pal fliissige Stoffe auch mit trockenem Harnstoff ohne Losungs-
mittel sich verbinden. Nicht minder reizvoll ist es auch, in einem
Reagensglas eine konzentrierte wéBrige oder alkoholische Harn-
stoff-Losung mit einigen Tropfen Octanol zu tiberschichten und
zu beobachten, wie augenblicklich an der Beriihrungsfliche lange
feine Nadeln des Additionsproduktes anschieSen. Diese Ver-
suchsanstellung brachte mich auf den Gedanken, die Uber-
schichtung auch mit Kohlenwasserstoffen zu versuchen, wie
Testbenzin, Petroleum, Paraffin. liquid. und dergleichen. Die
Verbindung mit Paraffin kristallisiert in kleinen, sebr derben
Nadeln, bei denen sich die zersetzende Wirkung des Wassers be-
sonders gut beobachten 148t. Bringt man unter dem -Mikroskop
einige Kristdllchen in einen Tropfen Wasser, so sieht man, wie
sie formlich explodieren, so daB im Nu das ganze Gesichtsfeld
von unzahligen winzigsten Fettropfchen iibersdt ist.

Aber die Uberraschungen gingen noch weiter. Bisher hatte ich
nur Verbindungen mit einer geraden unverzweigten Kohlenstoff-
kette untersucht. Bei den Versuchen mit Testbenzin tauchte
plotzlich der Gedanke auf, wie sich wohl Kohlenwasserstoffe mit
einer oder mehreren Seitenketten verhalten wiirden. Dabei
ergabsicheingrundlegender Unterschied. Es zeigte sich,
daB reines iso-Octan mit Harnstoff iberhaupt nichtreagiert.
Dies verschiedene Verhalten schien mir fiir eine Trennung der
beiden Arten von Kohlenwasserstoffen von Bedeutung zu sein,

doch iiberstieg die weitere Erforschung dieser auffallenden Er-
scheinung die Krifte eines Einzelnen, zumal das meinem eigent-
lichen Arbeitsgebiet, der Lebensmittelchemie, fern lag.

Ich gewann fiir meine Patentanmeldung das Interesse von
Matithias Pier, einem der bedeutendsten Forscher der Kohlen-
wasserstoffchemie. Infolgedessen iibernahm die zur damaligen
I.G.-Farbenindustrie gehdrige Badische Anilin- & Soda-Fabrik
die weitere Bearbeitung. Im Ammoniaklaboratorium dieses Wer-
kes tibernahm Dr. Withelm Schienk jr., unterstiitzt von den rei-
chen Mitteln und Erfahrungen dieses Werkes, die weitere Arbeit.
In fast zehnjdhriger Forschung hat er dieses anfangs so ratsethafte
Gebiet nach allen Richtungen hin durchgearbeitet und seine Er-
gebnisse in einigen umfassenden grundlegenden Arbeiten!) ver-
offentlicht. Eine kurze Ankiindigung wurde von ihm und mir
gemeinsam in der schweizerischen Zeitschrift , Experientia‘?)
gebracht. Kristallstrukturuntersuchungen an den neuen Verbin-
dungen nahm C. Hermann vor.

Aus diesen Darlegungen ersieht man, wie aus Beobachtungen
auf einem ganz abseitigen Gebiete durch Gliick und planmaBige
Verfolgung schlieBlich ganz allgemeinwichtige Ergebnisse fiir die
organische Chemie sich ergeben kdnnen.

Eingeg. am 27, November 1950 [A 335]

1) Liebigs Ann. Chem. 565, 204—240 [1949]; vgl. auch diese Ztschr. 62, 299
[1950]; W. Schlenk jr, , Die neuen Harnstoff-Additionsverbindungen®,
%) Expetientia 5, 200 |1949).

Uber die Ultraviolettabsorption der Proteine

Von Dr. H. DANNEN BERG, Tiibingen*). Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen

Ausgehend von der UV-Absorption der einzelnen Aminosiuren werden die Spektren der Proteine, Nukleinsiuren

und Nukleoproteide beschrieben und die entspr. Analysenméglichkeiten von Aminosiuren und -Gemischen gezeigt.

Der zweite Teil der Arbeit behandelt die Wirkung der UV-Strahlung auf Aminosauren und Proteine unter bes.
Beriicksichtigung der Denaturierung.

Einleitung

1909 fand erstmalig Dhéré', daB Proteine ultraviolettes Licht
absorbieren und daB das Spektrum von Proteinen im wesentli-
chén durch eine Bande mit einem Maximum bei 280 my ausge-
zeichnet ist. ,

HKine Analyse von Ahsorptionsspektren wird stets von der Frage aus-
zugehen haben: Worauf ist die Absorption zuriickzufithren? Man weil,
dall Absorption im UV oder im Sichtbaren immer dann auftritt, wenn in
einer Molekel chromophore Gruppen vorhanden sind. Chromophore
Gruppen sind gekennzeichnet durch w-Elekironen oder einsame Elek-
tronenpaare. Die isolierten ehromophoren Systeme verursachen eine
Absorption im kurzwelligen Teil des UV unterhalb 220 my, die bei den
meisten Untersuchungen nicht erfafit wird. Die Vereinigung von zwei
oder mehr chromophoren Gruppen filhrt zur Wechselwirkung der ein-
zelnen Systeme. Die Anregungsenergie eines derartig ,,konjugierien®
Systems ist kleiner als die Anregungsenergie der isolierten chromophoren
Gruppen, d. h. die Absorption des konjugierten Systems ist nach Rot ver-
schoben. Derartig konjugierte Systeme konnen in langer Kette vorliegen
wie z. B. bei den Polyenen, oder sie konnen in Ringsyvstemen auitreten,
z. B. Benzol, Indol, Pyrimidin und Purin.

UV-Absorption der Aminosiuren
Wenn man das Absorptionsspektrum der Proteine deuten
will, wird man zuerst iiberlegen miissen, auf welche chromophoren
Gruppen oder Systeme die Absorption zurfickzufiihren ist. Eiweil3
ist aufgebaut aus Aminosduren, die peptidartig zu langen Ketten
verkniipft sind (I). Die Vielzahl der EiweiBverbindungen ist be-
dingt durch die Art und Reihenfolge der Aminosduren in den

R (o) R 0
H 11

NI N N N NN

c N C c N C c

: H H

o} ‘R o} R 0
Polypeptidketten einerseits und durch die Kn&duelung oder Fal-
tung der Peptidketten andererseits. Die Polypeptidkette als
sclche sollte oberhalb 240 my keine Absorption aufweisen, da
alle —CO—NH-Gruppen (Peptidbindungen) durch CH ,-Gruppen
:)m; Vortrag auf d. biophysik. Arbeitstagung Mosbach, am 20,

Oktober 1949, mit Ergdnzungen bei der Niederschrift,
') Recherches spectrograph, Theéses de Fribourg 1909.
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getrennt, also isoliert sind. Die Absorption der Peptidbindung
entspricht etwa derjenigen des Acetamids, dessen Absorption
durch eine steil ansteigende Bande unterhalb 220 my ausgezeich-
net ist?). Die Messungen an Peptiden beéstdtigen dieses3: 4 3),
Die Absorptionsbande des Dipeptids Glycyl-d,l-leucin (Absorp-
tion unterhalb 230 my) ist gegeniiber derjenigen der Komponen-
ten Glycin und Leucin zwar etwas nach Rot verschoben, zeigt
aber keine neue Banden® 7). Die Absorption, die Proteine ober-
halb 240 my zeigen, kann daher nur von den Resten R (I) der
Aminosduren herrithren. Untersucht man diese nun auf
chromophore Systeme, so bleiben nur fiinf Aminosduren ftibrig,
die oberhalb 240 my. eine selektive Absorption aufweisen: Tryp-
tophan (II)® 1§), Tyrosin (III)3 4 & 8a, 9, %a. 11-15) Phepyl-

4. H AR H RN H
7N —CH,——COOH 10— >\—c114--c.—c00}1 </ >—CH2—C—C()OH

i
N\ NH, ©NH,
H 11 111 v

NiI,

H 11,C-S—S—CH,
/CHy—C~COOH ;
— |

. !
H,N—CH  HC-NH,
NH, !

Vi

HN N

P

N/ v
H

COOH COOH

%) H. Ley u. B. Arends, Z. physik. Chem. (B) 17, 177 [1932].

3) P. A. Kober, ]J. biol. Chemistry 22, 433 [1915].

4) Y. Shibata u. T. Asahina, Bull. chem. Soc. japan 2, 324 {1928].

8) M. A. Magill, R. E. Steiger u. A, J. Allen, Biochemic. J. 31, 188 [1937].

. ®) E. Abderhalden u. R. Haas, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 155, 195

[1926]; 166, 781927},

Die Angaben von G. A. Anslow u. S. C. Nassar (J. opt. Soc. Amer. 3,

118 [1941] sowie H. Mohler (Das Absorptionsspektrum der chemischen

Bindung. Jena, Gustav Fischer. 1943, Seite 68) beziiglich einer Eigen-

absorption der Peptidbindung im Gebiet von etwa 280 mu konnten

bisher noch nicht bestitigt werden.. Vgl. E. Schauenstein, J. O. Fixl u.

O. Kratky, Mh. Chemie 80, 143 [1949].

*} F, W. Ward, Biochemic. J. 17, 891 [1923].

¥ T, W. Goodwin u. R. A. Morton, ebenda 40, 628 [1946).

¥) W. Stenstrém u. M. Reinhard, J. biol. Chemistry 66, 819 [1925].

*ay J. W. Sizer u. A. C. Peacock, ebenda 171, 769 {1947].

10y F. C. Smith, Proc. Roy. Soc. London Ser. B 104, 198 [1929].

1y ], Groh u. M. Handak, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 190, 169 [1930}.

12y W. F. RofB, J. biol. Chemistry 104, 531 [1934].

13y S. Becker, Strahlentherap. 52, 531 [1935].

%) C. B. Coulter, F. M. Stone u. E. A, Kabat, J. gen. Physiol. 19, 739 [1936].

13) K. Feraud, M. S. Dunn u. J. Kaplan, J. biol. Chemistry 112, 323 31935];
114, 665 [1936].

