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Die Hitzedenatur ierung yon Serumalbumin und y-Globulin 
l~ti]t sieh sowohl an entsprechend verdfinnten ws LSsungen 
als aueh an optisch klaren Fi lmpr/ ipara ten  spektral  einwandfrei 
feststellen: Vergliehen mit  dem Spektrum der nat iven Proteine,  
weist das der hi tzedenatur ier ten Proteine in den Gebieten yon 
2500, 3000 und 4000 v' eine sehr erhebliehe Mehrabsorption 
auf, die als prakt iseh reine I~2onsumtivabsorption anzuspre- 
chen ist. 

Es handel t  sich hier sieherlich urn die gleiehe Absorption, die 
bisher im Spekt rum vieler Proteine als sogenannte ,,Zusatz- 
absorpt ion" festgestellt und speziell der  I-I-gebundenen Pept id-  
gruppe zugeordnet  werden konnte.  

Dieser heu tung  zufolge l~il3t der mitgeteil te Spektraleffekt  
den Sehlul3 zu, dab die t-Iitzedenaturierung unter  Ausbildung 
zwisehenmolekularer interpeptidischer Wasserstoffbrfieken zu 
einer Aggregation der Teilchen fiihrt. Dieser lediglieh aus dem 
UV-Spek t rum abzuleitende Sehlul? entsprieht  durehaus den 
heutigen, mi t  vSllig anderen Untersuehungsmethoden gewonne- 
nen Vorstellungen fiber die Hitzedenatur ierung korpuskularer  
Eiweil3stoffe. 

I n  einer l%eihe vorangeg~ngener  Un te r suehungen  t h a t  der  eine yon 
uns fiber das  Auf t r e t en  einer bisher  n ieh t  be~chte ten,  rein k o n s u m p t i v e n  

1 E.  Schauenstein, !V[h. Chem. 80, 820, 843 (1949). - -  E .  Schauen6'tein 
und O. Kra tky ,  Z. Naturforsch. 5 b, 281 (1950). - -  E .  Schauenstein, 1V[elliand 
Textilber.  83, 591 (1952). - -  O. Kratlcy und E.  Schauenstein in Physik  der  
Hochpolymeren,  Bd. I I I ,  S. 179, herausgegeben yon H. A .  Stuart. Springer- 
Verlag. 1955. 
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A b s o r p t i o n s k o m p o n e n t e  im U V - S p e k t r u m  yon  Pro te inen  bei  z i rka  2500, 
3000 und  4000 m m  -1 berich*et,  d ie  sich der  re inen Aminos~Lureabsorption 
(meist  Tyros in  und  T r y p t o p h a n )  add i t i v  i iber lager t  und  nach  al len bisheri-  
gen Befunden  spezie]l den  H - g e b u n d e n e n  P e p t i d g r u p p e n  zuzuordnen  ist.  

Hie rbe i  scheint  eine gewisse ~MindestgrSl~e der  pep t id i schen  t t -Br i i cken-  
sys teme eine wesent l iche Vorausse tzung  ftir das  Auf t r e t en  des u l t ra -  

0500 7 "~ 

Abb. 1. Kurve 1: Rinderserumalbumin, 0,05% in 
0,1% ~aC1, nativ. Kurve l a: Reine Tyrosin- 
Tr~-ptophanabsorption des Serumalbmnins. Kurve2: 
LSsung, wie unter I beschrieben, im Wasserbad bei 
78 ~ 30 ~in. denaturiert, bei Zimmertemp. aufgenom- 
men. Kurve 2a: ZwJsohenstadium. Kurve 3: L6sung, 
wie unter 1 beschrieben, in ]~eizkiivotte bei zirka 

100 ~ aufgenommen. 

v io le t t en  Spekt ra le f fek tes  zu 
sein, worauf  auch W i r t z  2 auf 
G r a n d  yon  theore t i schen  ~ b e r -  
legungen hingewiesen ha t .  

Die  exl0erimentelle Fest- 
stellung der Zusatzabsorption 
und ihre Interpre~a,tion fiihren 
unter anderem zu der Erwar- 
tung, dab diese Absorption 
durcla alle/iul]eren, chemischen 
oder mechanischen Eingriffe, 
die eine ~nderung der inter- 
peptidischen Wasserstoffbriik- 
ken bewirken, entsprechend be- 
einflul3t werden  mfisse. Diese 
E r w a r t u n g  koml te  bere i ts  bei  
der  hydro ly t i s chen  Spa l tung  1, 3, 
H i t ze sch rumpfung  4, Polymer i -  
sa t ion  ~, 6 a n d  mechanischen  De-  
fo rma t ion  ~-s einer Anzah l  yon  
P ro te inen  exper imente l l  ein- 
deu t ig  bes t~ t ig t  werden.  

