 4. Differenzspektrum von Glycyltyrosinanhydrid gegen
I.Tyrosin bei pH = 9.

|

v 102 pyrosin | 198 €anhydrid | “Tyrosin ‘ € Anhydrid ‘ de
3700 3,07 3,07 1175 } 1175 —
3800 2,95 3,01 so1 | 1023 132
3900 2,90 3,07 795 | 1175 380
3950 2,91 3,12 813 | 1320 507
4000 2,98 3,14 955 | 1380 425
4050 3,06 3,17 1149 ‘ 1480 331
4100 3,17 3,22 1480 | 1660 180
4150 3,28 3,30 1906 | 2000 94

Die Durchfiihrung der Subtraktion erscheint in diesem Falle zulissig,
da etwaige ‘bei der Enolisierung entstehende zusitzliche chromophore
Gruppen jedenfalls in isolierter Stellung zum Tyrosinchromophor an-

2" K. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 70 (1949).
% Der Effekt ist erwartungsgemifl exakt reversibel!
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genommen werden diirfen. Zu einer Diskussion dieser Differenzbande
sind zunichst die bei pH-Erhohungen denkbaren Anderungen der
chromophoren Struktur des Molekiils zu betrachten und daraus an Hand
von entsprechendem Vergleichsmaterial die- wahrscheinlichste heraus-
zugreifen :

0
I H
/C—N\ /H
o N—CH,—¢ C
N ? L\N«C/ \H
Hom g
0
I
on
/é:N\ v
{—) —
N O —
0<~ S—cH, ?\ S
b N= H
!
oH
1
OH
B
N
(*)0~<_>~ CH,~ & Dem
- N—C
" |
oH
TII

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

sehr unwahrscheinlich, da die isoliert stehenden >C:C-Bindungen

erst bei Wellenzahlen von oberhalb 5000 mm—! ein Maximum erwarten
lassen. Wie das folgende Vergleichsmaterial zeigt, erscheint es méglich,
daB an der Bande im Gebiete von 4000 mm-! eine C=N-Absorption
mitbeteiligt ist. Fir die Existenz einer Tautomerie des Systems spricht
sehr iiberzeugend der von P. Karrer aus dem 2,5-Dioxopiperazin ge-
wonnene 0,0’-Dibenzylester.
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Tabelle 5.

Verbindung ¥ hax
CH—N=C=N—C,H; | ~ 3900 mm~! Mohler®®
H 30\

/,C:—_N~O (—) ~ 3900 mm—* Kortiim®®
H,C
H,C
3 \C=N~O (—) ~ 3900 mm~*
/
H
H Ley und Wingchen?'
\C:N—O (—) ~ 3900 mm~1!
H/ 1

827

Interessanterweise erwies sich die Azomethingruppe nur dann als
chromophor, wenn sie entweder als

R R
C=N-0,
R’ R’
oder
R
\O N-—-R
/ 2
RI
nicht aber als
R
AN
C=N--OH
s
RI
oder
R
\C N—-OR”
0=
R/

2 H. Mohler, Das Absorptionsspektrum der chemischen Bindung. Jena:
Gh. Fischer. 1943.

3¢ @. Kortiim, Z. physik. Chem., Abt. B 43, 281 (1939).

31 H. Ley und H. Wingchen, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 501 (1934).
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vorliegt®. Da im hier untersuchten Falle nur die Gruppierung

\C N—R
e
in Frage kommt, erscheint eine Ubertragung der Ergebnisse von Meisen-
heimer und Dorner wohl gerechtfertigt. Auch die Ergebnisse der Unter-
suchungen von Hertel und Mitarbeitern3® weisen in dieselbe Richtung,
sowie die Angabe Abderhaldens®, der bei Versuchen, die Enolform des
2,56-Dioxopiperazins zu isolieren, auf eine Rotverschiebung der bei
4500 mm—! liegenden Grenzabsorption der Ketoform aufmerksam ge-
macht hat. Wir kénnen demnach in der Tat mit ziemlicher Wahrschein-
lichkeit annehmen, daf im Spektrum des Glyeyltyrosinanhydrids im
pH-Gebiet oberhalb 8,8 die chromophoren C=N-Gruppen die Absorption
bei 4100 mm—' mitbeeinflussen diirften. Beim Vergleich mit den
Spektren der Abb. 1 zeigte sich nun, daBl das Absorptionsspektrum
von nativem Seidenfibroin (Folienpriaparat von 5 bis 7 4 Dicke) zwischen
3400 und 3900 »" quantitativ iibereinstimmt mit dem Losungsspektrum
von 1-Tyrosin bei pH 8,4. Die Rotverschiebung des kurzwelligen Kurven-
anstieges um 100 »* ist sicherlich auf den EinfluB der Peptidbindungen
zuriickzufithren (vgl. 8. 821). Nachdem auch eine potentiometrische,
unter Luftabschlul durchgefiihrte pH-Messung mittels Glaselektrode
an der Hiamolymphe der Seidenraupe Werte von 7,3 bis 8,4 ergab®,
ermoglicht das Absorptionsspektrum in Anbetracht der charakteristi-
schen Unterschiede zwischen Kurve 2, Abb. 1 und Kurve 2, Abb. 2 die
Aussage, daf im nativen Seidenfibroin keine nennenswerten Mengen
von Diketopiperazinringen vorhanden sind. Diese Erkenntnis bezieht
sich sinngemdf natiirlich zunsichst nur auf Diketopiperazinringe in
Verbindung mit Tyrosin. LéBt man aber 0,5%ige Natronlauge bei
Temperaturen oberhalb 40° C auf Seidenfibroin einwirken, so erhdlt

82 J. Meisenheimer und O. Dorner, Liebigs Ann. Chem. 502, 156 (1933).

33 . Hertel, Z. Elektrochem. 47, 29 (1941); Z. physik. Chem., Abt. B 48,
298 (1941); 50, 382 (1941).