%) E. R. Holiday, Biochemic. J. 30, 1793 [1936].
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alanin (IV)% 8 8, 8, 12-14) Histidin (V)8) (Maximum unter-
halb 240 myp) und Cystin (VI)8 2, 17, 18, 19} Und zwar Tryp-
tophan wegen seines Indol-Systems (Bild 1), Phenylalanin auf
Grund seines Benzol-Ringes (Bild 2), Tyrosin wegen seiner

8000
cm!
6000
w
4000 /
2000 AN - \
220 240 60 280 mu 700
A% .
Bild 1%%).  Spektrum des Tryptophans in m/15 Phosphatpulfer, Py = 8
700 Phenol - Gruppierung,
, Histidin des Imidazol-
em™? \ Ringes halber und Cy-
200 N} stin auf Grund der S-S-
) Briicke. Die Extink-
¥ V\ tionskoeffizienten der’
100 v/ \ drei am starksten ab-
sorbierenden Amino-
sguren: Tryptophan,
g .
22y - 240 260 mpe 260 Tyrosin und Phenyl-
A alanin, im Maximum
Bild 2%%). Spektrum des Phenylalanins verhalten sich wie
in m/15 Phosphatpuffer, Py =8 27:8:1 (in alkoholi-

scher Losung). Die Absorptionen des Histidins und des Cystins
sind von geringerer Bedeutung, da sie entweder kurzwelliger
liegen oder die Intensitdt der Absorption nur kiein ist (Tabelle 1).

1

Asg'ui?g" Lsgmittel Maxima Minima
mu £*) mu | &%)
) j :
Tryp- 95% Athanoll 275, 280, 290,5( 5410, 5770, 4970 | %)
tophan 259, Athanol (270), 281, 287,5 (4600), 5300, 4330 | %)
! Wasser 271 22;;20,5287,5 4600, 5190, 4810 . M
© 0,1 HCI 278 5450 244 1475'%a)
0,1 NaOH . 281 5030 246 ¢ g50wa)
0,1 NaOH 280,5 5250 sa)
: Py~ 8 (2T1), 280, 288 |(5200)5400 4500%**) 53)
]
Tyro- [50% Athanol 279 1600 247 | 200 ¥
sin | 0,1 HC 271,5 1500 246,51 501%a)
Py 4,3 276 1500%*) va)
Py = 8 275 1300%**) 53)
i PH 12,0 240, 293 | 11500, 2600%*) . oa)
0,1 NaOH 294 2550 264 850'%a)
0,1 NaOH 293 2390 8a)
Phe- 0,1 NaOH 258,5 200 ! 82)
nylala-| py 8 258 208%**) ' ' 1)
nin ;
Histi- 509, Athanol 220 9000 )
din i ' . ;
Cystin  Wasser Inflexion 250 400 1~y
(Hy-
dro- )
chlorid) '
Tabelle 1. Absorptionsdaten der Aminosduren

*) Der Extinktionskoeffizient ist definiert durch die Gleichung:
- log Jeo cm-17 Darin bedeuten: M = Molgewicht, c = Konzen-

£ = ——-
c-d
tration in g/L und d = Schichtdicke in cm,

**) In der Originalarbeit ist die Absorptionskurve in a-Werten angegeben.
Die ¢-Werte wurden daraus erhalten durch Multiplikation mit dem
Molgewicht des Tyrosin-hydrochlorids.

**¥*) Originalkurve umgerechnet auf Extinktionskoeffizient ¢.

17y G. A, Anslow u. E. R. Lyman, J. opt. Soc. Amer. 31, 114 {1941}.

18) Arend, Z. physik. Chem. (B) 17, 177 [1932].

182) 2. Abderhalden u. Rofiner, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 178, 156 [1929}].

%) " B. G. Edwards, Arch. Biochemistry 21, 103 [1949].

198)R. A. Morton, The Application of absorptign Spectra to the Study
of Vitamins and Hormones. 2 nd. Edit. London 1942, S, 181 ff.
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Die Absorptionsbanden des Tryptophans, Tyrosins und Phe-
nylalanins weisen Feinstruktur auf, die derjenigen der Grund-
systeme Indol, Phenol und Benzol vollkommen entspricht, aber
eine geringe Verschiebung nach Rot zeigt!2 15) (Tabelle 2).

Phenylalanin - Benzol Tyrosin - Phenol [ Tryptophan Indol

267.5 268.5 282.0 276.0 | 289.4 287.3
264.3 264.5 276.0 269.0 ‘ 280.4 279.0
257.6 260.5 268.0 2625 |- 271.0
252.5 254.5 |
246.2 248.0
241.0 242.0 |
235.0 238.0

233.0

Tabelle 2

Feinstruktur der aromatischen Aminosiduren und ihrer Grundsysteme
(in mu1s)) '

Die Spektren aller Aminosduren mit Ausnahme des Tyrosins
sind ziemlich unabhingig vom py; der Losungen. Lediglich das
Tyrosin zeigt auf Grund seiner phenolischen OH-Gruppe eine
Abhidngigkeit vom py; der Losung. In saurer Losung liegt die
phenolische OH-Gruppe vollkommen undissoziiert vor, in stark
alkalischer Ldsung liegt dagegen ein anderes chromophores Sy-
stem vor: das Phenolat-Ion. Die beiden Systeme unterscheiden
sich in ihrer Absorption?® 1¢). Bei py 4,3 zeigt das Spektrum des
Tyrosins oberhalb 230 my nur ein Maximum (bei 277 my), bei
Py 12 dagegen zwei Maxima (bei 240 und 293 my) (s. Bild 3)%).
Im py-Gebiet, in dem Phenol-Form und Phenolat-lon neben-
einander vorliegen, stellen die Spektren dann die Summe der
beiden Grenzformen dar. Bei py 10,1-10,3, bei dem die pheno-
lische OH-Gruppe zu 509, dissoziiert ist (pK — 10,1%?)), erhilt

‘\Pﬂ'W
7]
. L-Tyrosin
i %
% Py '70, 5
=
z
s 16
Z ! \ Py=120
< PRI
y = 10,5
/ = 7J
240 260 280 mp
[A306.3] Wellenlange A
' Bild 3

Abhingigkeit des Spektrums des l-Tyrosins vom pH“)

man eine Absorptionskurve, die sich zu je 509, aus den beiden
Grenzformen zusammensetzt?'). Umgekehrt kann aus dem Ma-
ximum der Absorptionsbande des Tyrosins auch geschlossen
werden, welcher Prozentsatz des Tyrosins dissoziiert ist.

UV-Absorptionsspektrum der Proteine
Globualire Proteine

Das Spektrum der globuldren Proteine ist nun im we-
sentlichen rein additiv aus den Absorptionen der einzelnen chro-
mophoren Systeme entsprechend ihrer Menge zusammengesetzt.
Bei Proteinen mit kleinem Molekulargewicht, die sich klar 16sen,
zeigt das Spektrum unterhalb 250 mp eine ansteigende Absorp-
tion, die aufler auf die aromatischen Aminosiuren auch auf die
aliphatischen Aminosiuren, Histidin und u. U. Cystin zuriick-
zufithren ist, oberhalb 250 my zeigt das Spektrum der Proteine
eine Bande mit einem Maximum um 280 my, das nur durch die
aromatischen Aminosduren bedingt ist?2). Proteine mit sehr gro-
fem Molekulargewicht zeigen zusitzlich noch eine unspezifische,

20y J. L. Crammer u. A. Neuberger, Biochemic. J. 37, 302 [1940].

21y T, Caspersson, Chromosoma I, 562 [1940].

2?) Zusammenstellung von Absorptionskurven von Proteinen s. F. Ellinger,
Tabulae Bijologicae 12, 291 [1937].
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nach kurzen Wellen ansteigende Absorption, .die auf eine
Streuung des eingestrahlten Lichtes an der Oberfldche der
Molekeln (Tritbung) beruht®l. 47, 48) (s, Bild 4).

S
Ry
X
g
~3
& 1

2 J

N,
220 250 260 J00 mp

A

Bild 4. Schematische Darstellung der Absorption von Proteinen.
1.) Aromatische Aminosiuren, 2.) Aliphatische Aminosduren,
3.) Tyndall-Streuung

Die Feinstruktur der Spektren der im Protein vorhandenen
aromatischen Aminosduren verschwindet im allgem. im Spek-
trum der EiweiBstoffe infolge von Uberlagerung der Banden der
cinzelnen Aminosduren. Bei tiefen Temperaturen (—100°) kann
aber zuweilen, wie beim Pepsin, eine Aufl§sung in eine Anzahl
scharfer, enger Banden erzielt werden?®), entsprechend dem Be-
fund, daB die Einzelbanden von Benzol-Derivaten bei tiefen Tem-
peraturen viel stdrker hervortreten?4). Auch beim Tryptophan
erhilt man bei tiefen Temperaturen eine schirfere Auflésung in
Einzelbanden?5).

Die Spektren der meisten Proteine werden vom py der Lo-
sung beeinfluBt, da sie Tyrosin als Baustein im Molekularver-
band enthalten. Man beobachtet beim Ubergang vom sauren
zum alkalischen Gebiet je nach dem Tyrosin-Gehalt eine mehr
oder weniger starke Verschiebung der Absorptionsbande um
280 mp nach lingeren Wellen (maximal etwa bis 295 mu), eine
Abflachung des Minimums um 260 my und eine Zunahme der
Absorption unterhalb 265 my. Lediglich die Spektren Tyrosin-
freier Proteine sind weitgehend unabhingig vom py; der Losung.

Das Spektrum des Papains entspricht der Summe des darin
enthaltenen Tyrosins und Tryptophans. Beim Ubergang vom
sauren (0,01 n HCl) zu alkalischem Gebiet (0,01 n und 0,1 n
NaOH) erfolgt Verschiebung der Absorption nach Rot, entspre-
chend der Dissoziation der Tyrcsin-Gruppen. In saurer Losung
ist die Vorbande des Tryptophans bei 289 my noch zu erkennen,
in alkalischer Losung wird sie durch die Dissoziation der Tyrosin-
Gruppen iiberdeckt?sa).