I m  R a h m e n  der  h i e rmi t  
umrissenen Prob lems te l lung  er- 

schien uns auch die t t i t z e d e n a t u r i e r u n g  ko rpusku la re r  Eiweii3kSrper yon  
besonderem Interesse ,  bei  der  es nach  der  heu te  a l lgemein  ve r t r e t enen  
Ans ich t  zu einer Assozia t ion  der  P a r t i k e l  k o m m t  9 und  sich die chemischen,  

2 K .  Wir tz ,  Z. Elektrochem. 5~, 47 (1950). 
3 E .  Schauens te in  und /) .  Stanke ,  .Makrornolek. Chem. 8, 7 (1951). 

E.  Schauens te in  u n d  D. Stanke,  ibid. 5, 262 (1951). 
O. KraUcy u n d  E .  Schauenste in ,  F a r a d a y  Soe. Discuss. 1951, Nr. l l .  
P .  Czolcan u n d  K .  Lak i ,  Z. physik.  Chern., Abt .  A 190, 278 (1942). - -  

E .  Schauens te in  und M. Hochenegger, Z. :Naturforseh. 8 b, 4:73 (1953). 
O. Kratlcy,  iF. Schauens te in  und E.  Treiber, Mh. Chern. 78, 174 (1947). - -  

E.  Schauens te in  and  J . .F ix l ,  ibid. 81, 1129 (1950). - -  E .  Schauenste in ,  J .  F i x l  
and  O. K ratlcy, ibid. 80, 144 (1949). 

s O. K r a t k y  und E.  Sehauenste in ,  Z. Elektrochern. 55, 626 (1951). 
9 ~I .  L e v y  und R.  Warner,  J. Physic. Chem. 58, 106 (1954). 
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physikalischen und biologischen Proteineigenschaften in charakteristi- 
scher Weise ~ndern. 

Die verh~ltnismiLt~ig leieht - -  etwa dutch pH-Verschiebungen - -  
erzielbare Reversibitit~t der t t i tzedenaturierung 1~ li~13t vermuten,  dab 
hierbei, etwa wie bei der ]~ibrinbildung aus dem Fibrinogen, ~eben- 
valenzbindungen die entscheidende Rolle iibernehmen. 

Es leuchtet ein, dal~ die :Peptid-Zusatzabsorption nun ein neues 
Kri ter ium d a f ~  bietet, ob sieh bei der tti~zedenaturierung aueh die 
interpeptidisehen Wasser- 
stoffbrficken bets 

Wir verwendeten fiir un. 
sere Aufnahmen Reinstpr/~- 
parate  yon mensehliehem 

- Globulin und Rinderserum- 
albumin der B e h ~ n g - W e r k e /  

Marburg. 
Die Abb. 1 und 3 bringen 

in den Kurven  I die in w~l]r. 
LSsung aufgenommenen 

Spektren der beiden lh'ote- 
ine. Das p i t  betrug beim y- 
Globulin 5,74, beim Albu- 
min 6,15. 

Zum Vergleieh sind ir~ 
den Abb. 1 un4 3 aueh die 
reinen Aminos~ureabsorp- 
tionen (bier Iediglieh Tyrosin 
und Tryp~ophan als einzige, 
praktisch ins Gewicht fal- 

o 
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Abb. 2. :Film aus l%inderserumatbumin, trocken 
hitzedenatnriert 

tende Chromophore) eingezeichnet, wobei die chemisch ermittel ten 
Prozentgehalte als Grundlage ftir die Berechmmg der ExtinktionshShe 
dienten. 

Man erkennt, dai~ im Spektrum beider Proteine bereits im nat iven 
Zustand eine deutliche Zusatzabsorption vorhauden ist, die beim Albumin 
wesentlich starker ist als beim Globulin. Dies li~I~t auf bisher nicht 
bekannte  Unterschiede im Vernetzungszust.and durch in~erpeptidische 
t t-Briicken in den beiden Proteinen schliei3en. Interessanterweise wurden 
kfirz]ich yon L e n o r m a n t  und B l o u t  11 Untersehiede in der Ut~-Absorption 
der CO- -NH-Gruppen  yon Serumalbumin und y-Globulin mitgeteil~. 

lo A .  Kertdsz,  Bull. soe. chim. biol. 85, 623 (1953). - -  K .  Strachitzki],  
K .  F i r la rowa  u n d  A .  Gurvich, Chem. Ahstr. 48, 761 (1954). 