3¢ F. Abderhalden und R. Haas, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 155,
195 (1826).

8 Es mul hier auf pH-Messungen an der Himolymphe von Bombyx
Mori verwiesen werden, die von §. Demjonowsky, R.Galzows und W. Ro-
shdestwenka, Biochem. Z. 247, 386 (1932), mittels der Chinhydronelektrode
ausgefithrt wurden. Bemerkenswerterweise fanden die Autoren jedoch nie
hshere pH-Werte als maximal 7. Da ein MeBfehler bel der von uns beniitzten,
héchst empfindlichen Mefmethodik, ferner auf Grund der Absorptionskurve
und auBerdem an Hand der eindeutigen Firbung von Indikatorpapier aufer
Betracht bleiben muB, wire nachzuprifen, ob die von Z. Kuwano, Jap.
J. Zool. 9, 127 (1940), nachgewiesene Anwesenheit luftoxydationsempfind-
licher Stoffe in der die Driise unmittelbar umgebenden Flissigkeit Chinhydron-
messungen nicht beeinflussen kénnte.
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man, wie J. 0. Fixl zeigen konnte®®, nunmehr quantitativ das Spektrum
des Glycyltyrosinanhydrids ber pH 13.

Tabelle 6. Vergleich der Spektren von Seidenfibroin, Glyeyl-
tyrosinanhydrid und 1-Tyrosin im alkalischen Bereich.

Seidenfibroin, mit 0,5% | Glycyltyrosinanhydrid, .

NaOH bei 60° behandelt pH 13+ 1-Tyrosin, pH 13
logm .. —logm . 0,22 0,20 0,30
'x/max ................. 3430 3440 3400
v/min .................. 3670 3660 i 3720

DaB es sich hierbei tatséichlich um die sicher nicht vollstindig re-
versible Bildung eines neuen Bindungschromophors handelt, geht aus den
folgenden Versuchen hervor: Nach Entfernung der Lauge durch Aus-
wissern und nach neuerlichem Quellen in Phosphatpuffer von. pH 8,8
erhdlt man nicht mehr die reine Tyrosinbande, sondern Kurven, die
sich aus einer Uberlagerung der Absorptionen von Tyrosin, Glycyl-
tyrosinanhydrid und C==N-Gruppen bei pH 7 bzw. 8,8 ergeben. Dies
schliefit die Annahme aus, daf§ der beobachtete Effekt auf die Peptid-
bindung des Tyrosins zuriickgehen kénnte.

Somit ist die sekundére Bildung von Diketopiperazinen im Seiden-
fibroin unter dem Einflul von Alkali wohl iiberzeugend nachgewiesen
worden und es erscheint verstindlich, dafl solche Diketopiperazine
(Glycylalaninanhydrid, Glycyltyrosinanhydrid, Alanylserinanhydrid) von
Abderhalden beim Alkaliabbau von Seidenfibroin auch chemisch isoliert
worden sind®. Eine Anwesenheit solcher Ringe (unter Beteiligung des
Tyrosins!) a priori ist jedoch nach unseren Untersuchungen im Gegen-
satz zu der Ansicht Abderhaldens nicht anzunehmen. Die Frage nach
der Bildungsweise derartiger Dioxopiperazinringe unter dem Einflu8
des Alkalis kann zundchst noch nicht experimentell beantwortet werden.
Auch ist es noch nicht sicher geklirt, ob es sich um Ringstrukturen inner-
halb einer Peptidkette oder um intermolekulare Ringe handelt. Diese
Fragen sind sicher nicht einfach zu behandeln, da eigene Versuche er-
gaben, daBl die wichtigste physikalische Strukturuntersuchungsmethode,
die Rontgenographie, auf die Ringbildung nicht eindeutig anspricht. —

Als zweites Beispiel sei das kontraktile Hiweill der quergestreiften
Muskulatur, das Aktomyosin®, hier erwihnt. Hs zeigt, in Phosphat-

36 J. Fial und E.Schauenstein, Mh. Chem. 80, 143 (1949).

3 H. Abderhalden, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 265, 23 (1940).

% Die in dieser Arbeit erwéhnten Spektrogramme von Aktomyosin be-
ziehen sich stets auf Kaninchenaktomyosin, das nach den Vorschriften von
Szent-Gydrgyi, Chemistry of Musc. Contr. New York, 1947, gewonnen
wurde und durch Einspritzen aus Flachdiisen in destilliertes Wasser oder
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puffer von pH 6 bis 7,3 gelost, oder als etwa 7 y dicker Film die in Abb. 3
mit 1 bezifferte Absorptionskurve. Ermittelt man nach der eingangs
erwihnten Methode nach Holiday® den Gehalt des Aktomyosins an
Tyrosin und Tryptophan (8,0% Tyrosin, 1,39 Tryptophan), so kann
man sich zur Kontrolle der erhaltenen Werte eine entsprechend zusammen-
gesetzte ,,Modellssung 1 herstellen, der man auch die weiteren, im
Aktomyosin gefundenen, chromophoren Aminosiuren Phenylalanin und