Das Spektrum des Insulins kann im pj;-Gebiet zwischen
1 und 13 oberhalb 270 my (Bild 5) vollkommen erkldrt werden
durch den Gehalt an den Aminosduren Tyrosin und Cystin (In-
sulin enthilt 12,59, Tyrosin und 12,59 Cystin?); bei einem
Molekulargewicht von 460002%7) entspricht dieses 32 Tyr6sin-
Gruppen und 24 Cystin-Gruppen in der Insulin-Molekel). Das
Absorptionsmaximum ist um etwa 2 mp nach ldngeren Wellen
gegeniiber der aus der Zusammensetzung berechneten Kurve
verschoben. Eine Verschiebung der Absorptionsbande um 280 my
in Proteinen um 1-3,5 my gegeniiber dem Spektrum entspre-
chender Aminosiure-Gemische wurde auch von anderer Seite
angegeben!4) (s. unten). Unterhalb 270 my. 148t sich die fir das
Insulin gefundene Absorptionskurve nicht mehr allein durch
Tyrosin und Cystin erkliren; in diesem Gebiet muB auch die
Absorption des Phenylalanins beriicksichtigt werden. Die An-
derung der Absorption zwischen py; 9 und 13 entspricht der zu-
nehmenden Dissoziation der Tyrosin-Gruppen. Allerdings disso-

2y G. . Lavin, J. H. Northrop u. H. S. Taylor, J. Amer. Chem. Soc. §5
3497 [1933]; 57, 874 [1935].

24y Kistiakowsky u. Arnold, ebenda 54, 1713 {1932].

25) J. E. Scott, R. L. Sinsheimer u, J. R. Loofbourow, Science 107, 302 [1948].

¥3a)H. H. Darby, ]. biol. Chemistry 139, 721 [1941]. Diese Untersuchungen
stellen eine Korrektur der Arbeit von J. S. Fruton u. G. J. Lavin
(ebenda 130, 375 [1939]) dar, welche die Banden des Tyrosins im Spek-
trum des Papains nicht zu finden meinten.

28) V. du Vigneaud, Cold Spring. Harb. Symp. Quant, Biol. 6, 275 [1938].

27y G. L. Miller u. K. J. L. Anderson, J. biol. Chemistry 144, 459 [1942].
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ziieren die phenolischen OH-Gruppen im Insulin bei einem hihe-
ren py als diejenigen des freien Tyrosins. Wihrend sich aus den
Absorptionsdaten des Tyrosins die phenolische Dissoziations-
konstante pK zu 10,1 berechnen l4Bt, in Ubereinstimmung mit
auf anderem Wege erzielten Ergebnissen, ergibt sich fiir die
phenolischen Gruppen im Insulin aus der Anderung der Spektren
mit dem py ein pK-Wert von etwa 11,0. Wahrend also im Ty-
rosin die phenolischen OH-Gruppen bereits bei einem py von
10,1 zu 509, dissoziiert sind, sind im Insulin 509, dieser Gruppen
erst bei einem py von etwa 11,0 dissoziiert. Dementsprechend
tritt vollkommene Dissoziation beim Insulin auch erst bei einem
etwas hoheren py-Wert ein als beim Tyrosin selbst. Beim py 13
sind etwa 30 von 32 Tyrosin-Gruppen dissoziiert. In stark al-
kalischer Losung (oberhalb py 13) zeigt das Spektrum des In-
sulins eine starke Zunahme zwischen 265 und 285 mp und das
dem Phenolat-lon der Tyrosin-Gruppen entsprechende Maximum
bei 295 myu wird weniger ausgeprdgt. Diese ,,unspezifische‘ Ab-
sorption ist vielleicht auf eine bisher unbekannte Anderung in
der Insulin-Molekel zurfickzuftihrenisa),

DaB die Additivitdt der EiweiB-Absorption aus den Absorp-
tionen der Komponenten nicht immer vollkommen ist, beobach-
teten bereits 1925 Stenstrdm und Reinhard®) beim Studium der
Absorption von BluteiweiBkdrpern (Albumin und Globulin).

8
A
N\
5 YA\
7]
7
< 8
L, =3
> z ~
W \5\
! 4
I N\
~— \?'4
N \
0
w o w 280 00 mu 320
Bild 5

Spektrum des Insulins!®®), Kurve 1.) py=1; 2) py=99; 3)py= 10,2;
4.) pyy =10,45; 5.) p;; =10,8; 6.) pyy=11,35; 7.) pg=11,8;
8.) pH=12,3; 9.) Py = 13,0; 10.) pH=13,4

In neutraler Losung (py 7,5) lag die Absorptionsbande der Blut-
eiweiBkorper um etwa 5 my ldngerwellig, als es dem Gehalt an
den Aminosduren Tyrosin und Tryptophan entsprach. Wihrend
das Maximum der Absorption im EiweiB bei 280 my lag, zeigte
eine entspr. Mischung vom Tyrosin und Tryptophan ein Maximum
bei 275 mp. In alkalischer Losung (py 12,7) befand sich dagegen
das Maximum der Absorption der Aminosiure-Mischung und der
EiweiB-Losung an gleicher Stelle (290 my). Stenstrém und Rein-
hard steliten zur Erklirung dieses Phinomens die Hypothese
auf, daB auch in neutraler Lésung im EiweiBverband die phenoli-
sche OH-Gruppe der Tyrosin-Gruppen zum Teil dissoziicrt
ist. Sie machen fiir diese Dissoziation in die Peptidkette einge-
baute Diaminosiduren verantwortlich. Ein Teil der Tyrosin-
Gruppen soll in der Peptidkette mit einer Aminosdure verbunden
sein, die eine freie Amino-Gruppe trigt (Lysin (VII), Arginin
(VILI)), so daB unter dem EinfluB der Amino-Gruppen die phe-
nolische OH-Gruppe enolisiert und damit auch in neutraler Lo-
sung ein Zustand fixiert wird, der sonst nur in alkalischer L&-
sung bestidndig ist (IX).

COOH COOH 0 0
! | HH "HH |
H-C-NH, H~C—NH, —~N—C~C—-N—C—C~

| ; g
CH, CH, CH, CH,
! | | ]
CH, CH, CH, N
I
CH, CH, CH, 1\ /
| ) '
CH, NH CH, o
. A .
NH, /c_\ NH, !
H,N” “NH
(Vi) (VIIT) ax)
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Mit Zunahme des Gehaltes an Diaminosiduren in einer EiweiB-
Molekel sollte man dementsprechend eine noch ausgeprégtere
Verschiebung der Absorptionsbande erwarten, und das scheint
in der Tat der Fall zu sein.

Aus Thymus kann man sehr reine Histon-Priparate gewin-
nen, das sind verhéltnism4Big niedrig molekulare EiweiBver-
bindungen, die sich durch einen hohen Gehalt an Diaminosiuren
(s. Tabelle 3) auszeichnen. Die Spektren. derartiger Priparate
zeigen die , Tyrosin-Verschiebung* in neutraler L&sung noch
ausgeprédgter?!). Der eigentliche Beweis dieser Hypothese miiBte
an Peptiden gefithrt werden. Allerdings wire dabei zu beach-
ten, daB bei diesen die Diaminosdure-Gruppe und Tyrosin-
Gruppe frei drehbar sein konnen, wihrend im EiweiB-Verband
eine Fixierung statthaben kann.

i Thymushiston !Serumglobulin i Serumalbumin

i
' % ‘ Yo : %

Arginin ................ 15,5 6,0 4,9

Lysin ................. , 7,7 , 8,9 13,2

Tyrosin ............... i 5,2 : 3,1 5,8.

Tryptophan ............ 1,5 6,6 1,4
Tabelle 328)

Die eben besprochene Abhingigkeit des Maximums der
Eiwei-Absorption vom Gehalt der Diaminosiuren hat Cas-
persson®') ermoglicht, die Analyse von Zellbestandteilen
durchzufithren. Mit Hilfe einer Apparatur, die Mikroskop und
UV-Monochromator vereinigt, konnte er die UV-Absorption
kleinster Zellbezirke bestimmen. Er fand dabei, daB in der Zelle
(auBer Nukleinsdure) zwei verschiedene EiweiB-Verbindungen
vorkommen, einmal Eiwei vom Typ der Globuline und Al-
bumine und zum anderen basische EiweiBistoffe vom Typ der
Histone. Das Globulin-Albumin-Eiweif hat ein Maximum der
Absorption bei 275—280 my, die Histone dagegen ein solches bei
290 my.

Crammer und Neuberger“’“) haben das Spektrum des Eier-
albumins in Abhangigkeit vom py oberhalb 260 myu niher un-
tersucht. In saurer Losung ist die Absorptionsbande um etwa
3—4 my nach Rot verschoben im Vergleich zu der Bande einer
entsprechenden Mischung von Tyrosin und Tryptophan (Eier-
albumin enthélt bei einem Molgewicht von 43000%%) 10 Tyrosin-
Gruppen und 3 Tryptophan-Gruppen je Molekel). Bei py 9,5
und py 13 stimmen die Lagen der Bandenmaxima zwischen ge-
fundener und berechneter Absorptionskurve iiberein, aber die
Bande des Eieralbumins ist etwas breiter. Die Autoren disku-
tieren die Mdoglichkeit, daB die Absorption des Tyrosins und des
Tryptophans im EiweiB-Verband durch die Ausbildung von
Wasserstoff-Briicken etwas verdndert sein konnten. Es ist be-
kannt, daB Wasserstoff-Bindungen in einer Molekel eine Ver-
schiebung der Absorption nach Rot verursachen3?: 31), Ferner
hat Holiday3?) gefunden, daB die Feinstruktur der Tryptophan-
Bande im Eieralbumin etwas nach ldngeren Wellen verschoben
ist. Auffilligerweise zeigt das Spektrum des Eieralbumins im
Gebiet zwischen py 9,5 und 12,0 nur eine geringere Anderung,
als es dem Gehalt an Tyrosin entspricht. Die Berechnung der
phenolischen Dissoziationskonstante fiir das im Eieralbumin
gebundene Tyrosin ergibt aus der Spektrumsverschiecbung einen
pK-Wwert von 11,4-11,8 (Tyrosin: pK 10,1). Beim Ubergang
von py; 12 zu py 13 findet eine deutliche Anderung der Absorp-
tionskurve statt. Diese Verinderung des Spektrums bieibt nun
auch bestehen, wenn das py wieder auf 12 erniedrigt wird (s.
Bild 6). Bei-py 13 wird das Eieralbumin aber bereits denaturiert
und die irreversible Anderung des Spektrums entspricht dem
Denaturierungsvorgang. Nicht nur die durch Alkali (py 13)
hervorgerufene Denaturierung, sondern auch die Denaturierun-
gen durch Siure, Harnstoff oder Hitze verursachen eine ausge-
prdgte Zunahme der Absorption oberhalb 285 my bei py 12 ge-
geniiber dem Spektrum des nativen Eieralbumins. Cramm und
Neuberger nehmen zur Erklarung dieses Vorganges an, daB im
nativen Eieralbumin die phenolischen OH-Gruppen der Tyrosin-

29) Nach F. Lehnartz, Einfithrung in die physiolog. Chemie. 7. Auflage, 1947.
%) A. C. Chidnall, Proc. Roy. Soc. Ser. B 131, 136 (1942].