11 H .  Lenorman t  und E .  Blout ,  Bull. soc. chin~. France 195~, 859. 
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0,05 bis 0,2~ LSsungen der beiden EiweifikSrper wurden nun, 
tells im Wasserbad, teils in einer elektriseh geheizten Quarzkiivette 
erhitzt. Dabei zeigte es sieh, dab 0,05~ LSsnngen his zu Temperaturen 
yon etwa 85 his 90 ~ v611ig klar blieben. Bei weiterer TemperaturerhShung 
t r i t t  zunehmende Opaleszenz auf, die bei l~ngerem Stehen aueh zur 
Flockung fiihrt. 

Die konzentrierteren LSsungen v6rhalten sieh grundsatzlich analog, 
nut  setzt die Opaleszenz bereits bei etwa 72 bis 75 ~ ein. 
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Abb. 3. g u r v e  1: y-Globulin, 0,05% in 0,9% 
NAG1, nativ. Kurve 1 a: l~eine Tyro~in-Trypto- 

phanabsorDtion des y-Globulins. 

Wir spektrographierten sowohl 
die erhitzten, jedoeh noeh optiseh 
klaren, als aueh die opaleszierenden 
LSsungen der beiden Proteine. 
Dabei zeigte sich iiberraschender- 
weise, dab bereits in den noeh 
klaren LSsungen ein starker Ab- 
sorptionseffekt festzustellen ist, 
wie ihn beispielsweise die Abb. 1 
in den Kurven 2 und 3 zeigt. Eine 
Kontrolle dieser Spektren mit Hilfe 
der sogenarmten Extrapolations- 
methode 12 ergab in der Tat  noeh 
keine Anhaltspunkte fiir eine meB- 
bare Beehaflussung durela Tyndall- 

Absorption. Daher sind die Spek- 
tren der Abb. 1 bis 4 als prak- 
tiseh reine Konsumpt.iv-Absorptio- 
hen zu diskutieren. 

Man entnimmt den Kurven 2 und 3 der Abb. 1, dab sich bei der 
Hitzedenaturiermag des Serumalbumins eine neue, zusi~tzliche Absorp- 
tionskomponente der Nativabsorption iiberlagert: AuBer den mehr 
diffusen Banden im Gebiet yon 2500 und 3300 tara -1 fgllt besonders die 
Absorptionszunahme bei 4000 v' auf, die das ~Iinimum der Aminos~ure- 
absorption stark verflaeht. Es besteht kein Zweifet, dab es sich hier 
um die eingangs besel~iebene Peptid, Zusatzbanden handelt. 

Es kormte ferner beobaehtet werden, dag im Zuge tier Hitzedenaturie- 
rung aueh Stadien durehla~fen werden, in denen die Proteinabsorption 
im Bereieh 4000 ~' mehr oder m i m e r  stark unter den im nativen Zustand 

gemessenen Weft  absintct, wie Kurve 2a der Abb. 1 veransehaulicht. 
Diese Erniedrigungseffekte liegen teils lmapp an der 5feBfehlergrenze, 

19 E. Treiber und E. S chauer,~tein, Z. Naturforsch. 4b,  252 (1949). - -  
E. Treiber, Kolloid-Z. 13t), 39 {1953). ~-- E. Schauenstein und H. Bayzer, 
J. I)olymer Sci. 16, 45 (1955). 
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kSnnen aber auch bis zu 0,6 in log e' betragen; die Reproduzierba,rkeit 
ist derzeit noch unbefriedigend. 

Die Spektren der opa,leszierenden LSsungen zeigen erwa,rtungsgemgl~ 
eine bereits deutlieh meftbare Tyndall-Streua,bsorption. Na,ch Anbringung 
der auf dem extra,pola,tiven Wege ermittel~en Korrektur erhglt ma,n a,ber 
Spektren, die mit denen der erhitzten, a,ber noch Tyndall-ffeien LSsungen 

iibereinstimmen. 

Da,s UV-Spektrum Igftt somit erkennen, daft die bei der tIitzeein- 
wirkung auf Eiweil~kSrper 
guBerlich erkennbaren Kri- 
~erien der Hitaedenaturie. 
rung zeitlich betrachtlich 
vora, usgehen. 