Jomu 250m 4
@Z 234 S
| / 7 &
7|
7\
14 2
5
2000 o, W a7 By, e
vmm v'om T —
Abb. 3. Aktomyosin-Losungsspektrum. Abb. 4. 1—4: Modellosung ,, I, pH 6,3...(1)
1...pHE 6—7,3 4...pH 8,55 8,4...(2)
2..., 84 Boue, 11—13 9,0...(3)
Seu.,, 90 12,2...(4)
Aktomyosin, pH 6,3...... (5)

Histidin zusetzen kann'6. Nach dem auf S. 820 und 821 Gesagten er-
gibt dann das Spektrum dieser Losung einen MaBstab fir die Zusammen-
setzung des Proteins: Kurve 1, Abb. 4. Man erkennt sogleich zweierlei:

1. Die Intensititen der Maxima von Kurve 1, Abb. 3 und Kurve 1,
Abb. 4 stimmen quantitativ miteinander iiberein, wodurch der spektro-
graphisch ermittelte Tyrosin- bzw. Tryptophangehalt belegt wird?®.

2. Im kurzwelligeren Spektralgebiet, bereits ab 3700 mm~1, tritt
jedoch eine erhebliche Divergenz zwischen Protein- und Modellspektrum

sehr verdiinnte KCl-Lésungen in Form von optisch klaren Filmen erhalten
werden konnte (sishe Anm. 16, 21).

3¢ Auch die chemische Analyse ergibt fiir ein analog dargestelltes Akto-
myosin einen Tryptophangehalt von 1,39 [H. H. Weber, Naturwiss. 27,
33 (1933)]; ein Tyrosinwert ist nicht publiziert.
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auf; da die in Abb. 3 wiedergegebene Proteinkurve bereits exakt um
die Intensitit der ultravioletten Streustrahlung korrigiert ist, scheidet
der Tyndall-Effekt als Erklirungsmoglichkeit aus.

Es kann ferner ein Einflufl der Peptidbindung nach dem auf S. 821
Gesagten fiir so betrichtliche Divergenzen nicht verantwortlich sein. Auf
Grund der bis jetzt bekannten Zusammensetzung von Aktomyosin kommt
eine zusitzliche absorbierende Aminosiure gleichfalls nicht in Betracht.

So gelangt man zu der An-
nahme, dafl im Aktomyosin unter T
Umsténden bereits a priori chro-
mophore  Diketopiperazinstruk-
turen, bzw. C=N-Chromophore
anwesend sein konnten.

Zu einer Priifung dieser zu-
ndchst als reine Arbeitshypothese
anzusehenden Annahme ist all-
gemein zu sagen, daB es sich
dabei in Anbetracht der Vielfalt
der moglichen Bindungskombi-
nation naturgemifi stets um 3 12
grobe Naherungsmethoden han-
deln kann. Das experimentelle
Kriterium der vorstehenden hypo-
thetischen Annahme gliedert sich
in folgende Abschnitte: Behand- ;45

Wb

e’

- - o0, dooo 4500
lung des Aktomyosing mit Stof- vaom
fen, die erfahrungsgemiB einen: Abb, 5. Aktomyosin, 6h m. Pankreatin
Abbau des Proteins unter Erhal- abgebaut, PH ggg;
tung der schlieBlich freigemach- . 13,0...3)

ten Aminosduren herbeifiihren.

Spektralaufnahme einer Modellssung ,,IT%, die die chromophoren
Aminosiuren an Diketopiperazinringe gebunden enthilt. Untersuchung
der pH-Abhéngigkeit des Modellspektrums II. Untersuchung iiber eine
Beeinflulbarkeit der angenommenen Ringsysteme durch duBere mecha-
nische Eingriffe.

Abbauversuche.

Versuche mit K. Biirgermeister®® ergaben, daf die Absorptionsbande von
Aktomyosin vollig unveréindert bleibt, wenn das Protein mit 0,1n HCI
bei 18°, mit 50%jiger Schwefelsiure bei etwa 40° und mit 109%iger NaOH
6 bis 8 Stunden lang gekocht wird. Spektrale Veriinderungen, wie sie Hicks
und Holden*! bei der Sauredenaturierung von Serumeiweif und Eialbumin
beobachtet haben, kénnen somit bei Aktomyosin nicht bestéitigt werden.

4 F. Biirgermeister und E. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 310 (1949).
41 0. 8. Hicks und H.F. Holden, Chem. Zbl. 19351, 1893.
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Setzt man jedoch Aktomyosin 4 bis 6 Stunden lang der Einwirkung von
Pankreatin bei pH 7,8 und einer Temp. von 37° aus, so resultiert das
Spektrum 1 der Abb. 5%2. Bringt man die so behandelte Proteinldsung auf
pH 9 und sodann auf pH 13, so erhélt man die Spektren 2 und 3 der Abb. 5.
Ein Vergleich mit den Absorptionsspektren der Modellgsung I (Abb. 4)
zeigt bereits bei oberflichlicher Betrachtung, daB die Einwirkung des
Ferments das Proteinspektrum weitgehend dem Spektrum einer Lésung
der freien Aminoséuren angendhert hat. Die Durchfithrung des Versuches
bei verschiedenen pH-Werten erlaubt nun auch die Feststellung, da8 beim
Fermentabbau die Tyrosin- bzw. Tryptophanbande (als die im wesentlichen
die Absorption bestimmenden Komponenten), sowie auch ihre charakteri-
stische pH-Abhingigkeit keine Verdnderungen erfahren haben. Dies be-
rechtigt zu der Annahme, dafl der fermentative Abbau die Eigenabsorption
von Tyrosin und Tryptophan nicht beeinfluft bzw. dafl die gemessenen Ver-
dnderungen im Proteinspektrum in der Tat ein Verschwinden der urspring-
lich vorhandenen zusétzlichen Chromophore anzeigen. In diesem Zusammen-
hang ist zu sagen, daBl Holiday® — leider ohne quantitative Daten mitzu-
teilen — darauf aufmerksam gemacht hat, daB spektrale Verdnderungen
beim Serumglobulin wihrend des Fermentabbaues (vgl. Messungen von
Haurowitz und Astrup®®) auf eine Verdnderung der Eigenabsorption von
Tyrosin und Tryptophan zuriickzufithren seien. In Anbetracht dessen hielten
wir es fur notwendig, einen Verdauungsversuch mit den freien Aminoséuren
durchzufihren, der, wie die folgende Tabelle 7 zeigt, eindeutig ergab, dafl
die Absorption der aromatischen Aminoséuren durch die Einwirkung von
Pankreatin quantitativ wnverdndert bleibt.