30) R. A. Morton u. C. A. Stubbs, jJ. Chem, Soc. []London] 1940, 1347.

31y H. Dannenberg, Z. Naturforschg 4b, 327 [1949].

3%) Zitiert nach 193),
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Gruppen zum Teil durch Wasserstoff-Bindungen blockiert sind
und nur 2—3 OH-Gruppen (von 10) pro Molekel frei dissoziieren
kénnen. Die Wasserstoff-Briicken sollen zu Carboxyl-Gruppen
bzw. Carboxylat-lonen und zu SH-Gruppen bestehen. Durch
Denaturierung werden die Wasserstoff-Bindungen gelést, und
es werden nun weitere phenolische OH-Gruppen zur Dissoziation
frei (die Zunahme der Absorption beim Ubergang von py 12
zu py 13 entspricht 5—6 Tyrosin-Gruppen pro Molekel). Diese
Auffassung steht im Einklang mit dem Bild, das Mirsky und
Pauling®®) von der Denaturierung entworfen haben.

70 N
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n 290 i mu
A
Bild 6
Spektrum des nativen (2.) und denaturierten (1.) Eieralbumins
bei p,; =12,0'%8)

Zur gleichen Auffassung gelangen auch Sizer und Peacock®s),
die das Spektrum des Rinderserumalbumins in Abhingig-
keit vom py untersuchten. Das Spektrum und der EinfluB des
py darauf kann beinahe quantitativ gedeutet werden auf der
Basis, daB nur Tyrosin fiir die Absorption verantwortlich zu
machen ist. Fiir die langwellige Bande ist die Ubereinstimmung
bei allen untersuchten py-Werten (4,3; 10,5; 12,0) gut. Ein
deutlicher Unterschied tritt aber bei py 12 im kurzwelligen Teil
des Spektrums auf. Wahrend das Spektrum des Tyrosins bei
Py 12 ein zweites scharfes Maximum bei 240 my hat, zeigt die
Absorptionskurve des Rinderserumalbumins an dieser Stelle
nur eine Abflachung. Nach enzymatischer Spaltung nimmt die
Absorption bei 240 my bei 10,5 und noch ausgeprigter bei py 12
zu. Dieser Unterschied wird dadurch erkliart, daB im nativen
Protein die mecisten phenolischen OH-Gruppen durch Wasger-
stoff-Briicken gebunden sind und erst durch die enzymatische
Hydrolyse frei werden.

Wihrend in den Albuminen und auch bei den Proteinen des
Serums®) die vollstdndige Ionisation der Tyrosin-OH-Gruppen
erst nach Denaturierung, Hydrolyse oder oberhalb p,, 12 statt-
finden kann und sich im Spektrum nachweisen 14B8t, ist sie nach
an kristallisiertem Trypsin -durchgefithrten Absorptionsmes-
sungen beim p;; 12 im wesentlichen abgeschlossen. Im Trypsin
miissen demnach die phenolischen OH-Gruppen weitgehend frei
vorliegen, was im Hinblick auf die leichte alkalische Inaktivier-
barkeit (Ubergang undissoziierter in ionisierte Tyrosin-Gruppen)
von Bedeutung ist®$). Dieser Auffassung entspricht, daB Trypsin
und auch Insulin von dem Ferment Tyrosinase angegriffen wer-
den, wihrend Eieralbumin, Rinderserumalbumin im nativen
Zustand dagegen resistent sind3%).

Nachdem die Zusammenhinge zwischen Absorption und den
EiweiBbausteinen erkannt worden waren, lag es nahe, die Absorp-
tionsspektren der Proteine auch zu quantitativen, analytischen
Untersuchungen heranzuziehen. Besonders hervorzuheben sind
die grundlegenden Versuche von Holiday's 3¢), der eine Methode
zur quantitativen Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan

3’) A E M:rskyu L. Pauling, Proc. nat. Acad. Sci.,
3‘) J. Schormiiller, Pharmazie 4, 105 [1949].

35) J. W. Sizer, §. biol. Chemlstry 163, 145 [1946].
38) Biochemic.’ J. 32, 1166 [1938].

Wash., 22, 439 [1936]
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ausgearbeitet hat. Diese beruht auf der charakteristisch ver-
schiedenen py-Abhéngigkeit der Spektren von Tyr.sin und
Tryptophan. Die Aufnahme des Spektrums wird in stark alka-
lischer Losung durchgefithrt, in der das Tyrosin vollkemmen
dissoziiert vorliegt. Die Auswertung erf.lgt durch die Extink-
tionen bei 280 my (Maximum der Tryptophan-Absorption) und
bei 305 my (hauptsdchlich Tyrosin-Absorption) nach den Glei-
chungen:

(0,99 E:m.’)

- (0,207 E

~ 0,032 Ego ) - 102
— 0,280 E ) - 10-3

MTymsin

MTryptophan 280 305)

Darin bedeuten M die molaren Konzentrationen der beiden Amino-
siuren und B.g, bzw. Eg; die Extinktionen der Protein-Lésung bei
280 bzw. 305 myu. Die Zahlenfaktoren ergeben sich aus den Absorptions-
werten der reinen Aminosiuren bei entsprechendem pyy.

Tabelle 4 gibt eine Zusammenstellung der aus den Absorp-
tionsdaten errechneten Prozentzahlen von Tyrosin und Tryp-
tophan fur verschiedene Proteine im Vergleich zu Werten, die
auf chemischem Wege bestimmt worden sind.

| Tyrosin Tryptophan
% %
Spektr. Chem, Spektr. ! Chem.
]

. 77 1 69 23 | 2
Pferdeserumeuglobulin .. 15 ! 72 23 29
Pferdeserum- !

pseudoglobulin ....... ! 5,8 5,7 2,6 2,1
Caseinogen I ........... ' 6,95 6,2 1,0 1,2
Caseinogen I1 .......... i 6,45 6,55
Gliadin ........cc...... 3,4 3,1 07 ! o084
Insulin ......ioeeeenn. 127 0 125 0 S

Tabelle 4

Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan in Proteinen!®)

Godwin und Morton®®) nehmen zur quantitativen Bestimmung
des Tyrosins und Tryptophans auch das Spektrum des Proteins
in stark alkalischer Lésung (0,1 NaOH) auf, benutzen bei der
Berechnung aber den Extinktionswert einer Wellenldnge, bei
der Tyrosin und Tryptophan die gleichen Extinktionskoeffi-
zienten haben (294,4 my), und einer anderen Wellenldange (280
my.), bei der die beiden Aminosduren verschiedene Extinktions-
koeffizienten haben. Gute Werte werden nur dann erhalten, wenn
das Molverhdltnis von Tyrosin zu Tryptophan zwischen den
Grenzen 20:1 und 1:20 liegt.

Der Vorteil der quantitativen Bestimmung des Tyrosins und
des Tryptophans in Proteinen aus den Absorptionsspektren liegt
vor allem darin, dall das Protein nur in wenig verdndertem
Zustand, ohne Gefahr von Verlusten und von sekunddren Um-
wandlungen durch chemische Eingriffe, untersucht wird und
auBerdem nur kleinste Substanzmengen bendétigt werden. Die
Durchfithrung der Bestimmungen mit Hydrolysaten an Stelle
der nativen Proteine bietet keinen Vorteil#a),

Faserproteine

Die Ultraviolettabsorption der globuldren Proteine 148t sich
weitgehend durch die Absorption der Aminosduren, aus denen
die EiweiBverbindungen aufgebaut sind, erkldren, ohne daB der
Verkniipfungsart der Aminosduren untereinander, der Peptid-
kette, eine zusitzliche, spezifische Absorption zuzuschreiben
wire. Im Gegensatz dazu zeigen die Faserproteine, soweit

. sie bis jetzi untersucht worden sind, eine zusitzliche Absorption
im Gebiete von 250 my. Diese ist entweder vorhanden oder kann
kiinstlich erzeugt werden und ist, wie Kratky, Schauenstein und
Mitarbeiter zeigen konnten, zuriickzufithren auf die Ausbildung
der tautomeren Form, der Enolform, der Peptid-Gruppierung (X).

H

—N— —C=N-
S e
O OH

Als Modellsubstanz wurde das Glycyl-l-tyrosin-anhyd-
rid (X1) im Bereich von py 6—py 13 untersucht (s. Bild 7))

Bei py 6,5 zeigt diese Verbindung ein Spektrum, das demjeni-
gen des Tyrosins (s. Bild 8) und anderer Tyrosin-haltiger Di- und

37) E. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 821 [1949].
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Tri-peptide3#) entspricht. Bei py 8,8-9,5 erscheint eine Inflek-
tion um 250 my, die im Spektrum des Tyrosins nicht auftritt und

40 —
4 6
w g4
>
40 <
é
7 \
20
222 250 8¢ mu I3
i
Bild 74%)

Spektrum des Glycyl-I-tyrosin-anhydrids ’
L) py = 6-7; 2)) pj; = 8,4; 3 u.4.) py = 8,8-9,0; 5.) py =9,5;
6.) py =130

40

l_qe
<

6
7
J
J
N\ ¢
20
222 250 284 mu
X LTH) A

Bild 8?)
Spektrum des 1-Tyrosins
L) py = 6-7; 2)py =84; 3)py =88; 4) py=9;
5.) py = 9,6; 6.) py = 13

die nur durch das Entstehen der tautomeren Form XII des Gly-
cyl-l-tyrosin-anhydrids zu erkldren ist.