Li~gt ma,n die Protein- 
15sungen auf Qua,rzpl~ttchen 
an der Luft eindunsten, so 
erh~l~ ma`n glasklare, sprSde, 
leicht wa,sserlSsllche Filme, 
deren Spektrum mit dem 
der nativen wgBrigen LSsung 
der Pro~eine vollkommen 
identisch ist. 

Se~zt man die Filme je- 
doch im T~oekensehra,nk 
Tempera,tnren yon zirka, 

einse%zenden Umwandlungsprozesse den 
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/ 

J 
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Abb. 4. Film aus y-Globulin, trocken, hitzedenaturiert. 

200~ aus, so bleiben sie 
zwar noch ebenso ldar, werden aber wasserunlSslich und lassen sich auch 
im gequollenen Zusta,nd mecha,nisch deformieren, wobei Doppelbrechung 
a,uftritt. Die UV-Spektren solcher Filme (Abb. 2 und 4) zeigen in a,llen 
F~llen, ebenso wie die Spektren der hitzedenaturierten LSsungen, die 
s~a,rke Znna,hme der Peptidzusa,tzabsorption. 

Folgen wir der bisherigen Deutung dieser Zusatza,bsorption, so kommen 
wi t  zu dem Ergebnis, da,ft bei der durch die Hitzedena~uriertmg be- 
wirkten Assozia,tion der Teilchen interpeptidisehe Wasserstoffbrticken 
ausgebildet werden. Da,bei entstehen zweifellos viel ausgedehntere 
Systeme yon CO--NH-Gruppen, deren s-Etektronen durch die H-Briicke 
miteinander in Kopplung stehen und da`mit die Voraussetzung ffir die 
Zunahme der Zusatzabsorption schgffen. 

Das bisher nur um-egelm~Big fes~gestellte, prim~re Absinken der 
Zusatza,bsorption lggt eine der Assozia,tion vorangehende Sprengung 
von H-Brticken (Entfa,ltung ?) annehmen, wie sie schon yon Seelich und 
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HolzlShner 1~ aus Volumsmessungen gefolgert wurde. Die sehleehte 
Reproduzierbarkeit deutet darauf bin, dab dieses Vorsgadium der Aggre- 
gation ein auBerordentlich instabiles sein muB, das yon zahlreichen, 
derzeit noeh nieht n~her bekannten Faktoren abh~ngt. 

Im Zusammenhang mit den bier mitgeteilten ultravioletten Spektral- 
effekten bei der I-Iitzedenaturierung erseheinen die bereits erw~hnten 
Untersuchungen von Lenormant und Blout n wiederum erw~hnenswert, 
bei denen sieh eine typisehe Ver~nderung der ultraroten CO--NH-Banden 
yon y-Globulin und SerumMbumin bei der Hitzedenaturierung ergaben. 

Schlieglieh soil noch darauf hingewiesen werden, dal3 bei der Poly- 
merisation des Fibrinogens zum Fibrin der praktisch anMoge ultra. 
violette Spektraleffekt auftritt 5. ttitzedenaturierung und Fibrinbildung 
mfissen also ein gemeinsames Prinzip aufweisen, das sich spek~rM ein- 
deutig zu erkermen gibt und nach dem oben Gesagten in der Ausbildung 
ausgedehnter interpeptidischer H-Brfieken-Resonanzsysteme bestehen 
dfirfte. 

Weitere Untersuchungen fiber die hier nur kurz mitgeteilten Spektral- 
effekte sind im Gange, insbesondere aueh gemeinsame Messungen mit 
E. Bielcert (Max-Planck-Institut ffir Biochemie, Tfibingen, Vorstand: 
Prof. Dr. A.  Butenandt), bei denen erstmals versucht werden soft, die 
ultravioletten und ultraroten SpektrMbefm~de miteinander zu koordi- 
nieren. 

Hieriiber wird zu gegebener Zeit ausfiihrlich beriehtet werdeno 

Wir sind Herrn Prof. Dr. O. Kratky  fiir die FSrderung und Unier- 
stfitzung unserer Untersuch~mgen, der Roclce]eller _Poundation ffir die 
Bereitsteilung yon Mei~apparaten zu Dank verpflichtet. 

18 A.  Holzl6hner ~md /'. Seelich, Klin. Wschr. 2, 1169 (1938). 