Tabelle 7. Konstanz der Lichtabsorption aromatischer
Aminosduren gegeniiber Pankreatinbehandlung.
Modellosung I, pH 7,7.

R T 6 Stunden bei 37° mit
¥ mm~t Ul:,gﬁt;ggii ex;i;l: égs:}tz Pankrea’ii)r; z?ha.ndelt
3450 0,50 0,55 Fehlergrenze:
3500 0,83 0,85 + 0,03 in
3540 1,08 (max.) 1,08 (max.) log &’
3800 0,87 0,90
3900 0,67 0,67
4050 0,49 (min.) 0,46 (min.)
4200 0,74 0,70
4250 0,94 [ 0,96
Tabelle 8.
pH 7,7 pH 9,0 pH 13
Prozent abgebaute Zusatzabsorption 50 70 80 (Mittelwerte)

42 Tn die Vergleichskiivette wurde eine gleichkonzentrierte Pankreatin-
losung von pH 7,8 gefiillt.
4 F. Haurowitz und T. Astrup, Nature (London) 143, 118 (1939).
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Eine Auswertung der Kurven 1, 2, 3 der Abb. 5 zeigt, daBl der Abbau
im Mittel mehr als 609, der Zusatzabsorption erfaBt hat. Ein vollsténdiger
fermentativer Abbau wirde in vivo ohne Zweifel zu beobachten sein, ist
aber in vitro grundsétzlich nie zu erwarten, worauf schon Abderhaldent?
aufmerksam gemacht hat. Nabmen wir aber an, dafl der ganze Effekt nur
auf eine Aufspaltung der normalen Peptidbindung zuriickginge, so wiirde
dies bedeuten, dal} auch die bei pH 6 bis 7 beobachtete grofte Differenz zwischen
Protein- und Modellspektrum I dem Einfluf der Peptidbindung zuzuschreiben
wiare; diese Differenz wiirde verringert, wenn man dem Aktomyosin ein hoheres
,»Bigen-pH* als zirka 7 zuschreiben wirde. Da aber hierfiir Werte oberhalb
8,4 nicht in Frage kommen (vgl. Abb. 3, Kurven 1 und 2), so bleibt auch
dann die Differenz so betréchtlich, daf sie durch den Einflul der Peptid-
bindung (CO-Absorption) allein niemals erkldrbar wiirde. Aullerdem sprechen
die durch mechanische Eingriffe bewirkten spektralen Verdnderungen (S. 820)
eindeutig gegen eine solche Auffassung.

Gegenstand weiterer Untersuchungen muBte es daher sein, die Art dieser
Bindungen ndher zu untersuchen.

Herstellung der Modellésung ,IT

Stellt man sich eine Modellésung nun dadurch her, indem man zu einer
Mischung der freien chromophoren Aminosiuren des Aktomyosins die Tyrosin-
komponente, gebunden an einen Diketopiperazinring, zusetzt, so erhilt man
bet pH 7,3 ein Spektrum, das beim Vergleich mit dem Proteinspektrum
bei diesem pH-Wert (Kurve 1, Abb. 3) zeigt, daB die diketopiperazinartige
Bindung lediglich der Tyrosinkomponente als Glycyltyrosinanhydrid

0O H
C—N H

/ AN
Ho/*\— H,
NN
H N-—C H
H O

noch nicht die Absorptionskurve des Aktomyosins ergibt. Da nun einerseits
eine solche Bindung im Hinblick auf die Mannigfaltigkeit derartiger Bindungs-
moglichkeiten in Eiwei nur als sehr grobe modellmifBige Vereinfachung
angesehen werden darf und anderseits tGber die Dissoziationsverhiltnisse
im Aktomyosinteilchen nichts Sicheres bekannt ist#, erscheint die noch
vorhandene Diskrepanz nicht so wesentlich, wie die Frage, wie sich die pH-
Funktionen von Modellspektren II und Proteinspektrum zueinander ver-
halten.