O(“)
| H |
¢ N € .X
HO-Z  N_cH,CH cH, — o/ S_cu,cu CH,
N--C N=C
H )
0 )

XI) (X11)

Diese Zusatzabsorption bei 250 my, die auf das chromo-

phore System -~N_c- zuriickzufithren ist, wurde bisher bei Fii-
oH

men oder Loésungen vom Seidenfibroin®), Aktomyosin4®) und
vom Kollagen#) beobachtet. Das Auftreten der Zusatzabsorp-
tion bei letzterem ist besonders wichtig, da dieses Protein keine
) J.S. Fruton u. G. J. Lavin, J. biol. Chemistry 130, 375 [1939].
3%) F. Schauenstein, J. O. Fixl u. O, Kratky, Mh. Chem. 80, 143 [1949].

40y E. Bdrgermeister u. E. Schauenstein, ebenda 80, 310 [1949].
41y J. O. Fixl, Q. Kratky u. E. Schauenstein, ebenda 80, 439 [1949].
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Aminosiuren enthilt, welche oberhalb 250 my absorbieren, so
daB die -N_c- -Abscrption hier rein vorliegt. Nach einem Vor-
OH
schlag von Schauenstein wird in fclgendem die —~-=c—-Gruppe
o
als ,,Peptenol“-Gruppe und ihre spezifische Absorption um
250 my als Peptenol-Absorption bezeichnetd?),

Allgemein verstiarkt die Erhéhung des pp-Wertes die Pep-
tenol-Absorption und in der gleichen Richtung wirkt in manchen
Féllen eine mechanische Deformation (Dehnung bei Fil-
men) (s. Bild 9) Der py-Effekt ist weitergehend reversibel als
der durch Dehnung bewirkte. Beide Effekte bewirken eine Um-
wandlung der Peptid-Gruppen in Peptenol-Gruppen, deren Bil-
dung im Sinne der theoretischen Uberlegungen von Wirtzi®) mit
dem Einschnappen der Wasserstoff-Briicken zwischen benach-
barten Peptidketten zusammenhidngt. Wihrend aber die py-
Erhéhung wohl weitgehend die Enolisierung, nicht aber unbe-
dingt das Einschnappen der Wasserstoff-Briicken bewirken mubB,
schafft die Dehnung vielleicht primir die rdumlichen Voraus-
setzungen fiir das Einschnappen der Wasserstoff-Briicken, denen
dann die Enolisierung auch ohne pH-Anderung folgt.

\

%2 250
y 2
Bild 9

Spektrum des Seidenfibroinsé?)
1.) Nativschnitt; 2.) gewalzt-gedehnt, verschiedene Préaparate

w mu

Durch hydrolytischen sowie enzymatischen Abbau kann die
Peptenol-Absorption weitgehend beseitigt werden. Nunmehr ver-
mag auch cine starke py-Erhohung nur noch geringe Wirkungen
zu entfalten. Im Gegensatz dazu tritt die Absorption der Phe-
nolat-lonen der Tyrosin-Gruppen im Gebiet um 250 my bei den
globuldren Proteinen (s. Rinderserumalbumin®)) erst auf nach
der enzymatischen Hydrolyse.

Zur weiteren Kldrung der Peptenol-Absorption haben Un-
tersuchungen mit polarisiertem UV-Licht beigetragen’. 3%) un-
ter Anwendung einer Methode, die insbes. von Scheibet) ent-
wickelt worden ist. Beim hoher orientierten Seidenfibroin wurde
mit dieser Methode gefunden:

1.) eine Orientierung des Tyrosins parallel zur Dehnungsrichtung,
2.) eine Orientierung der Peptenol-Absorption unter etwa 45°

zur Dehnungsrichtung in der Filmebene (s. Bild 10).

Der Winkel von 45° entspricht etwa der Richtung der C=N-
Bindung in der B-Form des Seidenfibroins. Die gleichzeitige Aus-
richtung der Tyrosin-Reste 148t den Zusammenhang der beiden
Erscheinungen erkennen. Letzteres legt die Vorstellung einer Er-
héhung der gittermédBigen Ordnung, eines Einschnappens der
Tyrosin-Reste in eine bestimmte Lage, nahe. Diese Deutung
wird durch Rantgenergebnisse aufs beste gestiitzt4s).

Im Gegensatz zum Seidenfibroin absorbiert nach Untersu-
chungen mit polarisiertem UV-Licht beim Kollagen bevorzugt
die Achsenrichtung offenbar in Ubereinstimmung mit dem Ast-

“) O Kraiky u. E. Schauenstein, Vortrag auf d. bio
Mosbach, Oktober 1949; Z. Naturforschg 58,2 l .
i3) K. W(rlz Z. Naturforschg 2b, 94, 314[]947], 3b, 131 [1948].
4) G. Schelbe St. Hartwig u. D. Muller Z. Eléktrochem. 49, 372
) 0. Kratky E. Schauenstein u. A. Sekora Nature 165, 319 528

sik. Arbeitstagung
1950]

1943].
1950].
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buryschen Modell, in welchem ein Teil der C-=N-Bindungea mit
der Faserachse zusammenfdllt, wihrend die anderen C=N-Bin-
dungen schief zur Faserachee liegen, aber symmetrische Stellun-
gen zu dieser einnehmen. Es ist dann eine resultierende bevor-
zugte Absorption in der Faserrichtung verstindlich!).

ig m
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<~\

~
-

7
222 250 284 rarg
A
Bild 10. Spektrum des Seidenfibroins mit polarisiertem Licht¢?)

1.) Schwingungsebene senkrecht zur Faserachse
2.) Schwingungsebene parallel zur Faserachse
3.) Schwingungsebene unter 45° zur Faserachse

Nukleinsiuren und Nukleoproteide

Eine Betrachtung der Absorption von Proteinen wire un-
vollstdndig, wenn man nicht zugleich auch die Nukleinsiuren
betrachten wiirde. Die Nukleinsduren bestehen aus Purin- und
Pyrimidinbasen, die an Ribose oder Desoxyribose gebunden sind
(Nukleoside), diese Verbindungen werden wiederum durch Phos-
phorsdure miteinander verkniipft (X1II). Hefenukleinsdure ent-
hialt d-Ribose als Zuckerkomponente, Thymonukleinsiure da-
gegen d-2-Desoxy-ribose. Fiir die Absorption der Nukleinsduren,
die ein ausgeprigtes Maximum bei etwa 260 my aufweisen, sind
die Purin- und Pyrimidinbasen verantwortlich zu machen. Die

/
0

S .
...... O—P—0—Ribose — Adenin
o 0
...... O—P—-0~Ribose — Uracil
[
00 (XTI
/
...... O—P—-O—Ribose — Guanin
0 0

+—— Eiweill —

/
...... O—P—0O~-Ribose — Cytosin

0 0

/
Pyrimidinbasen sind: Uracil (X1V), Thymin (XV), Cytosin
(XVI) und Methyl-cytosin (XVII); die Purinbasen: Xanthin
(XVIII) Hypoxanthin (XIX), Guanin (XX) und Adenin (XXI).
Samtliche Basen sind durch charakteristische Absorptionskurven

ausgezeichnet. Die Absorption der Nukleinsduren stellt die Sum-
me der Einzelabsorptionen der Purin- und Pyrimidinbasen dar®).

oH oH NH, NH,

. CH \ CH
2N\ AVl AN AN
N N | T | N

| ; |
N4 7 N\ . \Y ™\,
po” W o’ N no’ W no' N
(X1V) (XV) (XVI) (X VI
OH OH OH NH,
A T TN N AT
2 1 \ 2 i 2 |( . N |
\ %y A
I N WO SN SN
H i H ® H
(X V) (X1X) (XX) (XXI)

4¢) Zusammenstellung u. Literatur: R. A. Morton: The Application of
absorption Spectra to the Study of Vitamins and Hormones. 2nd.
Edit. London, 1942. S. 171ff.
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Hefenukleinsdure und Thymonukleinsdure zeigen die gleiche
Form und Lage der Absorptionsbanden, die Intensitdt scheint
bei der Hefenukleinsdure etwas gréfier zu sein.

Die Nukleinsduren kommen nie als solche in der Zelle vor,
sondern sind stets mit der Phosphorsdure salzartig an Proteine
gebunden: Nukleoproteide (XIIT). Die Absorption von
Nukleoproteiden stellt eine Uberlagerung der Absorption der
Nukleinsduren mit derjenigen der Proteine dar. Bild 11 zeigt
die Absorptionskurven von Zellbestandteilen: Nukleinsiure-Glo-
bulin und Nukleinsdure-Histon. Im letzteren sind die beiden
Komponenten im Spektrum deutlicher zu erkennen, da die Ban-
denmaxima weiter auseinanderliegen?®).