Zunéchst sei hier die pH- Abhanglgkem des Aktomyosinspektrums néher
behandelt. Die Kurven der Abb. 3 zeigen, daf das Aktomyosin bei Anderungen
des pH-Wertes im wesentlichen nur drei typische Absorptionskurven aufweist:
Das flache Maximum bis pH zirka 7,3, den praktisch geradlinigen Kurven-
typ, der zwischen pH 8,4 bis gegen 10 im wesentlichen unverindert erhalten
bleibt, und den alkalischen Typ mit bathochromer Verschiebung der Gesamt-

8 Frankenburger schlieft beispielsweise auf eine betriichtliche phenolische
Dissoziation des in der Haut anwesenden Tyrosins, deren Ausmal einem
weitaus hoheren pH-Wert als 7 entsprechen miiBte (siche Anm. 3).
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bande. Demgegeniiber zeigt die Modellssung I, wie Abb. 4 veranschaulicht,
eine wesentlich differenzierte pH-Abhingigkeit ihres Absorptionsspektrums,
in der die charakteristische pH-Funktion des Tyrosinchromophors, streng
additiv tberlagert von der Tryptophankomponente, charakteristisch zum
Ausdruck kommt. Man entnimmt der Abb. 4 sofort, daf3 die drei Grund-
typen der Aktomyosinabsorption in diesen Kurven tiiberhaupt nicht auf-

treten.

Tabelle 9. pH-Abhéngigkeit von Modellspektrum II.

Aktomyosin

Modell ,,IT

pH

4 log m

.
” max i

Y. N !
min min |

|
¥ 7 max Ao m

7,3
8,4
8,6
9,0
11,0 .
13,0

0,14
0,05
0,03
0,03
0,03
0,03

3630
3630
3630
3630
3500
3500

3980
3900
3900
3900
3700
3700

4000
4000
3950
3900
3700
3700

3630
3630
3630
3630
3500
3500

0,35
0,16
0,14
0,04
0,04
0,04

’

log &

/

3000 3500

vmm

4900

—_—

Abb. 6. Modelldsung ,,I1%.

pH 8,4

4500

Ein grundsatzlich anderes Bild er-
gibt jedoch die pH-Abhéngigkeit der
Modellgsung 11, wie sie in Abb. 6 dar-
gestellt ist. Hier sehen wir die drei
Grundtypen der Aktomyosinabsorp-
tion bereits in guter Annédherung ver-
treten. AufschluBireich ist auch der
Vergleich von Kurve 4, Abb. 6, und
5, Abb. 3, der zeigt, dafl die fir das
anhydridgebundene Tyrosin typische
Bande bei 4000 mm~—* im Modell-
spektrum IT merklich héher liegt als
im Proteinspektrum. Man kann da-
her annehmen, daB im Aktomyosin
nur ein Teil aller Tyrosinmolekiile
an Ringstrukturen gebunden ist und
die bei einer entsprechend zusammen-
gesetzten Modellosung bei niedrigerem
pH auftretende Differenz auf das
Proteinspekirum durch ein drittes
Absorptionsinkrement bei 4000 mm—1
auszugleichen sein wird. Dieses soll
— zunéchst als Arbeitshypothese —
C=N-Chromophoren innerhalb der
Peptidketten 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 weiteren Klarstellung der vorhin hypothetisch angénommenen
Diketopiperazinstrukturen sei folgende Realisierungsmdglichkeit hiermit
zur Diskussion gestellt:
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Tabelle 10. Alkalisierungseffekt bei Aktomyosinlésung:

8356

pH 7,0 —> 8,6.

» [mm~1] log ‘S’pH 7 ; log g/pH 8,6 ‘ SlpH 7 S'pH 8,4 4¢
3670 1,08 1,08 12,0 12,0 0,0
3700 1,08 1,08 12,0 12,0 0,0
3800 1,08 1,08 10,7 12,0 1,3
3900 0,97 1,08 9,3 12,0 2,7
3950 0,95 1,08 8,9 12,0 3,1
4000 0,96 1,08 9,1 12,0 2,9
4050 1,01 1,11 10,2 12,9 2,7
4100 1,08 1,17 12,0 14,8 2,8
4150 1,20 1,26 15,8 18,2 2,4
4200 1,40 1,40 25,1 25,1 0,0

Hier wiirde II beziiglich der Stellung der

Tyrosinchromophor mit II, S. 826, durchaus vergleichbar sein.

\C =N-Gruppen zum
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Es wiirde sich also nicht um ,,echte” Diketopiperazinringe handeln,
sondern um durch Wasserstoffbriicken zwischen den Peptidketten
realisierte ,,Pseudo‘‘-Diketopiperazinringe.

Fiic eine derartige Interpretation spricht vor allem der Umstand,
daB das Vorliegen richtiger Diketopiperazine in Eiweiistoffen zu schwer
zu vereinbarenden Widerspriichen mit den aktuellen Ergebnissen der
rontgenographischen Strukturuntersuchung fithren wiirde. Ferner spricht
fir eine derartige Deutung die gesicherte Anwesenheit von Wasserstoff-
briicken in Faserproteinen, wobei hauptsichlich auf Spektralunter-
suchungen im Ultrarot hinzuweisen ist*5; auBerdem das Verhalten des
Aktomyosing gegeniiber Sduren und
Basen (vgl. 8. 831), das mit den chemi-
schen Eigenschaften echter Dioxopipe-
razine nicht in Einklang steht.

4]

Die Kurvenschar der Abb. 3 zeigt,
daf die Lichtabsorption von Aktomyosin
wesentlich unempfindlicher gegen pH-
Anderungen ist, als das Spektrum der
Modellgsung I. Moglicherweise héingt diese
mit der den EiweiBkorpern eigenen Puffer-
wirkung insofern auch zusammen, als die
Enolisierung der Bindungssysteme eine

KT W00 betrdchtliche Alkalitit des Mediums zu
v — kompensieren vermag.
Abb. 7. Spektrum von Aktomyosin-
filme“’l%nurg’:zi’fnf?q“ouen: Einflisse mechanischer Eingriffe
2: 2% gedehnt; - auf die Absorption.