4 8
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WeHlsnldinge -
Bild 11

Schematische Darstellung der Entstehung von 2 Typen von
Absorptionsspektren von Zellkernstrukturen?t)

A.) Nukleinsdure und Eiwei8 vom Histon-Typ .
B.) Nukleinsiure und EiweiB vom héheren Typ (Globulin-Albumin)

Ein Nukleoproteid stellt auch das Tabakmosaikvirus
(TM-Virus) dar. Reine TM-Virus-Losungen zeigen bei py 7,0
ein Maximum bei etwa 260 my, welche auf den Nukleins&ure-An-
teil zuriickzufiihren ist, eine schwache Inflektion um 280 my, be-
dingt durch die aromatischen Aminosduren der EiweiB-Kom-
ponente, und eine uncharakteristische Absorption oberhalb
310 mp. Das Spektrum des TM-Virus wird beeinflut vom py
der Losung; diese Abhdngigkeit wird hauptsichlich durch den
EiweiB-Anteil verursacht, das Spektrum der Nukleinsdure ist
weitgehend vnabhingig vom py der Lésung. Die Absorption
im Gebiet oberhalb 310 my beruht auf der Streuung des einge-
strahlten Lichtes an den groBen, stibchenférmigen Molekeln des
TM-Virus (Ldnge etwa 200 my, Dicke 15 my). Dieser Kurvenast
geht proportional 1/a% ertsprechend dem Rayleighschen Gesetz
firr die Streuung: a= C/A% Die Konstante C kann aus der reinen
Kurve der Tyndall-Streuung oberhalb 310 my berechnet werden.
Mit Hilfe der Konstante kann auch die Streuungskurve im Ge-
biet der selektiven Absorption unterhalb 310 mu berechnet wer-
den. Subtraktion der Streuungskurve von der gemessenen Ge-
samtabsorption ergibt die wahre Absorptionskurve des TM-
Virus (s. Bild 12). Beinahe die gleiche Apsorptionskurve, unter
Beriicksichtigung der geringeren Tyndall-Streuung, erhdlt man,
wenn man TM-Virus in kleinere Bruchstiicke spaltet (s. Bild 12)
oder wenn man TM-Virus in Nukleinsdure- und EiweiB-Kom-
ponente spaltet und die Absorptionskurven der Komponenten
addiert (s. Bild 13}. Nur wenn die durch Tyndall-Streuung be-
dingte ,,scheinbare’* Absorption beriicksichtigt wird, kdnnen
reproduzierbare Absorptionskurven des TM-Virus erhalten wer-
den®”). Die Verschiedenheit der Spektren von TM-Virus-Losun-
gen, die unter verschiedenen Bedingungen hergestellt worden
waren®), ist hauptsichlich darauf zuriickzufithren, da die Tyn-
dall-Streuung nicht beachtet wurde. Auch die groBen Unter-
schiede der Absorptionskurven von Mutanten des TM-Virus® 59)
verschwinden, wenn der jeweilige Anteil der Tyndall-Streuung
von der Gesamtabsorption subtrahiert wird®'). Eine Bestdtigung,
daB Streuung und selektive Absorption sich gegenseitig nicht
beeinflussen und daB sich die Gesamtabsorption rein additiv aus

47y G, Schramm u. H. Dannenberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 53 [1944].

48) G, J. Lavin, N. S, Loring u. W. M. Stanley, J. biol. Chemistry 130, 259
1939].

49) E; Sc}xramm u. L. Rebensburg, Naturwiss. 30, 49 [1942].

50) G. Melchers, G. Schramm, H. Trurnit u. H. Friedrich-Freksa, Biol. Zbl.
60, 524 [1940].

51y H, Dannenberg, G. Schramm u. H. Flammersfeld, Z. Naturforschg. 3b,
241 [1948].
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dem Anteil der Tyndall-Streuung und demjenigen der selektiven
Absorption zusammensetzt, ist in neuerer Zeit auch bei anderen
Proteinen gefunden worden®?).
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Bild 12. Spektren des nativen und denaturierten Tabakmosaikviruss?)

1.) Nativer TM-Virus; gemessene Extinktionskurve

Nativer TM-Virus; gemessene und berechnete Streuungskurve
2.) Denat. TM-Virus; gemessene Extinktionskurve

Denat. TM-Virus; gemessene und berechnete Streuungskurve
3.) Nativer TM-Virus; reine Absorptionskurve; Differenz 1—1la
4.) Denat. TM-Virus; reine Absorptionskurve; Differenz 2—2a
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Bild 13. Zusammensetzung der TM-Virus-Absorptions?)

1.) Reine Absorption des TM-Virus (vgl. Bild 12, Kurve 3)
2.) Nukleinsaure-Komponente des TM-Virus

3.) Proteinkomponente des TM-Virus

4.) Additionskurve 2+ 3

Spaltet man TM-Virus in Nukleinsiure- und EiweiB-Kom-
ponente, so 146t sich aus den Komponenten-Absorptionskurven
der Gehalt des TM-Virus einerseits an Nukleinsdure und andrer-
seits an den Aminosduren Tyrosin und Tryptophan berechnen
(s. Tabelle 5)*7).

' Spektr, Chem,
% %
Nukleinsaure ........... 5 5
Tryptophan ............ | 5,0 | 4,5
Tyrosin ............... | 4,0 3,8
Tabelle 5. Tabakmosaik-Virus

52) E. Treiber u. E. Schauenstein, Z. Naturforschg. 4b, 252 [1949].
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Den umgekehrten Weg wihlten Butenandt, Friedrich-Freksa,
Hartwig und Scheibet®), Sie verglichen die Absorption der Mi-
schung der absorbierenden Bestandteile mit derjenigen des na-
tiven Virus und fanden auch hier eine recht gute Ubereinstim-
mung der Kurven, Unstimmigkeiten besonders im kurzwelligen
Gebiet um 250 my sind neben einer Nichtberiicksichtigung der
Tyndall-Streuung vielleicht auch auf die Absorption von Pep-
tenol-Gruppen im nativen TM-Virus, wie sie bei Faserproteinen
nachgewiesen worden ist, zuriickzufilthrens*),

Untersuchungen mit polarisiertem UV-Licht gewédhrten wei-
teren Einblick in die Struktur des TM-Virus. Die Bestimmung
des Absorptionsspektrums von durch Strémung ausgerichtetem
TM-Virus mit polarisiertem Licht ergab, daf die Spektren ver-
schieden sind, je nachdem ob der elektrische Lichtvektor parallel
oder senkrecht zur Strémungsrichtung schwingt. Schwingt
der elektrische Vektor des Lichtes senkrecht zur groBen Achse
des TM-Virus, so ist einmal das Maximum der Nukleinsdureab-
sorption ausgeprigter und zum anderen kommt die schmale Vor-
bande des Tryptophans bei 289 my nur in diesem Falle deutlich
zum Vorschein (s. Bild 14). Aus diesem Ergebnis ist der SchiuB
zu ziehen, daB die Pyrimidin- und Purin-Ringsysteme der Ri-
bonukleinsiure und die Indol-Ringe des Tryptophans im Stdb-
chen des TM-Virus in einer sehr strengen Ordnung vorliegen mifis-
sen, etwa wie Geldstiicke in einer Geldrolie®3).

S
TN

|

20 240 60 mp 280 190 00
[A368.34] A

Bild 14

Ahsarptionskutve des durch Strdmung ausgerichteten Tabakmosaikvirusss)
m/15 Rhosphatpuffer Py = 8

; ¢ =45%

1.) Elektrischer Lichtvektor parallel zur Stromungsrichtung
2.) Elektrischer Lichtvektor senkrecht zur Strdmungsrichtung

Eine Ausrichtung der Pyrimidin- und Purin-Ringsysteme
beobachtete auch Caspersson®) bei gestreckten Thymonuklein-
sdure-Filmen. Polarisiertes UV-Licht mit zur Molekelachse
senkrechter Schwingungsrichtung wird innerhalb der Pyrimidin-
und Purin-Bande stdrker absorbiert als Licht mit paralleler
Schwingungsrichtung zur Molekelachse (Quotient maximal
1,5—1,6). In beiden Fillen weicht die Form der Absorptions-
kurven ab von derjenigen, die in unpolarisiertem Licht erhalten
wird. Im ersteren Fall ist das Maximum spitzer, im letzteren
stumpfer. Das Mittel der Werte der beiden Kurven gibt eine

8) Hoppe-Seylers Z., physiol. Chem. 274, 276 [1942].

54) Nach Diskussionsbemerkung von O. Kratky aut d. biophysik. Arbeits-
tagung, Mosbach, Oktober 1949.

58) Chromosoma 1, 605 (1940].
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Kurve, welche genau dieseibe Form und Héhe hat wie eine
in unpolarisiertem Licht aufgenommene Kurve (s. Bild 15).

/N
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Extinktion
rd
X\

Die Wirkung der aufgenommenen Strahiung
Aminosiuren

Welche Wirkung hat die absorbierte Strahlung auf die Pro-
teine? Unzihlige Versuche haben gezeigt, daB die EiweiB-Ver-
bindungen sehr empfindlich sind gegeniiber UV-Licht und daB die
aufgenommene Energie zu photochemischen Verdnderungen fiihrt.

Es ist zweckmdBig, zuerst die photochemischen Reaktionen
der Bausteine, der Aminosduren, zu betrachten und dann erst zu
den Proteinen selbst iiberzugehen. Hier soll versucht werden,
das Typische dieser Reaktionen herauszustellen.

Ganz allgemein gilt das Gesetz von Grotthus, das besagt, daf
photochemische Prozesse nur dann vor sich gehen kénnen, wenn
Strahlung absorbiert wird.

Aliphatische Aminosduren und Peptide aus alipha-
tischen Aminosduren werden bei vorsichtiger Bestrahlung
mit Wellenlingen oberhalb 240 my nicht verdndert3® 5%, 58)  |st
die Strahlung kurzwellig (etwa 220 my) oder sind Sensibilisa-
toren zugegen, so tritt Zersetzung ein (Entwicklung von NH,,
CO und CO,), die etwa durch folgende Reaktionsgleichungen ge-
kennzeichnet werden kann®® 80, 61, 62, 83) (XX 11, XXIIT),

H

H h !
R—C~COOH —» R—C=0 -+ (NH,4CO,COy) (XXID)
NH,
H
H hw
R—C—COOH —>» R-C-—COOH : NH, (XXTID
1 |
NH, OH

Sobald die Aminosduren chromophore Systeme enthalten, die
leichter anregbar sind, laufen auch die photochemischen Reak-
tionen leichter ab. Cystin geht bei Bestrahlung iiber in Cy-
steip® 8) (XXIV). Der photochemische ProzeB lduft an der
absorbierenden Gruppe selbst ab:

H,C—S - S—CH, H,C—SH  HS-CH,
; . Y .
HC-NH, HC-NH, —» HC-NH, - IC-NH, (XXIV)
3 i |
COOH COOH COOH CO0H

8y D, T. Harris, Biochemic, J. 20, 288 [1926].

57) H. C. Eckstein u, F. Lieben, Biochem, Z. 263, 366 [1934].

*8) Guillaume u. Tanret, C. r. hebd. Stances Acad. Sci., 201, 1057 [1933).
Bull. soc. biol. 18, 571 [1936].