3: > 5% gedehnt. i . i .
Wird ein bis zur Volumkonstanz bei

Zimmertemperatur in destilliertem Wasser
gequollener Aktomyosinfilm im Quellungsmittel gedehnt, so tritt im
Absorptionsspektrum der in Abb. 7 dargestellte Effekt auf: Etwa inner-
halb der ersten 10 Dehnungsprozente verdndert sich die Kurve in gleicher
Weise, wie wenn man bei ungedehnten gequollenen Filmen den pH-Wert
des Quellungsmittels von zirka 7,3 auf 8,4 erhoht, oder wie wenn man die
gleiche pH-Erhohung an einer Lésung von Aktomyosin in Phosphatpuffer
vornimmt. Tabelle 11 ergibt die Differenzabsorptionskurve zwischen un-
gedehnten und gedehnten Aktomyosinfilmen mit dem charakteristischen
Maximum bei zirka 4000 mm~1. Wihrend aber der durch die pH-Anderung
bewirkte spektrale Effekt erwartungsgemil exakt reversibel ist, zeigte es sich,
da die durch die schwache Dehnung hervorgerufene Verdnderung des
Absorptionsspektrums gegen eine Erniedrigung des pH-Wertes bis auf Werte
von 1 bis 2 vollstéindig unempfindlich ist.
Nachdem im vorigen Abschnitt gezeigt wurde, dafl die Absorptions-
dnderung des Aktomyosins bei einer Alkalisierung auf das Entstehen einer
Enolform von diketopiperazinartigen Ringen unter Ausbildung chromo-

45 A. M. Buswell, W.H. Rodebush und M. F. Roy, J. Amer. chem. Soc.
60, 2444 (1938).
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phorer C=N-Bindungen schlieBen 148t, legt der oben erwidhnte Dehnungs-
offekt die Annahme nahe, daf3 auch bei einer Dehnung ein analoger Vorgang
stattfinden miisse.

Tabelle 11. Dehnungseffekt bei Aktomyosinfilmen pH 6 bis 7,
in Wasser gequollen.

v mm—* log &ynged log ¢'40q =unged €ged 4¢’
3700 1,08 1,09 12,0 12,3 0
3800 1,05 1,09 11,2 12,3 1,1
3900 1,00 1,09 10,0 12,3 2,3
3950 0,99 1,12 9,8 13,2 3,4
4000 1,00 1,14 10,0 13,8 3,8
4050 1,03 1,19 10,7 15,5 4,8
4100 1,09 1,24 12,0 17,4 5,4
4150 1,16 1,34 14,5 21,9 7.4
4200 1,40 1,43 25,1 26,9 1,8
4220 | 1,54 1,54 | 34,7 34,7 0

Mift man nun das Volumen gequollener Filme wihrend der Dehnung,
80 ergeben sich die Kurven der Abb. 8, die erkennen lassen, dafi das auf das

10

49

200% O ¢ e e e s —O e y——-— o2
{ /9/ Vertlachung des Miniprums
.8 & wovomm™7
:. /
i | f 1 { L
13 20 7 & F7 W%
Debmung ——

Abb. 8. Anderang der Breite, Dicke, des Volumens und Absorptionsspektrums in Wasser ge-
quollener Myosinfilme bei Dehnung.

Ausgangsvolumen V, bezogene Volumen V/V, genau in jenem Bereich
geringer Dehnung sprunghaft abnimmt, in dem das Spektrum die Ver-
flachung zeigt. Wie die Léngen-, Breiten- und Dickenmessungen ergaben,
erfolgt der Volumseffekt praktisch ausschlieflich auf Grund einer sprung-

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 80/6. 55
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‘Thaften Abnahme der relativen Filmdicke D/D,, die sich ab ~ 109 Dehnung
nach den Gesetzen der isotropen Dehnung (also nach l/l/L) dndert und
von ~ 609, ab gegen einen konstanten Endwert konvergiert, das heiBt
also, daB die Dehnung schlieBlich anisotrop wird. In diesem Stadium darf
dann angenommen werden, daB sich die Teilchen im wesentlichen nur mehr
in der Filmebene gegeneinander verschieben und die Filmlinge nur mehr
auf Kosten der Breite zunimmt. Nun sinkt beim Eintrocknen der urspriing-
lich in Wasser gefillten, hochgequollenen Filme die Dicke um etwa das
Zwanrzigfache, wihrend die Lénge und Breite sich nur unwesentlich ver-
dndern. Quillt man solche Filme nun neuerlich in destilliertemm Wasser, so
werden folgende Quellungsfaktoren gemessen:

fq =2 2,85,

fp =~ 1,10,

fo 1,05.
Dementsprechend ist bei neuerlich gequollenen Priéparaten damit zu rechnen,
daB die mittlere Teilchenentfernung normal zur Filmebene erheblich geringer
sein muB, als parallel zu dieser. Tritt beimn Dehnen eine Wechselwirkung
zwischen den Fadenmizellen auf, so mufl sich eine solche in erster Linie
in Dickensinderungen bemerkbar machen, wie es auch bei unseren Versuchen
tatsichlich der Fall ist.

Fassen wir kurz zusammen, so erkennen wir, dafl im Anfangsstadium
der Dehnung gequollener Aktomyosinfilme unter sprunghafter Dicken-
(bzw. Volums-) Abnahme zweifellos eine dichtere Packung der Faden-
mizelle erfolgt und daB dieser Vorgang spektral die gleiche Veranderung
bewirkt wie eine Alkalisierung des Proteins, das heiflt auBer einer Ver-
stirkung der phenolischen Tyrosindissoziation die folgende Enolisierung
der intermolekularen Bindungen

/
HN N N
TN N AN
0=0 ¢—O C—OH

/ /
Tyr—CH,~C—H = Tyr—CH, C—H <« Tyr-CH,—C—H

NH N N
e 4 7

unter Ausbildung von \CzN -Chromophoren auf der Grundlage primér

vorhandener Wasserstoffbriicken.

Es ist bemerkenswert, daB eine so geringfiigige Dehnung, die sicher
nur unbedeutende Lageverschiebungen der Fadenmizelle bewirken wird,
einen Effekt erzielt, der das gleiche Ausmaf} erreicht wie eine homogene
Durchdringung des Proteins mit einer alkalischen Fliissigkeit. Das
Problem liuft also darauf hinaus, zu entscheiden, ob es méglich erscheint,
daB die bei den geringen Verschicbungen der Fadenmolekiile sehr kleine
Anzahl realisierter zusitzlicher intermizellarer Beriihrungen eine Wirkung
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auf das gesamte Eiweilgefiige ausiiben kann. Gerade dies aber wird
von der Wirtzschen Theorie*® gefordert, die besagt, daB ein an einer Stelle
einer Peptidkette erfolgender ,/Treffer” (negative Aufladung einer
peptidischen CO-Gruppe) eine Energiefortleitung iiber ganze Systeme

von Ketten hinweg unter Ausbildung von C=N-Bindungen in den

Ketten bewirken kann. (Vgl. auch die Ausfithrungen von O. Schmidi*’.)

In vollem Einklang damit stehen Leitfdhigkeitsmessungen an un-
gedehnten und gedehnten gequollenen Aktomyosinfilmen, die ergaben,
daB die elektrische Leitfdhigkeit solcher Filme gerade innerhalb des
Dehnungsbereiches des Volumsdefektes
sprunghaft zunimm®t4s.

Es erschien ferner von Interesse zu . /

23
i7
untersuchen, inwieierne der spektrale /
Dehnungseffekt durch das Trocknen
der gedehnten Filme beeinflufit wer-
den kann. Es zeigte sich dabei, daB
die an vier verschiedenen Pripara-
ten gemessene Kurvenverflachung beim
Trocknen der Préparate in einem er- 9
heblichen Ausmafl (zirka um 809%) /
zurlickgeht. Auch diese Feststellung o ”y,m)q -
stiitzt die dargelegte Ansicht, dall der Abb. 5.
Effekt auf Bindungen zwischen den 1: I-Tyrosin, DH = 8,4;

Ketten zuriickgeht: bei Austritt des » seldenﬁﬁmmmm: ;l:;;‘;,t
elektrolytisch leitenden Quellungsmittels 4 . gewalzt-gedehnt;
aus den intermizellaren Rédumen wird °

auch an den , Trefferstellen” das Proton der gensherten Amidgruppe
vom Stickstoff stéirker angezogen werden und damit die Umlagerung
von Form IT in I (vgl. 8. 835) vor sich gehen, was durch die Erhohung
der Wasserstoffionenkonzentration, wie erwihnt, nicht erreicht werden
kann.

Beim Seidenfibroin liegen in Anbetracht der einzigen selektiv absor-
bierenden Aminoséiure die Verhiltnisse wesentlich einfacher: entnimmt
man der spinnreifen Raupe den nativen Spinnschlauch und legt ibn
einige Min. in 29%ige Essigsdure (auch Alkohol kann verwendet werden),
so wird der Inhalt der Driise dehnbar®® und kann durch gleichzeitiges
Walzen und Dehnen in stark doppelbrechende Folien von zirka 4u
Dicke verwandelt werden (dabei ist nach der Essigsdurebehandlung die

4 K. Wirtz, Z. Naturforsch. IL b, 314 (1947).

47 0. Schmidt, Naturwiss. 80, 644 (1942).

18 H. Schauenstetn und H. Treiber, J. makrom. Chem. 4, 92 (1949).

4 0. Kratky und 8. Kuryama, Z. physik. Chem., Abt. B 11, 363 (1931).

55%
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karotinhaltige Hiille zu entfernen). Die Essigsdurebehandlung indert
auch bei langer Dauer das Spektrum von nativem Fibroin nur sehr
geringfiigig, obgleich die Siure ein pH von sicher <3 besitzt und —
wie die durch sie bewirkte Dehnbarkeit zeigt — sicher in betrdchtlichem
AusmafBl das Protein durchsetzt. Trotzdem entspricht das Spektrum
nur einer pH-Erniedrigung von zirka 0,2 pH. Es wire denkbar, diese
Erscheinung mit einem Einbau der Tyrosinmolekiile in den kristallinen
Anteil des Proteins in Zusammenhang zu bringen. BloBes Walzen bringt
das pH im Film wieder auf 8,4, wobei vermutlich die eingedrungene
Sdure wieder ausgepreBt wird. Auch die meisten der gewalzt-gedehnten
Filmpréparate zeigen das diesem pH-Wert entsprechende Absorptions-
spektrum. Xs finden sich aber auch, in geringer Anzahl, Filme mit
Spektren, wie sie beispielsweise die Kurve 4 der Abb. 9 wiedergibt.
Die folgende Ubersicht orientiert iiber das Ausmaf der beobachteten
spektralen Verdnderungeno.