5%) C. Neuberg, Biochem. Z, 13, 305 [1908].

80) H. Wieland u. Bergel, Liebigs Ann, Chem. 439, 203 [1924].

°l) Ch. Weizmann, E. Bergmann u. Y. Hirshberg, J. Amer, Chem. Soc.
58, 1675 [1936].

8) Ch. Weizmann, Y. Hirshberg u. E. Bergmann, ebenda 60, 1799 [1938].

83) A, I. Allen, R. E. Steiger, M. A. Magill u. R. G. Franklin, Biochemic.
J. 31, 195 [1937]. :

#4) b, Scendrs, U. Lampert u. F. Wrede, Hoppe-Seylers Z. physiol, Chem.
222, 16 [1933].

%) P, Holz, Klin. Wschr. 12, 1876 {1933].
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Noch leichter wird das Tyrosin photochemisch verdndert.
Unter Aufnahme von Sauerstoff bildet es zuerst Dioxy-phe-
nylalanin, das zu Dopa-Farbstoffen weiter verdndert
wirdsé, 6. 67) (XXV). Ahnlich wird auch das Tryptophan
unter Aufnahme von Sauerstoff verdndert und in Farbstoffe
iibergefiihrtse),

H ha hy
no-7 \—cuz—c—coon — no-7_ Scn —c—coon —

N/ >— / | [0)

NH
HO 2 (XXV)

Dopa-
farbstoffe
NH2

Interessanter ist aber eine andere photochemische Reaktion
des Tryptophans. Unter Luftausschlub wird es bei Bestrah-
lung mit Wellenldngen unter 290 my oder mit Sonnenlicht in
Indol-3-essigsdure iibergefiihrt®®) (XXVI). Dies scheint in-
sofern bemerkenswert, da die absorbierte Strahlung nicht zu
einer Verinderung am abscrbierenden System fiihrt, sondern zu
einer Reaktion an der x-Amincsdure-Gruppierung, die durch
eine CH,-Gruppe vom absorbierenden System isoliert ist:

H
CH,—C—COOH
IS hey
' —

] N,
NN
H -

CH,—COOH
IN LS

\\/I\N/
(XXVI)

Ein dhnliches Ergebnis liefert die Bestrahlung des Histidins.
Die Bestrahlung fiihrt hier entweder zum Histamin®® 70 %)
oder zum Imidazol-acetaldehyd”) (XXVII). Auch hier
tritt die Reaktion nicht am absorbierenden System ein,

H H, H.H

_ CHe~CCOOR o CHeC] ___fc-0
HN N NH, — Y N N N

N N N

H H H (XXVI])
Peptidbindung

Die haufigste und charakteristischste Gruppierung in den
Proteinen ist dic Peptid-Gruppe. Oben wurde bereits er-
wihnt, daB Peptide aus aliphatischen Aminosduren bei vorsich-
tiger Bestrahlung nicht veréindert werden®). Die Beobachtung,
daB bei der Bestrahlung von EiweiBidsungen die Zahl der freien
Amino-Gruppen im Protein zunimmt™. %), und daB kleinere
Bruchstiicke gebildet werden, hat zu Untersuchungen an Modell-
substanzen angeregt. Mitchell?®) zeigte an Stearinanilid, daB
dieses bei Bestrahlung in monomolekularer Schicht auf Siuren
durch Wellenldngen von 235—250 my in Stearinsdure und Anilin
gespalten wird (XXVIII):

H
£ >—N—CO—C”H35 — {_}-xuﬁ HOOC-C, I

- (XX VI

Die absolute Quantenausbeute betrug hierbei 0,2—0,3. Stearin-
anilid ist als Modellsubstanz aber nicht anzuerkennen, denn Pep-
tid-ﬁindung und Benzol-Kern bilden ecin einheitliches chromo-
phores System (UV-Spektrum: Maximum bei 242 my, e = 10500)
und die Photoreaktion tritt an der Atombindung des absorbieren-
den Systems ein, welche die geringste Energie fiir ihre Spaltung
bendtigt, und das ist in diesem Falle die C—N-Bindung (Spal-
tungsenergic 48,6 kcal [Mol™)). Spater zeigte aber Carpenter™),
daB die CO-NH-Bindung auch dann gespalten wird, wenn zwi-
schen Peptid-Bindung und Benzol-Kern noch eine CH ;- Gruppe
zwischengeschaltet wird (Benzyl-stearyl-amin). Die
glelche Spaltung tritt sogar ein, wenn zwei CH,-Gruppen

“) l b Arnow J. biol. Chemistry 120, 151 [1937]; J. physic. Chem. 42,
415 [1938].

87y F. W. Bernhart u. L. E, Arnow, ]J. physic. Chem. 43, 733 [1939].

65y A. Bertherot u. G. Amoureux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 206, 699
[1938].

$) A, Eilinger, Arch. exp. Pathol. Pharmakol, 136, 129 {1928];
therapie 38, 521 [1930].

) R. B. Bourdlllon I. H, Gaddum u. R. G. C. Jenkins, Proc. Roy. Soc.
[London) Ser. B 106, 388 [1930].

1y P, Holtz, Klin. Wschr. 12, 1613 [1933];
exp. Path. Pharmakol. 174, 97 [1934].

%) P, Szendrd, Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 157, 136 [1930];
Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 228, 742 [1931].

73) Fort u. Lloyd, J. Soc. Dyers Colourists 30, 73 [1914).

"4) F. Lieben u. H. Jesserer, Biochem. Z. 22‘5 367 91935].

%) Proc. Roy. Soc. [London] Ser. A. 159, 206 [1937]

9) Pquling u. Niemann, J. Amer. Chem. Soc. 61, 1862 [1939].
) D. C. Carpenter, Science [New York] 89, 251 [1939], J. Amer. Chem.
Soc. 62, 289 [1940]
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zwischengeschaltet werden (B-Phenyldthyl-stearyl-amin).
Beide Verbindungen wurden auch wieder auf Sduren gespreitet
und mit Wellenldngen um 250 my. bestrahlt. Das Spektrum der
beiden Verbindungen (Maximum bei 258 my, € = 170) in Losung
zeigt eindeutig, daB im Gebiet der aufgenommenen Strahhing
nur der Benzol-Kern absorbiert. Bei diesen Versuchen kann man
aber wohl diskutieren, ob im gespreiteten Zustand die CO—NH-
Gruppe als solche vorliegt oder ob nicht unter dem EinfluB der
Spreitung eine Enolisierung der Peptid-Gruppe, ein Ubergang
in die Peptenol-Gruppierung, vor sich gehen kann, wie es bei der
Dehnung von Faserproteinen beobachtet worden ist4?). Die ein-
gestrahlte Energie wiirde in diesem Falle nicht nur vom Benzol-
Kern, sondern auch von der Peptenol-Gruppe aufgenommen wer-
den, und man konnte eine direkte Spaltung dieser Gruppierung
annehmen, ohne eine Fortleitung der vom Benzol absorbierten
Energie iiber eine bzw. zwei CH ,-Gruppen anzunehmen. Diesem
Einwand steht aber entgegen, daB bei acylierten Aminosduren,
die einen Benzol-Kern durch eine bis drei CH,-Gruppen getrennt
von der CO—NH-Gruppierung tragen, auch in wiBriger Losung
bei 253,7 my Spaltung an der Peptid-Bindung auftritt’®). Dabei
ist es gleichgiiltig, ob der Benzol-Ring auf der Seite der CO-
Gruppe oder auf derjenigen der NH-Gruppe steht. Die Quan-
tenausbeute ist sogar um eine Zehnerpotenz grofer, wenn Ben-
zol-Kern und Peptid-Bindung durch drei CH,-Gruppen von-
einander getrennt sind als wenn eine oder zwei CH,-Gruppen
dazwischen stehen. Tabelle 6 gibt einen Uberblick fiber die In-
tensitat der Absorption bei 253,7 mp und die Quantenausbeute.
Dabei fallt auf, daB auch Acetylalanin bei dieser Wellenldnge
Photclyse erleidet; die Quantenausbeute sogar hoher ist als bei
den Verbindungen, die einen Benzol-Kern enthalten. Vielleicht
ist dieses auf eine direkte Absorption durch die CO--NH-Gruppe
zuriickzufithren.

WiBrige Ldésung von in Ei‘t";létl?ns g:sabltj{le-
bei 253,7 mu
Acetyl-alanin .............. Luft 1,28 0,0715
Benzoyl-alanin ............. Luft 3000 0,0034
Phenylacetyl-alanin ........ Luft 142 0,00704
Phenylpropionyl-alanin ..... Luft 177 | 0,00680
. Sauerstoff ' 0,00695
vs -Stickstoff 0,00512
Propionyl-phenylalanin Sauerstoff 145 0,0058
. Stickstoft -0,0045
Phenylbutyryl-alanin Luft 354 0,0437
Tabelle 678)

Als Beispiel dafiir, daB der Ort der Energieaufnahme und der
Ort der photochemischen Reaktion voneinander durch CH,-
Gruppen isoliert sein koénnen, gilt die Spaltung des n-Butyl-
methyl-ketons in Propylen und Aceton (XXIX):

hy
CHy—CH4CH,—CH,—CO-CH; —» CHy-CH=CH, + CH;—CO-CH; (XXIX)

Diese Spaltung erfolgt bei Bestrahlung mit Wellenlingen zwi-
schen 220 und 300 my, dem Gebiet, in dem die CO-Gruppe ab-
sorbiert?®),

Wenn auch heute tiber den Mechanismus der Spaltung von
Peptiden aromatischer Aminosiduren noch nichts Endgiiltiges ge-
sagt werden kann, so zeigen die Versuche an den Modellsubstan-
zen aber, daB hauptsichlich Peptidbindungen gespaiten werden,
die von aromatischen Amingsduren gebildet werden wie z. B. die
Peptidbindungen in Tyrosyldi- und -tri-peptidenst?®),

Proteine.

Die Vielzahl der vorstehend beschriebenen photochemischen
Reaktionen der Eiweifbausteine macht deutlich, daB die Photo-
reaktion der Proteine ein sehr komplexer Vorgang sein muB,
und iiberblickt man die groBe Zahl der Arbeiten, die auf diesem
Gebiet gemacht worden sind®), so stellen sie zum groBten Teil
nur eine Aufzdhlung einzelner physikalischer oder chemischer
Verdnderungen dar. Eine Deutung wird auch erst dann maglich
sein, wenn man geniigend Kenntnisse iiber die Feinstruktur der
cinzelnen nativen Proteine haben wird.

%) 1. Mandl, B. Levy u. A. D. McLaren, J. Amer. Chem. Soc. 72, 1790 [1950].
) Norrish u. Appleyard, J. Chem, Soc. [London] 1934, 874.

80y D. C. Carpenter, J. Franklin Inst. 232, 76 [1941].
81y L. F. Arnow, PhySIol Rev. 16, 671 [1936]
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Die charakteristischste photochemische Reaktion der Pro-
teine ist die Denaturierung mit anschlieBender Koagu-
lation®? 8). Als Primirreaktion ist die eigentliche Denaturierung
zu betrachten, sie stellt eine monomolekulare Reaktion dar, ist
weitgehend unabhidngig von der Temperatur und irreversibel.
An sie schlieBt sich die eigentliche Koagulation, die von der Tem-
peratur abhingig ist. Nach unserem heutigen Wissen treten bei
der Photodenaturierung in der EiweiBmolekel folgende Verdn-
derungen ein®), Das native Protein besteht aus einer Polypep-
tidkette, die in bestimmter Weise zusammengelagert, geknduelt
oder gefaltet ist. Diese Faltung wird stabilisiert durch Wasser-
stoffbindungen (XXX), durch S-S-Briicken (Cystin), durch salz-
artige Bindungen der Reste von Amino-dicarbonsduren (Aspara-
ginsdure, Glutaminsdure) oder Tyrosin mit Diaminosduren (Ar-
ginin, Lysin) und durch Veresterung der freien Carboxyl-Grup-
pen von Amino-dicarbonsiduren mit Oxy-aminosduren (Serin,
Threonin) (XXXI). Durch die Energie, die bei der Bestrahlung

' AN

Photodenaturierung ablaufen, ist es nicht verwunderlich, wenn
diese irreversibel ist im Gegensatz zur Hitzedenaturierung, die
unter vorsichtigen Bedingungen reversibel sein kann.

Aufler dem Verbrauch der eingestrahlten Energie am Ort
ihrer Aufnahme oder in seiner unmittelbaren Nihe, die zur phc-
tochemischen Reaktion fiihrt, ist in Proteinen auch eine ver-
lustlose Energiefortleitung moglich. Ein derartiger Me-
chanismus ist zuerst von biophysikalischer und biologischer Seite
erprtert und gefordert worden, aber erst in letzter Zeit ist ein
experimenteller Beweis bei der photochemischen Spaltung des
Kohlenoxyd-Myoglobins erbracht wordens®). Myoglobin ist
ein sauerstoff-tibertragendes Ferment, das besonders im Herz-
muskel vorkommt und ein Hdmin an ein Protein gebunden ent-
hilt. Die Hidmin-Komponente kann eine Molekel Kohlenoxyd
binden, die bei Bestrahiung leicht abgespalten wird, und zwar
entspricht ein Lichtquant einer Molekel Kohlenoxyd. Die photo-
chemische Wirkungskurve (s. Bild 16) ist im Gebict oberhalb

/ ..
C=0...H=N ‘ HN =0 17
/ N N /7 i
..HN C=0...H-N CH—CH ,—$—$—CH,~CH
N /7 / N
HCR RCH HCR 0=C NH
/ AN AN /
.0=C N-H...O0= P~
N 7 AN N
N-H...0=C N-H...! <
/ N Ve . 7 \ )
RCH HCR RCIL | HN =0 X
AN / AN I N\ /
C=0...H-N ¢=0... CH—(CH,)~NH,* ~00C~CH,~HC IR 457\
/ N / / N\ NEAAR 7
.HN C=0... H-N 0=C NH ~ \ 7 N
B 0 3 :E‘
HCR Rél HCR N 4 § 4 4
7 AN / ~ \ i/
0=C N-H .. .0=C I IS \ 4
\ / \\ / \ = 4 \
N—H ...0=C N—H HN C= 0 S ;
C/ \ / | \ Vs ~ \
RCH HCR RCH CH~CH—0—CO~CH,~HC bONLLT
N / N\ / AN
C=0...H-N ¢=0 0=¢ NH
e — h 7 Lo 20 a0 9 90 480 400
L HoD e 2 mue
— (XXX) (XXXI) [T365T8) 2
von den absorbierenden Resten der Amincsdure-Bausteine und Bild 16
H H i - Photochemisches Wirkungsspektrum (Kreuze zugrunde gelegt die Quanten-
zumu_ldestens bel‘den Faserpro?emen v'on den Peptenol-Gruppen ausbosts = 9) und Abserptionsspektrum. (ausgezogen) von Kohlemoxvd-
aufgenommen wird, werden die Peptid-Gruppen angeregt und Myoglobin, sowie Absorptionsspektrum (gestrichelt) von dessen Hamiin.
Komponente?’8)

zuerst die Wasserstcff-Bindungen zwischen den Peptid-Gruppen
gelost, welche zur Spaltung die geringste Energie bendtigen.
Ferner konnen die Wasserstoff-Bindungen aufgehoben werden,
an denen die phenolischen OH-Gruppen der Tyrosin-Reste be-
teiligt sind, und auBerdem koénnen die S-S-Briicken des Cystins
gespalten werden®), Durch die Losung dieser Bindungen wird
die Polypeptidkette entfaltet. Dieser Vorgang stellt die eigent-
liche Photodenaturierung dar. AnschlieBend konnen die
aktiven Stellen der Polypeptidkette neue Bindungen eingehen,
und zwar nicht nur in der eigenen Kette, sondern auch mit den
Polypeptidketten anderer Molekeln, wodurch es zur Bildung von
Aggregaten, zur Koagulation, kommt. Dem denaturierten
Protein fehit die charakteristische Konfiguration, es ist daher
leicht verstdndlich, daB Enzyme und Virusarten bei Bestrahlung
so leicht ihre Wirksamkeit verlieren, da diese zumeist an die
Konfiguration gebunden ist.

Neben der ecigentlichen Photodenaturierung werden bei der
Bestrahlung von Proteinen aber auch Peptidbindungen gespal-
ten, ver allem solche, welche an die Seitenketten der Tyrosin-,
Phenylalanin- und Tryptophan-Bausteine grenzen®), wodurch
das Protein inhomogen wird und niedrigmolekulare Bruchstiicke
auftreten®®), die durch Dialyse abgetrennt werden konnen®?).

Ferner koénnen bei den cinzelnen Protein-Bausteinen, den
Aminosduren, die gleichep photechemischen Veranderungen ab-
laufen, dic oben bei den Aminosduren besprochen worden sind,
wobei besonders in Gegenwart von Luft Photooxydationen im
Vordergrund stehen. Da Photolyse der Peptidbindungen und
Verinderungen der Aminosdure-Reste auch bereits neben der

82) B, Rajewsky, Strahlentherapie 34, 582 [1929].

83) J. H. Clark, J. gen. Physioi. 19, 199 [1936].

8) P, Wels, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 171,
480 (1933]; 188, 265 (1938]. -

85) J. S. Mitchell u. E. K. Rideal, Proc. Roy. Soc. [London] Ser. A 167, 342
1

[1938].
88) Th, Svedberg u. S. Brohult, Nature [London} 143, 938 [1939],
87) E. B. Sanijar, L. E. Krejci u. E. O. Kraemer, Biochemic. J. 33, 1 [1939].

Angew. Chem. | 63. Jahrg. 1951 [ Nr. 9

300 my, in dem riur das Hamin absorbiert, identisch mit der Ab-
sorptionskurve. Unterhalb 300 mp, wo auch die EiweiBkcm-
ponente abscrbiert, ist das Wirkungsspektrum nicht.identisch
mit der reinen Hamin-Absorptionskurve, sondern mit dem gesam-
ten Absorptionsspektrum des Myoglebins, d. h. sdamtliche auf-
genommene Strahlung, auch die von den Tyrosin- und Trypto-
phan-Resten der Proteinkomponente absorbierte, verursacht eirie
Abspaltung des am Hamin gebundenen Kohlenoxyds.

Zur Erkldarung der photochemischen Spaltung des Kohlen-
oxyd-Myoglobins kann die Verstellung von Fdrster®®) dienen,

nach der die von den aromatischen Aminosdure-Resten aufge-

nommene Energie iber Fluoreszenzstrahlung an das Hdmin des
Kohlenoxyd-Myoglobins weitergeleitet werden konnte. AuBer-
dem kime der fiir eine verlustlose Energiefortieitung von Wirtz4#)
aufgestellite Mechanismus iiber einec Peptid-Peptenol-Tautomeric
in Betracht, der durch dic Auffindung ciner spezifischen Absorp-
tion von Peptenol-Gruppen in Faserproteinen an Bedeutung ge-
wonnen hat. Der Einwand, daB die Orte der Energieaufnahme,
die aromatischen Ringsysteme der Aminosdure-Reste, von der
Peptid-Kette durch CH,-Gruppen getrennt sind, kann durch die
Ergebnisse der photochemischen Reaktionen von Amincsduren
und Peptiden als widerlegt betrachtet werden. Die CH ,-Gruppen
sind keine Isolatoren und man wird zumindest fir die von
den aromatischen Aminosidure-Resten aufgenommene Energie
einen Ubergang auf die Peptidkette zulassen miissen. Daneben
wird man aber auch den Befunden Beachtung schenken miissen,
daB die aromatischen und heterocyclischen Ringsysteme in den
Proteinen und Nukleoproteiden ausgerichtet sein kdnnen und
die absorbierte Energie auch entlang derartig ausgerichteter Sy-
steme fortgeleitet werden kann.

Eingeg. am 11. August 1950 [A 306]
8) Th. Biicher u. J. Kaspers, Naturwiss. 33, 93 [1946].
89) Z. Naturforschg. 2b, 174 [1947}; d4a, 321 [1949].
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