Tabelle 12.

Extinktions-
erhbhung in log m
bei 4050 mm~*

Seidenfibroin,
gewalzt-gedehnt

Préparat I.... 0,16 Fehlergrenze:
’s Im... 0,06 4+ 0,03 in log m
’ III .. 0,07
» v .. 0,12
. VoL 0,15

In bemerkenswerter Analogie zu dem sonst jedenfalls grundsétzlich
anders gearteten Muskelprotein konnten wir also auch beim Protein
der Seide eine durch mechanische Eingriffe hervorgerufene Hebung des
Absorptionsminimums im Gebiete von 4000 mm—* feststellen (Tabelle 13).

Tabelle 13. Dehnungseffekt bei Seidenfibroin, pH 8,4 (Priparat V
der Tabelle 12).

i . . Nativ Gew. ged.

v mm—* a f?ﬁ;vm ﬁef 1oggeEd) .10 710 ME.10)
3600 1,12 . 1,12 13,2 13,2 W]
3650 1,10 1,10 12,6 12,6 0
3700 1,06 1,08 11,5 12,0 0
3800 0,95 1,02 8,9 10,6 1,6
3900 0,86 0,98 7,3 9,6 2,3
3950 0,84 0,97 6,9 9,3 2,4
4000 0,85 0,99 7,1 9,8 2,7
4050 0,90 1,05 7,9 11,2 3,3
4100 1,02 1,14 10,5 13,8 3,3
4150 1,27 1,30 18,6 20,0 1,4
4170 1,38 1,38 24,0 24,0 0
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Vergleicht man die so erhaltenen Absorptionskurven mit den Spektren
der verschiedenen Dissoziationsstufen des Tyrosins (Abb. 1), so ergibt
sich eindeutig, dall die eingetretene spektrale Verdinderung sicherlich
nicht mit einer Anderung des phenolischen Dissoziationszustandes der
im Fibroin enthaltenen Tyrosinmolekiile erklirt werden kann.

Der bei den erwihnten Préparaten gemessene flachere Kurvenverlauf
ergibt vielmehr eine Uberlagerung durch eine im Gebiete von etwa
4000 mm ™! zusitzlich auftretende Absorption.

Nun scheint es nach den bisherigen Ergebnissen naheliegend, anzu-
nebhmen, dall bei einem bestimmten Verhdltnis von Dehnungszug und
Walzdruck die gestreckten Peptidketten so zueinander zu liegen kommen,
daB3 sich Wasserstoffbriicken zwischen ihnen ausbilden koénnen, die im
nativen Stadium nicht vorhanden waren. Die Existenz solcher Wasser-
stoffbindungen in orientierten Seidenpréparaten wurde unter anderem
schon von Coleman und Howiti®, Brill®! und anderen auf Grund ront-
genographischer Messungen des Kettenabstandes wahrscheinlich ge-
macht. Befindet sich an dem zwischen zwei solchen Briicken be-
findlichen aliphatischen Kohlenstoffatom nun ein Tyrosinrest, so ist,
wie auf S. 835 u. {. dargestellt, zu erwarten, daB der hierdurch gebildete
Pseudo-Diketopiperazinring :

AN e
[0 g SN—. HN
- N
Tyr—CH,—C—H H—(0—X
s
N—H—-0=C

die Absorption dieses Tyrosinteilchens wiederum analog wie etwa im
Glycyltyrosinanhydrid beeinflut. Da nun aber im Seidenfibroin, wie
auf 8. 828 niher begriindet wurde, ein pH von zirka 8,4 die Lage simtlicher
Dissoziationsgleichgewichte beherrscht, wird der Ladungszustand im
Protein mehr gegen die Form

=)
0 >—CH2‘O£H
— N
N
V4
verschoben sein. Dieser Zustand stellt sicher die optimale Bedingung
fitr die Ausbildung der Briickensysteme nach

80 D. Coleman und F.O. Howtit, Proe. Roy. Soc. (London), Ser. A 190,
145 (1947).

51 R. Brill, Naturwiss. 29, 220 (1941).
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AN 7
cC—0—H N
/ AN
Tyr—CH,—C—H H-CX
S
N.. H—0—C
7 AN

dar, womit bei vollstindiger Beteiligung aller Tyrosinchromophore das
Spektrum des Glycyltyrosinanhydrids bei pH 8,4 (Kurve 3, Abb. 2)

zuziiglich der durch die /C:N -Gruppen verursachten zusdtzlichen

Bande bei etwa 4000 mm~! zu erwarten wire. Das Kurvenbeispiel 2
der Abb. 9 zeigt, daB dies nicht der Fall ist; die gemessenen Kurven
kénnen vielmehr durch eine teilweise Uberlagerung der Kurven von
Seidenfibroin bei pH 8,4 und einer Bande bei 4000 »" erhalten werden.

Sicher wird bei der Ausbildung der C=N-Bindungen wieder ein Teil
der Tyrosinreste die anhydridartige Ringbindung eingehen, doch kann
der Bruchteil nicht erheblich sein (vgl. Abb. 11b). Die Kurven der
Abb. 9 kénnen daher in guter Naherung durch Uberlagerung der Kurve 2,
Abb. 9 oder Abb. 11b mit einer zusitzlichen Bande bei 4000 mm-1 er-
halten werden.



